UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

“ELABORACION DE UN PREPARADO ABASE DE ENZIMAS INMOVILIZADAS
POR ATRAPAMIENTO EN GEL DE AGAR, PAR A EL TRATAMIENTO DE
DESECHOS ORGANICOS PRESENTES EN AGUAS RESIDUALES ”

TRABAJO DE GRADUACION PRESENTADO POR:

BARBARA LISSETTE CHACON CHACON
VERONICA CARMELINA DIAZ AVILES

PARA OPTAR AL GRADO DE :
LICENCIADA EN QUIMICA'Y FARMACIA

JUNIO 2002
SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTROAMERICA

© 2001, DERECHOS RESERVADOS

- Prohibida ia reproduccion total o parcial de este documento,
7 sin ia autorizacién escrita de la Universidad de El Salvador

1 i

SISTEMA BIBLIOTECARIO, UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTORA:

Dra. MARIA ISABEL RODRIGUEZ

SECRETARIA GENERAL:

Lic. LIDIA MARGARITA MUNOZ VELA

FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

DECANA:

Lic. MARIA ISABEL RAMOS DE RODAS

SECRETARIA:

Lic. ANA ARELY CACERES MAGANA

SAN SALVADOR JUNIO 2002 EL SALVADOR



ASESORA:

M.Sc. SONIA MARICELA LEMUSMARTINEZ

JURADO CALIFICADOR:

Dr. RIGOBERTO AYALA

Lic. MARIA CONCEPCION ODETTE RAUDA ACEVEDO

Lic. MARIA ELSA ROMERO DE ZELAYA

SAN SALVADOR JUNIO 2002 EL SALVADOR



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer principalmente a Dios por darme la constancia, inteligencia, energia y

fortaleza para seguir adelante. Por concederme a mis Padres que me han apoyado en todo.

Gracias Papi y Mami por concederme la oportunidad de conocer mas de este mundo, por
su apoyo, carifio, paciencia y amor, por darme animos cuando mas lo he necesitado y

principalmente por creer que lo lograria.

Gracias Alex, Alejandra, Raquel y Rebeca por su comprension y carifio. EIlsy, gracias

por ensefiarme todo lo que tu sabes.

Gracias Alvaro Ibafiez, por permitirme terminar mis estudios, tenerme paciencia,

brindarme todo tu apoyo y principalmente todo tu amor.

Gracias a todos los Licenciados y Profesores que me han formado profesionalmente y

gue me han regalado su amistad y carifio.

Gracias Veronica Diaz por tu paciencia, confianza y carifio brindado a lo largo de este
trabajo.

Béarbara Lissette Chacén Chacén.



...Su gratitud, no obstante, no se limita al mundo espiritual; él jamas olvida a sus
amigos, porque la sangre de ellos se mezcl6 con la suya en el campo de batalla.
Paulo Coelho.

Quiero agradecer a las siguientes personas porque de una u otra manera han estado
conmigo a lo largo de éste final, de una nueva meta:
A Baérbara Chacon porque juntas logramos vencer todos los obstaculos que se nos

presentaron, sin perder la buena voluntad.

A Gustavo Garrido por ser el ’’contacto clave’” para obtener las enzimas y por

mostrarme que no existia nada ni nadie que pudiera impedir, imprimir mi Chi a este trabajo.

A mi familia por acompafiarme con su paciencia y &nimo. Y por no dudar de lo que

estaba buscando a través de este trabajo de investigacion. Gracias por esperar...

A mis amigos por estar cuando mas necesitaba, para quejarme y para darnos el relax. En

especial a Carolina Rivera (Carola) por ser mi *’complice’’.

A Luis Avilés (Foforo) por su ayuda en la elaboracion de este documento. Pero sobre

todo gracias por tu comprension, paciencia, compafiia y amor a lo largo de todo este trabajo.

Verdnica Carmelina Diaz Avilés (Petica).



De manera especial agradecemos a la Lic. Sonia Maricela Lemus Martinez por
enseflarnos a descubrir el mundo de las enzimas, por sus sugerencias y confianza en el

desarrollo de nuestro trabajo de investigacion.

Gracias al Ing. Arturo Garcia Mazinni, a la Ing. Maria del Carmen de Medrano y a la
Lic. Lorena Margarita Ramirez, pues sin su valiosa colaboracion no hubiese sido posible la

realizacién de este trabajo.

A los Sefiores Mateo Diaz, Oscar Coreas, Wilber Guzman, Miguel Angel Escalante y
Jaime Pascual Gonzélez les agradecemos su disposicién para brindarnos su colaboracién en

los laboratorios de nuestra Facultad de Quimica y Farmacia.



A Dios Todopoderoso, porque sin ti nada de esto hubiera sido posible.

A mis Padres: Alex y Elsy; por ser las personas méas esenciales de mi vida.

Con mucho amor, Béarbara Chacén.



Con todo mi amor: A la Tutun y al Viejo.
Y a la memoria de mi Abuelo (Yeye). Porque desde lejos tu

sabes cuanto he aprendido de ti y lo mucho que te recuerdo.

Verodnica Diaz (Petica).



INDICE

PAGINA
INTRODUGCCION ..ottt e e e e e r e e e e e e e s ennnees
OBUIETIVOS .t e e e e e e s e e e e e e e s s s b e e aees 4
CAPITULO I. MARCO TEORICO ....ccoiiiiiiiiiiieee ettt 6
1. Generalidades de la Inmovilizacion de ENZimMas ..........cccooveevieiiieiieeiie e 6
1.1, MArCO HiStOMICO ..vveivvieiiiieiie ettt enae e e 6
I B =) 10 Toq o o USSR 8
1.3. Propiedades de las Enzimas Inmovilizadas ...........cccoccceviiiiiiiiiiis vovieeiiieee, 9
1.3.1. EStabilidad .......cccvveiiiiiiiie s 9
1.3.2. Propiedades CINELICAS ........c.covueeiieiiieiieeiie et snee s 11
1.4. Ventajas y Desventajas del Proceso de Inmovilizacion .............cccccceevieiiininnnn, 13
1.4.1. Ventajas del Empleo de Enzimas Inmovilizadas ............cccoceviiiiiiinnnnne 13
1.4.2. Desventajas del Empleo de Enzimas Inmovilizadas ............ccccoeveennnen, 14
1.5. Requerimientos Basicos de un Sistema Inmovilizado ...........cc.ccocoveeiiiecinnneann, 14
1.6, ENZIMAS .ttt sttt e et e et e e st e e et e e e ne e e nes 15
1.6.1.Generalidades de 1aS ENZIMAS .........cccoovieiiiiiiiiiiie e 15
1.6.2.Nomenclatura y Clasificacion de 1as ENzimas ..........ccccoceevveiiieiiennnnnn, 17
1.6.2.1. Nombres PartiCulares ...........ccceviiiiiieniie e 17

1.6.2.2. NOMDre SiStEMALICO .ovvveeeeeeee e 17



PAGINA
1.6.2.3. Nomenclatura de la Comision Enzimatica ..............ccceeeveeennennne, 18
1.6.3.Influencia que Ejerce un Catalizador en una Reaccion ................cc......... 20

1.6.4.Efecto de la Concentracion del Sustrato o

de la Enzima sobre 1a Catalisis .........cccovvvviiiiiieeiie e 21

1.6.5. Efecto del pH Sobre la Actividad Enzimatica ............cccoevveeveiiiniiennn, 23
1.6.6. Efecto de la Temperatura sobre la Actividad Enzimatica ....................... 24

1.6.7. Efecto de los Activadores sobre la Actividad Enzimatica ..............c.c........ 25

1.6.8. Efecto de l10s Inhibidores ENZIMALICOS .........oovvveiiriiiriieniie e 26

1.7. Soportes Utilizados para la Inmovilizacion de las Enzimas ............cccoceevieeineennn. 27
17,0 AQAI—AGAD ..t e a e e 29

1.8. Clasificacion de las Técnicas de Inmovilizacion de ENzimas ...........ccccoeveieennnen, 30
1.8.1. Técnica de Atrapamiento N Gel .........cccevieeiiiiiii i 32

1.8.1.1. Ventajas y Desventajas de la Técnica

de Atrapamiento en Gel ........ccoeeiiiiiiii 33

1.9. Andlisis y DiSeflio 08 REACIOIES .......c.cciviiriieiiieiie e 34
1.9.1 TIPOS 0B REACLOIES ....cciuveiiiiiieiiiiie ettt 35

2. a—Amilasa [EC 3.2.1.1] deBacillus subtilis ........ccccceiiiiiiiiieie e 38
2.1, GENEraldAAES .......oeiveieiiiiiie e 38
2.2. Estructura y ClasifiCaCiOn .........cccceeviiiiiiiiiicic e 40
2.3. PrOPIEAAAES ..ot 42

2.4, SHOS ACLIVOS ..ottt e e e e e e e eeaeeaas 45



PAGINA

3. Celulasa [EC 3.2.1.4] de ASpergilluS Niger ........ccocveeiiiiiiiiee e 46
3.1, GENEralidAAES .......oeieieiiiiieeie e 46
3.2, PrOPIEAAUES .....eeeiiiiie it 47

CAPITULO Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL ..o 49

1. Inmovilizacion de las Enzimas en Forma Individual

(O—AMIlaSa Y CeIUIASA) ....ccvveeiiiiie i 49
1.1.Preparacion del SOPOIE ......c.coiuiiiieiiieiie e 49
1.2.Mezcla ENZIMAa—SOPOITE ......ooiiiiiieiiiieiiiee ettt 49
1.3.Atrapamiento y Moldeo de 1a ENZIMa ........cccovviiiiiiiiiiiieeiee e 50

2. Determinacion de la Actividad de las Enzimas
en sus formas Libres e Inmovilizadas ............ccococeeiiiiiiiii 50
2.1. Ensayo para la Determinacion de la Actividad Amilolitica
a diferentes pH Y TEMPEIatUIas ........coovvieiiiiieiiiiee e 50
2.2. Ensayo para Determinar la Actividad Celulolitica a diferentes
PH Y TEMPEIATUIAS ..ot 94
3. Determinacion del Tiempo de Actividad de cada una
de las Enzimas INMOoVIlizadas ...........ccccveiiiiiiiiiiie e 58
3.1. Ensayo para Determinar el Tiempo de Actividad utilizando
el Bioreactor Enzimético del Inmovilizado a Flujo Discontinuo
del Sustrato (0 Bioreactor POr LOtE) ........eevvveeriieiniiiee e 58
3.2. Ensayo para Determinar el Tiempo de Actividad, utilizando
el Bioreactor Enzimatico del Inmovilizado a Flujo Continuo
0 [=] BT 1 = Lo TP SUPRTTPRPI 60



PAGINA

3.3. Especificaciones para el Montaje de los Bioreactores Enzimaticos
a Flujo Discontinuo y Continuo del Sustrato para la a—Amilasa

de Bacillus Qubtilisy para la Celulasa de Aspergillusniger .............cceenneee. 61
4. Aplicacion del Preparado en Aguas Residuales ...........ccoceeviieeiiieciiiec e, 64

5. Determinacion de la Forma de Presentacion del

Preparado ENZIMALICO .........cooiiiiiiii e 65
5.1. Almacenamiento del Preparado: en Seco 0 HIMEdo .........cccceevvveeiiieeccineenne, 65

5.2. Efectividad del Preparado al estar las Enzimas en Forma

Individual 0 MezCladas ...........cocoueiiiiiiiiiiiiec e 66
CAPITULO I11. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS ................. 69
1. InmMovilizacion de ENZIMAS .........ccooouiiiiiiiiiiie e 69

1.1. PreparaCion del SOPOIE .......ccoveiiieiieeiie e 69
1.2. Atrapamiento y Moldeo de 1a ENzima ........cccoooveeiiiiiniiiniee e 70

2. Determinacion de la Actividad Enzimatica de la a—Amilasa de

Bacillus subtilisen sus formas Libre e Inmovilizada .............ccccoeviiiiiinnnnnn. 71
2.1. Actividad Amilolitica en Funcion del pH ..o 71
2.2. Actividad Amilolitica en Funcién de la Temperatura ...........cccoceeeveeireeenne. 73

3. Determinacion del Tiempo de Actividad de la a—Amilasa de
Bacillus subtilisen diferentes Sistemas de Reaccion
(Bioreactores por Lote Y CONtINUO) ....cveeviiiiieeiiiiieiiie e 76
3.1. Reactor Enzimético por Lote para la a—Amilasa

0E BACHIUS SUBLIHIS ..ot 77



3.2. Reactor Enzimatico Continuo para la a—Amilasa

de BaCilluS SUBLIHIS .. .coeeee e

. Determinacion de la Actividad de la Celulasa de

Aspergillus niger en sus formas Libre e Inmovilizada ....................
4.1. Actividad Celulolitica en Funcion del pH .........cccccovviiiiiiinnnnnn,
4.2. Actividad Celulolitica en Funcion de la Temperatura .................

. Determinacion del Tiempo de Actividad de la Celulasa de

Aspergillus niger en diferentes Sistemas de Reaccion

(Bioreactores por Lote y CONtINUO) .......cevvvieeiiieeiiiie e ssiiee e

5.1. Reactor Enzimatico por Lote para la Celulasa

de ASPErgillusS NIgEr .....ccovviiiiiecee e

5.2. Reactor Enzimatico Continuo para la Celulasa

de ASPErgillusS NIgEr .....ccouviiiiiii e
. Aplicacion del Preparado en Aguas Residuales ..............ccceeveenneen.

6.1 Actividad de la Enzima a—Amilasa de

Bacillus subtilis INMovilizada ...........ooeeeeeieee e

6.2. Actividad de la Enzima Celulasa

de Aspergillus niger Inmovilizada ...........ccccovveeiiiiiiin e,

. Determinacion de la Forma de Presentacién

del Preparado ENZIMALICO .......cocveiiiiiiiiiiie e

7.1. Almacenamiento del Preparado (a—Amilasa

de Bacillus subtilis): En Seco 0 HIMedo ...........cccccveevvveeeinenne,

7.2.Almacenamiento del Preparado (Celulasa de

Aspergillusniger): En Seco 0 HIMEdO ........ccccovvveeiiieiiiieccie,

7.3.Efectividad del Preparado al estar las Enzimas en Forma

Individual 0 Mezcladas ........cooeeeeiieeeee e

PAGINA



PAGINA

CAPITULO IV. CONCLUSIONES ........ooiiiiiiieiie e 114
CAPITULO V. RECOMENDACIONES. ........coooiiiiieie e 117
BIBLIOGRAFIA ..ottt 120

ANEXOS ... 127



INDICE DE TABLASY CUADROS

TABLAS
PAGINA

1. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre

e Inmovilizada frente a los cambios de pH (a temperatura ambiente) .................. 72
2. Actividad Enzimatica de la a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre

e Inmovilizada a diferentes Temperaturas (a pH 6ptimo experimental) ............... 74
3. Determinacién del Tiempo Optimo de Reaccion de la

a—Amilasa de Bacillus subtilisen el Bioreactor por LOte .........cccceeeviviveeeiinnnnn. 77
4. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis

€N BIOreactor POI LOTE ......cooeiiiiiiie e 79
5. Actividad de la Enzima a—-Amilasa de Bacillus subtilis

€N BIOreactor CONLINUO .......cccueiiiiiieeiiieeiiie ettt be e e neee s 84
6. Determinacién del Tiempo y Cantidad de Sustrato Optimos para la

Cuantificacion de la Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger ............ccoc...... 86
7. Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e

Inmovilizada frente a los cambios de pH (a temperatura ambiente) ...................... 88
8. Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e Inmovilizada

frente a los cambios de Temperatura (al pH 6ptimo experimental) ....................... 90
9. Determinacién del Tiempo Optimo de Reaccion

de la Celulasa de Aspergillus niger en el Bioreactor por LOte ...........cccceeevivieeeennne, 92
10.Actividad en el Bioreactor por Lote de la Celulasa

de Aspergillus niger Inmovilizada en funcion del Tiempo.......ccccoovveeeieeicieceee, 94

11.Actividad en el Bioreactor Continuo de Celulasa de
Aspergillus niger INMOVIIZAAA .........cooviiiiiiiii s 97



PAGINA
12.Curva Patron de AIMIAON ....... it 100

13.Datos Experimentales de la Curva Patron de Almidon Linearizados .................. 101
14.Actividad del Preparado (a—Amilasa Inmovilizada)

eN AQUASs RESIAUAIES . ....cooiiiiiiie e s 103
15.Actividad del Preparado (Celulasa Inmovilizada)

eN AQUAS RESIAUAIES ......cooiiiiiiiie s 104
16.Monitoreo de la Actividad de la a—Amilasa de Bacillus subtilis

Inmovilizada Almacenada en Seco Y HUMEdO .........cccoevveeiieiiiieiieeiie e, 106
17.Monitoreo de la Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger

Inmovilizada almacenada en Seco Y HUMEdO .........cccovvveiiiriiiiiie e, 108
18.Actividad de las Enzimas Inmovilizadas en Forma de

Presentacion Individual y Mezclada ............ccvvvieiiiiiiiiiii e 111

CUADROS

PAGINA

1. Composiciéon en Aminoacidos de la a—Amilasa

de BaCillUS SUBLITIS .......vvvieciciiee e 41
2. Propiedades de a—Amilasa de Bacillus subtilis ...........ccccooiiiiiiiii e, 42
3. Propiedades de la Celulasa de ASpergillus Niger .........ccooveeeiiieiiie e 47

4. Especificaciones del Sustrato para el Montaje de los

Bioreactores ENZIMALICOS .......ccciiiuvieeeiiiiiiee ettt sebae e e e e enrae e e e enees 62
5. Especificaciones Generales (Enzimas y Bioreactores)

para el Montaje de los Bioreactores ENZiMAtiCoS ..........ccccccveeviieeiiieeciiec e, 63



PAGINA
6. Caracteristicas del Bioreactor por Lote de la
o—Amilasa de Bacillus SUBLHTS .........cceoiiiiii e 78
7. Caracteristicas del Bioreactor Continuo de la a—Amilasa
de BaCillUS SUDLIHIS ....ccvveeiiiiee e 83
8. Caracteristicas del Bioreactor por Lote de la Celulasa
de ASPErGITUS NIGEN . ..o 93
9. Caracteristicas del Bioreactor Continuo de la Celulasa
de ASPErQITUS NIGEN . ..eoiiiieiie e 96
10.Caracteristicas de los Bioreactores por Lote de la a—Amilasa
de Bacillus subtilisy de la Celulasa de Aspergillus niger en la
Determinacion de la Actividad en Forma de Presentacion Individual
11.Caracteristicas de los Bioreactores por Lote de la a—Amilasa
de Bacillus subtilisy Celulasa de Aspergillus niger en la

Determinacion de la Actividad en Forma de Presentacion Mezclada ...................... 111



INDICE DE FIGURASY FOTOGRAFIAS

FIGURAS

PAGINA
. Métodos de Inmovilizacién Mediante Retencion FiSiCa .........cccoovevieiiieiiennnnnnn, 30
. Métodos de Inmovilizacion Mediante Union Quimica ..........cccccceeviieceiieciinnenne, 31
. Modelos de Bioreactores POr LOLE .......c.eeeviieeiiieeeiiiee e 59
. Modelo del Bioreactor a Flujo Continuo del Sustrato ..........cccccccovvvvveeiviiiiee i, 61

FOTOGRAFIAS

PAGINA
. Preparado Enzimatico INMoVIlizado ...........ccccceeiiiiiiiiiii e 70
. Preparado Enzimatico INMoVIlizado ...........cccccveiiiiiiiiiiiiie e 70
. Bioreactor por Lote de la a—Amilasa de Bacillus subtilis............ccccooeieeinnnnnne 79

. Bioreactor Continuo de la a—Amilasa de Bacillus subtilis.........cccccoeeveieveevennnn.. 84



INDICE DE GRAFICOS

PAGINA

1. Influencia que ejerce un Catalizador en una ReacCion ............ccoccvvvieeiieiinenieennn 21
2. Efecto de la Concentracién de la Enzima

sobre la Velocidad de REACCION ...........coivuiiiiiiiiiiiec e 22
3. Efecto del pH sobre la Actividad ENzZiMAtica .............cccoveevieiiiie e 23
4. Efecto de la Temperatura sobre la Actividad Enzimatica ...........ccccocceevvveiieinennnn, 24
5. Efecto de los Activadores sobre la Actividad Enzimatica .............ccceeveeiiieeeinnen, 25
6. Efecto de los Inhibidores ENZIMALICOS ...........ccovuviiiiiiieiiiec e 27
7. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre

e Inmovilizada frente a los cambios de pH (a temperatura ambiente) ................... 72
8. Actividad Enzimatica de a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre e

Inmovilizada a diferentes Temperaturas (a pH 6ptimo experimental) .................. 75
9. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis

€N BIOreactor POI LOTES ......cooiiiieiiiie it 82
10.Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis

€N Bioreactor CONLINUO ........coiiiiiiiic e 85
11.Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e

Inmovilizada frente a los cambios de pH (a temperatura ambiente) ........................ 88
12.Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e Inmovilizada

frente a los cambios de Temperatura (al pH optimo experimental) ...............cc....... 90

13.Actividad en el Bioreactor por Lote de Celulasa
de Aspergillus niger Inmovilizada en funcion del Tiempo .......ccccoveeiiieciiieeeee, 95



PAGINA

14.Actividad en el Bioreactor Continuo de Celulasa

de Aspergillus Niger INMOVIIIZA0A .........ooeeieecce e enen 98
15.Curva Patrén de Almidon (datoS COrregidos) ........uiueuririeeresiesieesiesieessessesessessessesessessesessessensesens 102
16.Monitoreo de la Actividad de la milasa de Bacillus subtilis

Inmovilizada almacenada en SECO Y HUMEO ......ccccvvveiierieinienieeseeee e 106
17.Monitoreo de la Actividad de la Celulasa de

Aspergillus niger Inmovilizada almacenada en Secoy HUMEdO .......ccocvvvvvvecirececce e 109

© 2001, DERECHOS RESERVADOS

. Prohibida la reproduccion fotal o parcial de este documento,
sin ia autorizacién escrita de la Universidad de El Salvador




INDICE DE ANEXQOS

PAGINA
I. Secuencia de Aminoéacidos que Conforman la Estructura
de la a—Amilasa de BacCilluS SUDLITIS . ......oooiiiiiiiieee e 128

I1. Preparacion de REACLIVOS .........ccooiuiiiiieeiiiiiie et 131
I11.Material, EQUIPO Y REACLIVOS ......ccvviiiiiiiiiiiie et 138
IV.Certificad0s de ANALISIS .......civvieiiiiiiieiie et 146
V. Método de Analisis Estadistico: Distribucion “t” de Student ...........ccccoevevieiiinnnnn, 148
VI1.Esquema de Célculo de la Distribucion “t” de Student ............cccceevveeiiieiieniiennnnnnn, 152

VI1.Distribucién *’t’” de Student para los Diferentes ENSayos ..........ccccovvvevreeiienieennnn, 155



ABREVIATURAS

LUB. s Unidn Internacional de Bioquimica
AT P e Adenosin Trifosfato
2] (oS RS UPRTPRTPR Etcétera
UV oV LS e Ultravioleta Visible
GOD e Glucosa Oxidasa
POD e e e Peroxidasa
A et e e e et r e e e aanes Absorbancia
(O] o o TP TOTPRTPRI Concentracion
S A e Sociedad Anénima

I, o e Inhibidores



PESOSY MEDIDAS

1] TP TP Nanometros
BT PPPPTPP Grados Celsius
TP TUTP PP Porcentaje
Ao TR PO UPPPRTRPPOP Miligramos
10 T TR PPP PR Mililitros
0 oSSR Centimetros Cubicos
PR PPPPPPP Molaridad
N OO UPPRP PP Normalidad
o TP PPR Libras
1012 TP PPR PR Milimetros
3 L0410 TSRO Micromol
0 PSSO Centimetros



INTRODUCCION

El agua que bebemos recorre un largo camino hasta llegar a nosotros. En esta travesia
sufre cambios en sus componentes fisicos, quimicos y bioldgicos, producidos por sales,
compuestos organicos, nutrientes, diversos toxicos y otros elementos que la hacen no apta

para su consumo directo como bebida.

Aunque el Hombre del campo es el mas afectado por la falta de agua tratada, la calidad
del recurso en las ciudades se deteriora cada vez mas, pues la mayoria de los elementos
presentes en el agua que bebemos provienen de vertimientos de aguas residuales domesticas,
agricolas e industriales, tales como materia organica disuelta, precursores de compuestos

organoclorados y nutrientes que pueden generar alta produccion de algas.

Siendo vital para todos los seres vivos el agua potable, es necesario cuidar este recurso

ademas de darle el tratamiento necesario para su reutilizacion.

Al iniciar un tratamiento del agua es necesario reducir al minimo los contaminantes
organicos producidos, ya que si bien es cierto son compuestos no toxicos, su presencia hace al
agua no apta para ser consumida. Y si una fuente de agua se conserva sin materia organica
disuelta 0 no y sin téxicos (o0 a niveles que no representen riesgo para la salud) el agua va a

requerir s6lo de un tratamiento convencional.



Por lo que surge la idea de elaborar un preparado a base de enzimas inmovilizadas

(a—amilasa de Bacillus subtilis y celulasa de Aspergillus niger) por atrapamiento en gel, ya
que para las Industrias que tienen como productos de desecho compuestos organicos como el
almidén y la celulosa, la elaboracion de este preparado enzimatico podria ser una opcion para

darle un pre—tratamiento al agua que ahora simplemente desechan.

El preparado fué elaborado a base de enzimas, ya que el empleo de éstas es cada vez
mayor. Es un campo de la biotecnologia que cada vez esta siendo mas explotado en diferentes
areas. Sin embargo, no se puede perder de vista que el costo de las enzimas es un importante
factor limitante en cuanto a la economia del proceso, por lo que su utilizacion se ve muchas

veces limitado sobre todo en paises subdesarrollados.

El método de inmovilizacion de enzimas seleccionado fué la técnica de atrapamiento en
gel de agar, ya que ofrece la ventaja de ser de bajo costo al permitir que el preparado sea
reutilizado, pues al restringir el libre movimiento de las enzimas dentro de un soporte, permite
mantenerlas en el sistema de reaccién por largos periodos de tiempo, tan largos como su

estabilidad lo permita.

Teniendo como parametro, la actividad de las enzimas en su forma libre; por medio de
ensayos se determinaron las condiciones éptimas de funcionamiento del preparado en cuanto a

las variables de pH y temperatura.



Ademas, se montaron dos tipos de bioreactores a nivel de laboratorio para determinar la
configuracién inmovilizada que permitiera la optimizacién de la actividad enzimatica dentro

del mismao.

Finalmente se determind la forma de presentacion del preparado enzimatico, en base a la
forma de almacenamiento (en humedo o seco) y a la efectividad que presentara al estar las

enzimas en forma individual o mezcladas.



OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Elaborar un preparado a base de enzimas inmovilizadas por atrapamiento en gel de agar;

para el tratamiento de desechos organicos en aguas residuales.

2. OBJETIVOSESPECIFICOS
2.1. Inmovilizar las enzimas: a—amilasa de Bacillus subtilisy celulasa de Aspergillus niger,

por medio de la técnica de Atrapamiento en Gel utilizando como soporte agar—agar.

2.2. Establecer las condiciones experimentales Optimas para lograr la estabilidad de las

enzimas en el proceso de inmovilizacion.

2.3. Determinar y comparar las condiciones Optimas de actividad de las enzimas libres e

inmovilizadas a diferente pH y temperatura.

2.4. Montar dos tipos de minibioreactores a nivel de laboratorio, de acuerdo a las

condiciones éptimas de actividad de las enzimas inmovilizadas.
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2.5. Determinar el tiempo de actividad enzimatica del preparado mediante métodos

experimentales.

2.6. Especificar el tipo de desecho en el cual puede ser utilizado el producto enzimaético.

2.7. Normalizar el preparado en cuanto al pH y temperatura 6ptimos de actividad.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1. GENERALIDADESDE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS
1.1. MARCO HISTORICO

En lo que a tecnologia enzimatica se refiere, el costo de las enzimas sigue siendo uno de
los factores mas importantes en cuanto a la economia de los procesos. Sin embargo, la
necesidad de tener un control de calidad estricto de la reaccion y/o de obtener productos libres
de contaminacion, ha hecho necesario buscar opciones diferentes a las del uso tradicional, de
manera que estos biocatalizadores se puedan reutilizar en procesos discontinuos o continuos.
El uso de procesos continuos es especialmente importante para mantener un medio ambiente

constante, factor que se considera determinante en la estabilidad de la enzima inmovilizada.

Es por éstas y otras necesidades que surge la tecnologia de la inmovilizacion de enzimas,
lograndose con ésta una mejora significativa en lo referente a la estabilidad de las enzimas, lo
cual hace posible su empleo en la producciéon industrial de productos quimicos y
farmacedticos; en la industria de alimentos; en el tratamiento de residuos; en el diagnéstico y
tratamiento de enfermedades, y otras muchas aplicaciones. Ademas, el costo de estos procesos
catalizados por enzimas inmovilizadas pueden reducirse significativamente utilizando esta

técnica.
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A pesar de que el primer caso reportado de una enzima inmovilizada fue en 1916 cuando
Griffin y Nelson inmovilizaron la enzima invertasa sobre carbon, es hasta mediados de la
década de los 60’s que alcanza un gran auge y acogida la tecnologia de enzimas
inmovilizadas. De alli la importancia de mencionar las primeras aplicaciones de esta
tecnologia que lograron convertirse en procesos eficientes que vinieron a reemplazar técnicas

mas costosas y/o complejas que se utilizaban antes®.

Una de las primeras aplicaciones de enzimas inmovilizadas en la Industria se da en 1969
cuando se obtiene acido aminopenicilanico por medio de la enzima Penicillium amidasa

inmovilizada®.

En los afios siguientes hasta la actualidad han sido desarrollados una cantidad
significativa de trabajos de investigacion acerca de enzimas inmovilizadas que han sido
reportados, aunque no todos aplicados en el campo industrial, pero que sin duda son un
incentivo para el desarrollo de nuevos productos, mejoras en la calidad y minimizacion de

costos de los mismos.

A nivel internacional, entre las investigaciones—aplicaciones de la técnica de
inmovilizacion de enzimas estan: La inmovilizacion de lipasa de Candida rugosa por

absorcion dentro de un soporte macropolimero para catalizar la hidrélisis del aceite de
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palma. La inmovilizacién de lipasas para monitorear su actividad como catalizador de acidos
2-aril-propionicos que tienen propiedades antiinflamatorias. También se han realizado
estudios de sistemas multienzimaticos, formados por las enzimas glucosa oxidasa y catalasa,
inmovilizadas en alginato calcico; utilizdndose la catalasa como protectora de la glucosa—
oxidasa, evitdndo asi que esta enzima sea inhibida irreversiblemente por el perdéxido de
hidr6geno, que es un producto de la reaccion de la glucosa—oxidasa. Y otra aplicacion, es el
empleo de productos bacterianos—enzimaticos aerobicos o anaerdbicos, los cuales son muy
eficaces en letrinas o fosas sépticas, ayudando a licuar los solidos organicos para que fluyan

naturalemete por sus drenes®” 3,

Y a nivel nacional se han realizado dos trabajos de investigacion acerca de la
inmovilizacion de enzimas en la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador. El primero desarrollado en 1994, en donde se realizaron ensayos para la
inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa por el método de atrapamiento en gel. Y el
segundo llevado a cabo en el afio 2000, se hizo la normalizacion de la enzima papaina al ser

inmovilizada por la técnica de atrapamiento en gel®® 19,

1.2. DEFINICION
La definicion varia segun el autor que se consulte, pero en esencia todos concuerdan en

que la inmovilizacion de enzimas es el proceso por el cual se restringe, de forma parcial o
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completamente, el movimiento de las enzimas por unién a un soporte. Es decir, que se confina
o0 localiza a la enzima en una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles
que retienen su actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente como su

estabilidad lo permita.

1.3. PROPIEDADES DE LASENZIMASINMOVILIZADAS

Para hacer el mejor uso de las técnicas disponibles para la inmovilizacion de enzimas, es
esencial conocer los cambios que pueden producirse en las propiedades fisicas y quimicas de
una enzima durante la inmovilizacion. Los principales cambios observados se relacionan con
la estabilidad y propiedades cinéticas de las enzimas, debido al microambiente impuesto por el

soporte y los productos de su propia accion®,

1.3.1. Estabilidad
La estabilidad de una enzima inmovilizada depende en general de la naturaleza intrinseca

de la enzima y de las condiciones en las que se inmoviliza.

En la mayoria de los casos la inmovilizacién confiere algunas ventajas en la estabilidad
de una enzima. Sin embargo, éstas son imposibles de predecir de antemano. Por lo que la
complejidad global de los factores que afectan a la estabilidad enzimatica sugiere que la Unica

aproximacion factible es obteniendo datos experimentales bajo las condiciones a utilizar®).
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Aunque es imposible deducir una expresion matematica, generalmente se observa un

incremento en la estabilidad de las enzimas después de su inmovilizacion. Este incremento se

debe principalmente a las siguientes razones:

Se da una estabilizacién conformacional de la enzima debido a la existencia de
uniones multipuntuales enzima—soporte. La estructura terciaria de la enzima adquiere
una mayor rigidez y se hace mas resistente a la desactivacion térmica o quimica, este
tipo de estabilizacion se obtiene Unicamente en aquellos métodos en los que
intervienen enlaces de tipo covalente, como el reticulado o la unién a soportes
activados®®.

En el caso de las enzimas proteoliticas (aunque existen excepciones, tal es el caso de
la papaina) se observa a menudo un efecto estabilizante, pudiendo ser atribuido
generalmente a una reduccion en el grado de autolisis @539,

Se evita la agregacion intermolecular al mantener las moléculas de enzima retenidas
en una determinada regién del espacio®®.

Existe una alteracion del microentorno de la enzima debido a la interaccion de la
enzima con el soporte. Por ejemplo, si una enzima sensible al oxigeno, como las
nitrogenasas e hidrogenasas, se sitla en la superficie de un soporte cargado, la fuerza
i6nica efectiva en el microentorno de la enzima sera muy alta y, como consecuencia,
la concentracion de oxigeno disuelto serd mucho menor en esa zona que en el medio
de reaccién. En otros casos el soporte tiene un efecto tamponador de tal manera que

mantiene el pH 6ptimo de la enzima en su microentorno, aunque en la disolucion se
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produzcan cambios importantes de pH®®.

1.3.2. Propiedades Cinéticas

La cinética enzimatica estudia la forma en que factores fisicos y quimicos influyen en la
actividad enzimética, proporcionando mayor conocimiento de la reaccion en estudio. Por lo
que al llevar a cabo el desarrollo de un sistema enzimatico es de suma importancia el

monitoreo de su cinética enzimatica®®,

La actividad de la enzima puede disminuir e incluso perderse. La pérdida total de la
actividad enzimatica puede deberse a las siguientes razones®®:

« Que la unién al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al centro
activo esta impedido.

« Que los grupos reactivos del soporte reaccionan con alguna fraccién del centro activo
que sea esencial para la actividad catalitica de la enzima.

« Que la inmovilizacion puede originar un cambio conformacional que da lugar a una
forma inactiva.

« Que las condiciones experimentales del proceso causan la desnaturalizacién o

desactivacion de la enzima.
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Si la pérdida de la actividad no es total después de la inmovilizacion, los cambios en la

disminucién o aumento de la actividad enzimatica, se deben principalmente a®®:

Efectos difusionales. Como consecuencia de la inmovilizacion, la difusion de los
sustratos hacia el centro activo de la enzima puede estar impedida. Existen diversas
maneras de minimizar estos efectos, como por ejemplo: disminuir el tamafio del
preparado inmovilizado, aumentar la concentracién del sustrato e incrementar la
agitacion o el flujo en el reactor.

Efectos electrostaticos entre el sustrato y el soporte. De tal manera, que si tienen la
misma carga existe una repulsion mutua, mientras que si las cargas son opuestas hay
atraccion.

Impedimentos estéricos o de tamafios de sustrato. En un principio, cualquier enzima
puede ser inmovilizada sin que se dé una pérdida apreciable de su actividad; este
hecho suele ser valido en el caso de que el sustrato sea de bajo peso molecular, pero si
se trata de sustratos con pesos moleculares elevados, la actividad de la enzima
inmovilizada disminuye drasticamente.

Efectos en el microentorno. La enzima inmovilizada se encuentra en un entorno
diferente al habitual, especialmente cuando el soporte tiene grupos cargados
eléctricamente. El efecto observado suele ser un desplazamiento en el valor del pH
optimo de la catalisis enzimatica y, muchas veces, se hace mas grande el intervalo de
pH en el cual la enzima puede actuar. En comparacion con la actividad de una enzima

libre a varios pH, se ha puesto en evidencia que si una enzima esta unida a una matriz
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cargada negativamente, el pH 6ptimo evoluciona hacia la alcalinidad, es decir, la
enzima inmovilizada alcanza la actividad maxima a un pH alcalino aparentemente
mas alto. De forma similar, para una matriz cargada positivamente el aparente cambio

de pH 6ptimo es hacia el lado acido.

1.4. VENTAJASY DESVENTAJAS DEL PROCESO DE INMOVILIZACION

1.4.1. Ventajas del empleo de Enzimas Inmovilizadas®

Como ventajas del empleo de enzimas inmovilizadas destacan:

Aumento de la estabilidad de la enzima inmovilizada.

Facil recuperacion de la enzima por filtracion o decantacion por estar unida a un
soporte insoluble, permitiendo ser reutilizada en procesos continuos o discontinuos.
Disminucidn de costos del proceso, por la reutilizacion de la enzima.

Procesos cataliticos pueden ser automatizados, con la posibilidad de disefiar un reactor
enzimatico de facil manejo y control, adaptado a la aplicacion de la enzima
inmovilizada. Permitiendo explotar las diversas ventajas que ofrece la configuracion
de un reactor, entre las que se incluyen el control rapido de pH y temperatura, la
buena transferencia gaseosa en los reactores con agitacion y la minimizacion de la
inhibicion por el producto en los reactores de lecho empaquetado.

Distribucion uniforme de la enzima por todo el reactor.
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1.4.2. Desventajas del empleo de Enzimas Inmovilizadas®

Los principales inconvenientes del proceso de inmovilizacién son:

- Pérdida parcial de la actividad de la enzima durante el proceso de inmovilizacion,
debido a la desnaturalizacion por el calor, cambios de pH y radicales libres generados
durante el proceso.

- Heterogeneidad del sistema enzima—soporte ya que pueden existir distintas fracciones

del inmovilizado con un diferente nimero de uniones al soporte.

1.5. REQUERIMIENTOSBASICOSDE UN SISTEMA INMOVILIZADO

Para el desarrollo de un sistema inmovilizado se requiere de cuatro elementos
béasicos®s 19

1. Laenzima

2. El soporte

3. Latécnica de inmovilizacion

4. El reactor

La eleccion especifica de cada elemento esta condicionada por la naturaleza de la enzima,
la aplicacion que tendrd el sistema, la facilidad de recuperacion de la enzima y el costo de la

misma.
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1.6. ENZIMAS
1.6.1. Generalidades delas Enzimas
Las enzimas son proteinas segregadas por células, que catalizan reacciones quimicas en
los seres vivos 0 inducen cambios en otras sustancias. Las enzimas son catalizadores, es decir,
sustancias que, sin consumirse en una reaccion, aumentan notablemente su velocidad; no
hacen factibles las reacciones imposibles, sino que solamente aceleran las
termodinamicamente posibles. Ello hace posible que bajo ciertas condiciones tengan lugar
reacciones que sin catalizador requeririan condiciones extremas de presion, temperatura y/o

pH®,

Las enzimas son catalizadores muy especificos, cada enzima cataliza un sélo tipo de

reaccion, y casi siempre actlia sobre un unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos.

Las enzimas por ser biocatalizadores se caracterizan por tener las siguientes
propiedades®3Y;
a) Son eficaces en pequefias cantidades. Una cantidad de enzima dada puede transformar
una gran cantidad de sustrato por unidad de tiempo.
b) No se alteran durante las reacciones que participan, es decir, que la enzima no se
consume, s6lo acelera la velocidad de reaccion.

c) Aceleran el proceso para la obtencién del equilibrio en una reaccion reversible.
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d) Muestran Alta Especificidad. La accion de la enzima es extremadamente selectiva

sobre el tipo de reaccion, ya que no son catalizadas reacciones de naturaleza distinta;
y respecto al sustrato, debido a que la enzima no puede unirse con cualquier sustrato.
La especificidad de las enzimas varia, algunas veces puede ser tan alta que es posible
distinguir entre estereoisomeros. La ventaja de la especificidad reside en que se
pueden catalizar muchas reacciones a la vez sin reacciones laterales y sin que se

acumulen productos secundarios.

En una reaccion catalizada por una enzima®:

1.

2.

La sustancia sobre la que actla la enzima se denomina sustrato.

El sustrato se une a una regién concreta de la enzima, llamada centro activo. El centro
activo comprende un sitio de unién formado por los aminoacidos que estan en
contacto directo con el sustrato y un sitio catalitico, formado por los aminoacidos
directamente implicados en el mecanismo de la reaccién.

Una vez formados los productos la enzima puede comenzar un nuevo ciclo de

reaccion.
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1.6.2. Nomenclatura y Clasificacion de las Enzimas
Hay varias formas mediante las cuales se asigna un nombre a una enzima®?:
«  Nombres particulares
- Nombre sistematico

« Cddigo de la Comision Enzimatica (Enzyme Comission)

1.6.2.1. Nombres Particulares

Antiguamente, las enzimas recibian nombres particulares, asignados por su
descubridor. Otras, de manera especial, recibieron nombres ligados al sitio de procedencia
anatébmica. Dichos nombres no siguen ninguna regla ni sistema. Sin embargo, al ir
aumentando el nimero de enzimas conocidas, se hizo necesaria una nomenclatura sistematica

que informara sobre la accion especifica de cada enzima y los sustratos sobre los que actuaba.

1.6.2.2. Nombre Sistematico
Al descubrir nuevas enzimas y proceder a su caracterizacion estricta se aplicaron reglas
de nomenclatura basadas en el nombre del sustrato atacado o en el tipo general de sustrato, en

la reaccion catalizada afiadiéndose convencionalmente, la terminacion —asa ¢% 39,
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Esta manera de llamarlas, se demostré que era inadecuada porque al descubrirse varias
enzimas, notaron que varias enzimas catalizaban reacciones diferentes del mismo sustrato, por

ejemplo, oxidacién o reduccion de la funcién alcohol de un aztcar ©2,

1.6.2.3. Nomenclatura de la Comision Enzimatica

Aunque el sufijo —asa continta en uso, actualmente al nombrar a las enzimas se enfatiza
el tipo de reaccion catalizada. Por ejemplo: las hidrogenasas catalizan la eliminacién de
hidrogeno y las transferasas, reacciones de transferencia de grupo. Con el descubrimiento de
mas y mas enzimas, surgieron ambiguedades y con frecuencia no estaba claro cual era la
enzima que un investigador deseaba estudiar. Para remediar esta deficiencia, la Comision para
el estudio de las enzimas, formada por la Unién Internacional de Bioguimica (IUB) adoptd, en
1964, un sistema complejo pero inequivoco de la nomenclatura enzimética basado en el

mecanismo de reaccion®V,

A continuacion se presentan algunos principios generales del sistema IUB®“2):
1. Las reacciones y las enzimas que las catalizan se dividen en 6 clases principales, cada

una con diferentes subclases.
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Clases principales de enzimas:

a) Oxidoreductasas. Catalizan reacciones de oxidoreduccién, son reacciones de
transferencia de electrones. Tras la accién catalica quedan modificadas en su grado de
oxidacion por lo que deben ser transformadas antes de volver a actuar de nuevo.

b) Transferasas. Catalizan reacciones en donde hay transferencia de grupos funcionales
(obtenidos de la ruptura de ciertas moléculas) a otras sustancias receptoras.

c) Hidrolasas. Verifican reacciones de hidrdlisis con la consiguiente obtencion de
monomeros a partir de polimeros. Ej. celulasas, lipasas, proteasas, amilasas.

d) Liasas. Realizan la degradacion o sintesis de los enlaces denominados fuertes sin ir
acoplados a sustancias de alto valor energético.

e) Isomerasas. Actlan sobre determinadas moléculas obteniendo de ellas sus isbmeros de
funcién o de posicién.

f) Ligasas. Es un grupo de enzimas que permite la union de dos moléculas, lo cual
sucede simultaneamente a la degradacion del ATP, liberando la energia necesaria para

llevar a cabo la unién de las primeras.

2. El nombre de la enzima tiene 2 partes: la primera es el nombre del o los sustratos; la

segunda, con terminacion —asa, indica el tipo de reaccion catalizada.

3. Informacion adicional, si es necesario aclarar la reaccion, puede seguir el paréntesis.
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4. El nombre de cada enzima puede ser identificado por un codigo numérico,
encabezado por las letras EC (Enzyme Commission), seguidas de cuatro nimeros separados
por puntos. El primer ndmero indica a cual de las seis clases pertenece la enzima; el segundo
se refiere a distintas subclases dentro de cada grupo; el tercero, es una sub—subclase, se refiere
a grupos quimicos especificos que intervienen en la reaccion y el cuarto digito denota la
enzima especifica. Por ejemplo, el ATP o glucosa fosfotransferasa o glucoquinasa se define
como EC 2.7.1.2. El nimero 2 indica que es una transferasa, el 7 que es una fosfotransferasa,
el 1 indica que el aceptor es un grupo —OH, y el nimero 2 indica que es un grupo —OH de la

D-glucosa el que acepta el grupo fosfato“?,

1.6.3. Influencia que ejerce un Catalizador en una Reaccion

Un catalizador, aumenta la velocidad de reaccion quimica y disminuye la energia de
activacion que es la energia necesaria para que todas las moléculas de un mol de sustrato, a
una temperatura dada alcancen el estado reactivo, produciendo con la disminucion de ésta, que

la reaccion se lleve a cabo a menor temperatura®®® 3,

La enzima se combina con el sustrato, formando el complejo de transicion, enzima-—
sustrato, mediante una reaccion reversible, cuya energia de activacion es menor que la de la
reaccién no catalizada. Cuando se forma el producto de la reaccion, se regenera de nuevo la

enzima de forma libre, la cual, puede combinarse de nuevo con otra molécula de sustrato (ver
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grafico N°1)®3D,

Gréfico N°1. Influencia que ejerce un Catalizador en una Reaccion®®3b,

reacciéon catalizada por una enzima
Energia
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N

producto
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1.6.4. Efecto de la Concentracion del Sustrato o de la Enzima sobre la Catalisis
Si la concentracion del sustrato es constante y se varia la concentracion de la enzima, se
observa que el producto de la reaccién aumenta a un pH y temperatura constantes (ver grafico

N'<2)@D),
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Grafico N<2. Efecto de la Concentracion de la Enzima sobre la Velocidad de Reaccion®V.

substrato transformado
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Si se mantiene la concentracion de la enzima constante y se varia la concentracion del
sustrato, al principio se da un aumento rapido de la velocidad de reaccién, pero si se sigue
aumentando la concentracion del sustrato, la velocidad de reaccion comienza a disminuir, y a
muy altas concentraciones de sustrato se observa que no cambia la velocidad de reaccion, esto

es debido a que los sitios activos de la enzima estan saturados®?.
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1.6.5. Efecto del pH sobre la Actividad Enzimatica

Debido a que las enzimas son proteinas, cualquier cambio brusco de pH puede alterar el
caracter idnico de los grupos amino y carboxilo en la superficie protéica, afectando asi las
propiedades cataliticas de la enzima. Por lo que existe un pH Optimo, en el cual la
conformacién de las proteinas es la mas adecuada para la actividad catalitica, ya que la

conformacién de las proteinas depende en parte, de sus cargas eléctricas.

La mayoria de las enzimas son muy sensibles a los cambios de pH. Desviaciones de
pocas décimas sobre o debajo del pH 6ptimo pueden afectar drasticamente su actividad,
pudiéndose producir la desnaturalizacion de la enzima y por lo tanto su inactivacion (ver

grafico N<3)GY,

Grafico N<3. Efecto del pH sobre la Actividad Enziméatica®.
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1.6.6. Efecto de la Temperatura sobre la Actividad Enzimatica

En general, los aumentos de temperatura aceleran las reacciones quimicas. Cada 10°C de

incremento, la velocidad de reaccion se duplica. Las reacciones catalizadas por enzimas

siguen esta ley general. Sin embargo, por ser proteinas, a partir de los 45°C aproximadamente

se comienza a producir la desnaturalizacion térmica®.

La temperatura a la cual la actividad catalitica es méxima se llama temperatura éptima.
Sobre esta temperatura, es contrarrestado el aumento de velocidad de la reaccién por la

pérdida de actividad catalitica debida a la desnaturalizacion térmica, y la actividad enzimatica

decrece rapidamente hasta anularse (ver grafico N°4)Gt3),

Grafico N°4. Efecto de la Temperatura sobre la Actividad Enzimatica®-3%),
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1.6.7. Efecto de los Activadores sobre la Actividad Enzimatica

Algunas enzimas son secretadas como precursores, siendo completamente inactivas, por
lo que requieren para su funcion de la presencia de sustancias no protéicas, Ilamadas
activadores o co—factores, sin los cuales no puede proceder la reaccion quimica. Por tanto, los
co—factores o activadores ayudan a que la reaccion enzimética se realice rdpidamente (ver

grafico N5)©2,

Entre los activadores o co—factores estan: Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato
Reducido (NADPH +H), Nicotinamida Adenina Dinucleétido (NAD"), Flavina Adenina
Dinucleotido (FAD®), etc. Asi mismo, muchas enzimas requieren activadores metalicos, de
alli la importancia de los minerales para el buen funcionamiento y crecimiento de las

plantas®®?.

Grafico N 5. Efecto de los Activadores sobre la Actividad Enzimatica®?.

&
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Efecto de Activadores
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1.6.8. Efecto de los Inhibidores Enzimaticos

Ciertas moléculas pueden inhibir la accion catalitica de un enzima, estos son los llamados
inhibidores (ver grafico N96), esta inhibicion puede ser®?:

1. Inhibicién irreversible: Este tipo de inhibidores forman un enlace covalente con las

enzimas cerca del centro activo.

2. Inhibicién competitiva. Es cuando el inhibidor compite con el sustrato por la union
con el centro activo de la enzima. Formandose en la inhibicién un complejo enzima-
inhibidor. Este tipo de inhibicion puede reducirse si se aumenta la concentracion de

sustrato.

3. Inhibicion no competitiva. Esta inhibicion se caracteriza por que no se puede revertir

el efecto del inhibidor aumentando la concentracién del sustrato.

4. Inhibicion por metales. Ciertos metales como el plomo, mercurio y arsénico inhiben

enzimas que tienen en su centro activo grupos —SH libres.
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Grafico N6. Efecto de los Inhibidores Enziméaticos®?.

Enzima Sola

Producto
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Tie rpa -

Efecto de Inhibidores

1.7. SOPORTESUTILIZADOS PARA LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS
Para la inmovilizacién de enzimas se han utilizado una gran variedad de materiales como
soportes. Estos materiales difieren en tamafio, densidad, porosidad y forma; generalmente se

encuentran en forma de cilindros, hojas, fibras o como esferas.

Los soportes pueden clasificarse en dos grandes grupos©®:

- Soportes organicos. Generalmente tienen mas sitios de enlace por gramo, pero con
frecuencia no poseen propiedades deseables de fluidez, y son a menudo afectados
excesivamente por factores ambientales como pH o deterioro por microorganismos.
Entre los soportes organicos mas utilizados se encuentran: Los polimeros naturales,
como los polisacéridos (tales como la celulosa, almiddn, dextranos, agarosa, agar—

agar, alginatos, quitina y quitosan); y proteinas fibrosas (como el colageno y la
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queratina). Y los polimeros sintéticos como las poliolefinas (poliestirenos), polimeros
acrilicos (poliacrilatos, poliacrilamidas y polimetacrilatos) y otros polimeros como

los basados en el anhidrido maleico, poliamidas y polimeros alilicos y vinilicos.

- Soportes inorganicos. Estos son méas estables aunque generalmente tienen menos sitios
de enlace que los soportes organicos. Los soportes inorganicos con frecuencia tienen
mejores propiedades de flujo y algunos son bastante econdmicos. Dentro de este
grupo tenemos una gran variedad de soportes, que pueden ser naturales (arcillas como
la bentonita, piedra pémez, arena, rocas, tierras diatomeas y silice) o materiales
manufacturados (pantallas de niquel, bolas de acero inoxidable, titanio, éxidos de
metales, vidrio de tamafio de poro controlado, vidrio no poroso, ceramicas y gel de
silice). Los soportes porosos ofrecen una mayor area de superficie pero presentan mas

problemas de difusion en un reactor.

Algunas veces los materiales organicos han sido primero unidos o inmovilizados a
soportes inorganicos, con el objetivo de obtener las propiedades méas deseables de los dos tipos

de soporte ©9,
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1.7.1. Agar—-Agar

El agar (agar—agar) es un hidrocoloide natural que se extrae de las algas Rodophytas,
especialmente de las especies del género Gelidium, Gracillaria, Pterocladia, Acanthopeltis'y
Ceranium. El agar se ubica en la matriz intercelular, formando parte de la pared celular, la que
esta constituida esencialmente por fibras de celulosa entremezcladas con polisacéridos entre
los que se encuentra el agar. Esta compuesto por dos fracciones principales: agarosa, un
polimero neutro y agaropectina, un polimero sulfatado, con grupos iénicos; la proporcion de
estos dos polimeros varia ampliamente y el porcentaje de agarosa en algas productoras de agar

flucta de cincuenta a noventa por ciento®’*9),

El agar es el éster sulfirico de una Galactona lineal. Consta de una cadena larga de

residuos de D y L—galactopiranosa unidos por enlaces 1,3—glucosidicos®®,

El agar posee las siguientes propiedades: Es insoluble en agua fria, pero se hincha mucho
al absorber agua hasta veinte veces su peso. Se disuelve con facilidad en agua hirviendo y al
enfriarse se convierte en un gel firme —el agar es el agente gelificante natural mas fuerte, basta
un 0.5% de agar en agua para la formacion del gel-. Una solucion de agar al 1.5% es clara;
cuando ésta se calienta a una temperatura entre 32 — 42°C se forma un gel resistente, que una
vez formado no se funde, a menos que se someta a una temperatura mayor de 85°C. Las

soluciones de agar tienen una viscosidad relativamente baja y una transicion de sol a gel
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bien definida que se realiza entre los 32 - 42°C, esta transicion es reversible a una

temperatura de 85°C®" 19:20),

El agar en estado seco no es suceptible a infestarse con insectos ni ha ser atacado por
microorganismos. En cambio las soluciones son medios propensos a la proliferacion de
hongos y bacterias, por lo cual deben tomarse las precauciones pertinentes para evitar el

desarrollo de dichos microorganismos®.

1.8. CLASIFICACION DE LASTECNICASDE INMOVILIZACION DE ENZIMAS

En general los métodos de inmovilizacion suelen clasificarse en dos categorias®®:

Métodos fisicos, en los cuales se da una retencion fisica (ver figura N°1).

Figura N° 1. Métodos de Inmovilizacién mediante Retencion Fisica®®,

RETENCION FISICA

| |
ATRAPAMIENTO INCLUSION EN MEMBRANAS

EN CAPAS EN FIBRAS ENCAPSULACION REACTORES
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Métodos quimicos, en los que se da una union quimica debido a los enlaces

covalentes que se forman (ver figura N°2).

Figura N°2. Métodos de Inmovilizacion mediante Unién Quimica®®,

UNION QUIMICA

UNION A SOPORTES RETICULADO O ENTRECRUZAMIENTO
ABSORCION UNION RETICULADO CO-RETICULADO
IONICA COVALENTE PURO

Para seleccionar el método de inmovilizacién y su aplicacién, es importante reconocer
que no existe un método universal valido para todas las enzimas. Sin embargo, gracias a la
informacion disponible en la actualidad, pueden hacerse generalizaciones sobre cada método
de inmovilizacién y seleccionarse el mas adecuado segun la aplicacion especifica a la que esté

destinada la enzima.
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La eleccidn ha de tener en cuenta el tipo de reaccion a ser catalizada, el tipo de reactor, el
tipo de sustrato a ser procesado, el costo del proceso, la facilidad para llevar a cabo el proceso,

la disponibilidad de materiales para desarrollar el método y otros factores.

1.8.1. Técnica de Atrapamiento en Gel

Esta técnica de inmovilizacion consiste en la formacién de un gel en presencia de
la enzima, debido a la retencion fisica de la enzima en las cavidades interiores de una
matriz sélida porosa constituida generalmente por polimeros del tipo poliacrilamida,
colageno, alginato, carraginato, resinas de poliuretano o agar. Las condiciones deben ser
idoneas para producir un gel con poros mas pequefios que la enzima, de manera que ésta
quede atrapada dentro de la matriz del gel; ademas estos poros deben ser suficientemente
grandes para permitir la difusion y transformacion del sustrato, y finalmente la liberacién del

producto®s:38),

Este proceso de inmovilizacion se lleva a cabo mediante la suspension de la enzima en
una matriz. Iniciandose el atrapamiento y moldeo por un cambio de temperatura o mediante la
adicién de un reactivo quimico. El atrapamiento de una enzima en gel puede ser de diversas
formas: como bloques, fibras, membranas o esferas; generalmente se presentan como esferas,
ya que de esta forma se aumenta la superficie de contacto y entre mas pequefias y de

tamafio homogeéneo, se facilita la difusion®>3¢),
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1.8.1.1.Ventajas y Desventajas de la Técnica de Atrapamiento en Gel
Entre las ventajas de la inmovilizacion por medio de la técnica de atrapamiento en gel
estan: la sencillez desde el punto de vista experimental y que se requiere de una pequefia
cantidad de enzima para obtener un derivado insoluble en agua. Ademas, por tratarse de un
método fisico la enzima no sufre ninguna alteracion en su estructura, por lo que no se espera
ninguna modificacion quimica de la enzima ni cambios en las propiedades intrinsecas. Como
ventaja adicional, el método permite la eleccion de un considerable numero de soportes
insolubles en agua con carga neutra. Y quizds lo mas importante de este método es que
permite la preparacion de derivados enzimaticos insolubles en agua de formas fisicas muy

variadas®®.

Sin embargo, desventajas de la técnica también existen. Operacionalmente, una buena
inmovilizacion requiere de un control riguroso de las condiciones durante el proceso. Las
propiedades fisicas son con frecuencia de gran importancia para la obtencion de una alta
actividad. Es necesaria la comprobacion de que la naturaleza quimica del proceso no altera los
sitios activos de la enzima, puesto que se puede dar la inactivacién quimica y térmica de las
enzimas durante la formacion del gel. Otra desventaja de este método es la fuga de la enzima
desde el interior del reticulo polimérico, entre mayor es el tamafio de los microporos
(microespacios) que se forman durante la formacion de la matriz y el atrapamiento de la
enzima mayor serd la fuga; por lo que se debe tratar de disminuir el tamafio de estos

microporos. También es desventaja, la limitacion de su uso a sustratos pequefios; debido a
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que enzimas atrapadas en gel muestran en algunos casos muy poca actividad sobre sustratos

moleculares®®,

Considerando lo anterior, para la inmovilizacién enzimatica se utilizard la técnica de

atrapamiento en gel de agar.

1.9. ANALISIS Y DISENO DE REACTORES
Para la utilizacion de enzimas inmovilizadas es necesario ubicarlas en un ambiente
apropiado para que se lleve a cabo la reaccion quimica deseada, a este ambiente se le

denomina; reactor®.

El reactor es el recipiente que contiene a la enzima inmovilizada, y que operando a
condiciones determinadas de presion, temperatura, mezclado, y flujo de materiales se le

adicionan uno o mas sustratos para generar el producto®,

Es importante analizar la clase de reactor que se utilizara, con el objetivo de determinar
por medio de su configuracién, el tiempo de reaccion, el tiempo y velocidad de mezclado v el
tipo de reactor dptimo, para que se lleve a cabo de manera efectiva una determinada reaccion

enzimatica® %®,
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1.9.1. Tipos de Reactores
Los reactores se clasifican de acuerdo a®:
- Modo de operacion, es decir, de acuerdo a las caracteristicas de manejo del sustrato en
el sistema

- Nivel de mezclado que existe en el interior del recipiente

Existen dos tipos de reactores destinados para la utilizacion de enzimas inmovilizadas,
segun el modo de operaciéon®:
1. Reactores por lotes o discontinuos o intermitentes.

2. Reactores continuos.

En los reactores discontinuos o intermitentes o por lotes, el sustrato se coloca dentro del
reactor, éste se lleva a las condiciones requeridas de temperatura y nivel de mezclado. Luego
se le adiciona la enzima inmovilizada y se mantiene dentro del reactor hasta que la reaccién se
ha completado, formandose la cantidad de producto deseada. En este momento se separa
recupera la enzima inmovilizada del producto, para poder ser reutilizada. Sin embargo, es
importante tomar en cuenta que durante este proceso adicional de separacion de la enzima
inmovilizada es posible que se produzcan pérdidas apreciables de la enzima inmovilizada asi

como pérdidas de la actividad enzimatica®.
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En los reactores continuos, la enzima inmovilizada se encuentra dentro del reactor y la
reaccion enzimatica se llevard a cabo con la adicion continua del sustrato al reactor;

obteniéndose a la salida del reactor, mezcla de producto y de sustrato no consumido®.

Segun el nivel de mezclado en el interior del reactor, los bioreactores mas utilizados para
llevar acabo la reaccion enzima—-sustrato empleando enzimas inmovilizadas son®:
1. Reactores de lecho empacado

2. Reactores continuos de tanque agitado

Los reactores de lecho empacado tienen bastante uso en los procesos comerciales. En
éstos, el sustrato fluye a través de un lecho empacado que contiene la enzima inmovilizada, en

una direccion especifica, con lo que se procede a la reaccion®,

El arreglo més convencional del reactor de lecho empacado consiste en un tubo relleno
del soporte a través del cual fluira el sustrato por los espacios vacios o intersticios que existen
entre las particulas del soporte con la enzima inmovilizada. El soporte utilizado puede ser en
forma de esferas, hojuelas, cilindros, hojas, etc. Se recomienda el uso de particulas pequefias
debido a que esto permite que el area expuesta al liquido sea mayor debido al volumen del
soporte, contribuyendo asi a la reduccién de los problemas externos de transferencia de

masa®39),
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Las desventajas de este tipo de bioreactor son el aumento de la caida de presion y la
posibilidad de tamponamiento en presencia de sustratos no solubles; aunque por otro lado, las
ventajas de este bioreactor son lo econdmico de su construccion, que no hay pérdidas de la
enzima porque ésta se encuentra en el soporte y que este tipo de equipo permite una alta carga

de volimenes de sustrato®.

En los reactores continuos de tanque agitado, el mezclado es perfecto, lo que determina
que las condiciones dentro del reactor sean uniformes e iguales a la salida, es decir, que en el
reactor se encuentra una minima cantidad de sustrato y una méxima concentracién de

producto® 39,

Las ventajas de este tipo de reactor se basan en la facilidad de cambio de la enzima
inmovilizada y en que el control del pH y de la temperatura se realiza facilmente; las
desventajas que presenta es que no permite la carga de altos volumenes de sustrato (como el
bioreactor de lecho empacado), ademas hay desgaste del soporte y pérdida de enzima por el

efecto de la agitacion®.
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Los bioreactores de enzimas inmovilizadas ideales son aquellos que cumplen con los
siguientes requisitos®:
- Mantienen las condiciones isotérmicas dentro del reactor.
- El soporte de enzima inmovilizada est&4 uniformemente distribuido en el recipiente de
reaccion.
« No existen limitaciones de transferencia de masas externas o internas al soporte con

enzima inmovilizada.

Entre las causas que ocasionan que el reactor se aleje de su comportamiento ideal son: las
limitaciones de transferencia de masa (por ejemplo, bajas velocidades de flujo o particulas

grandes) y la distribucion irregular de las particulas que causa acanalamientos®.

2. a—AMILASA [EC 3.2.1.1] DE Bacillus subtilis
2.1. GENERALIDADES

Las amilasas son enzimas que se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
y por lo tanto son muy utilizadas, para la elaboracién de productos como el pan dulce y para la
obtencion de jarabe y glucosa. Las amilasas tienen la funcién importante de la degradacion de
polimeros de glucosa como lo son el almidén y el glucégeno, hidrolizando los enlaces a-1,4—

glucosidicos de diferentes formas dependiendo del tipo de amilasa que acte.
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Dependiendo de la parte de la cadena del polisacarido en donde actien, las amilasas se

pueden clasificar en dos grupos® *4:

o—amilasa (endoamilasa): Es una enzima termol&bil, que puede ser estabilizada por

los iones calcio. Actuan hidrolizando al azar los enlaces a—1,4—glucosidicos en el
interior del sustrato (amilosa), degradando al glucégeno y al almidén para producir
dextrinas de peso molecular relativamente bajo y finalmente en forma lenta producir
unidades de maltosa y glucosa.

B—amilasa (exoamilasa): Es una enzima termoestable. Actla hidrolizando

ordenadamente las unidades de amilopectina a partir de los extremos del sustrato no

reductores, en los enlaces a—1,4—glucosidicos, degradando al almidén y al glucégeno

para producir predominantemente maltosa.

La accion de la a—amilasa sobre la fraccion de la amilosa del almiddn se lleva a cabo de

la siguiente manera® 3*:

1. Se da una degradacion rapida de la amilosa produciéndose: maltosa y maltotriosa.

2. Luego una hidrdlisis lenta de los oligosacéridos, formandose glucosa y maltosa.
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Entre los sustratos donde la amilasa ejerce su accion estan®?:

Almiddn Soluble

- Amilosa

- Maltopentosa

Maltotriosa

Los productos que se obtienen por la actividad de la amilasa en el sustrato pueden sert34:
+ Glucosa

- Maltosa

- Maltotriosa

- Maltopentosa

- Maltohexosa

- Maltoheptosa

2.2. ESTRUCTURA'Y CLASIFICACION

La amilasa se clasifica como una hidrolasa glucosidasa debido a que produce una
endohidrélisis de los enlaces 1,4—a—-D-glucosidicos de polisacaridos que contienen tres 0 mas

unidades de 1,4-a-D-glucosa “?),
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Su estructura consta de 618 residuos de aminodcidos (ver en cuadro N°1 la composicion

en aminoacidos de la a-amilasa y ver anexo | en donde aparece su secuencia de

aminoéacidos)“?,

Cuadro N°1. Composicion en Aminoacidos de la a—Amilasa de Bacillus subtilis.

Aminoacido Cantidad Aminoacido Cantidad
Isoleucina (lle) 35 Glicina (Gly) 51
Acido Glutdmico (Glu) 21 Alanina (Ala) 49
Tirosina (Tyr) 28 Treonina (Tre) 45
Valina (Val) 32 Prolina (Pro) 23
Acido Aspartico (Asp) 44 Asparagina (Asn) 54
Triptéfano (Trp) 14 Serina (Ser) 55
Arginina (Arg) 24 Cistina (Cys) 1
Glutamina (Gln) 30 Fenilalanina (Phe) 20
Lisina (Lys) 30 Leucina (Leu) 36
Histidina (His) 16 Metionina (Met) 10

Total: 618 aminoacidos




42
2.3. PROPIEDADES
Entre las propiedades que posee la a—amilasa de Bacillus subtilis se encuentran las
siguientes (ver cuadro N<2)®440.42) -

Cuadro N<2. Propiedades de a—Amilasa de Bacillus subtilis.

Propiedad Valor y/o especificacion
Punto isoeléctrico pH 5.0
Coeficiente de extincién, 26

E]_cm_l%, 280 nm .

Peso Molecular 93000 daltons

pH éptimo El pH 6ptimo de la a—amilasa de Bacillus subtilises 7.0. Sin
embargo, puede actuar en un rango amplio de pH: 6.5 - 8.0

Suspensiones cristalinas de la enzima en cloruro de sodio o
de calcio son estables por varios meses si se mantienen en
refrigeracion. También son estables por varios meses las
Estabilidad soluciones en buffer de cloruro de sodio pH 7.0. El rango de
temperatura para mantener la estabilidad de la enzima es de

20-70°C.Y para que la enzima ejerza una actividad optima el

rango de temperatura debe ser de 60 — 80°C.
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Propiedad Valor y/o especificacion

El calcio es el cofactor necesario de la amilasa ya qué éste
activa su accion. Ademas le proporciona a la enzima mayor
estabilidad, debido a que mantiene la configuracion Optima
de la molécula enziméatica sin participar directamente en la
Activadores
formacion del complejo enzima—sustrato.

Por lo que la enzima se ve afectada con la presencia o

ausencia del calcio, ya que el desprendimiento de éste en la

enzima produce la pérdida total de la actividad enzimatica.

Existen compuestos que no influyen en la actividad de la
Compuestos que no amilasa debido a que no producen una desviacién de la
influyen en la actividad de |actividad mayor del 3%.

la enzima Entre estos estan: Ba**, Fe*, Li*, Cs?*, Co*, Sr**, Mg?*, Ni**,

Ca*"y iodoacetamida.
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Cuadro N<2. (Continuacion)

Propiedad Valor y/o especificacion
La actividad de la amilasa se puede ver disminuida por la
presencia de los siguientes elementos:
Elemento Concentracion % de Inhib.
Cu* 2.0 mg/ml 100%
Hierro®* 2.0 mg/ml 100%
Mn# 2.0 mg/ml 100%
Inhibidores Hg* 2.0 mg/ml 100%
Zn* 2.0 mg/ml 30.3%
Pb* 2.0 mg/ml 38.0%
AP 2.0 mg/ml 38.7%
Cd* 2.0 mg/ml 43.0%
Ag’ 2.0 mg/ml 61.2%
EDTA 0.1 mg/ml 61.3%
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24.SITIOSACTIVOS
La interaccion entre la enzima a-amilasa y el sustrato, es posible por la presencia

imprescindible de iones calcio, elemento que le proporciona la estabilidad y capacidad

catalitica a la enzima.

Esta enzima posee tres sitios activos®“?):
Sitio 1:

Asn101 Trel37 Aspl46 His180

Sitio 2:

Gly169 Aspl7l

Sitio 3:

Glug89 Glu276 Gly313

La reaccién de hidrdlisis que produce la enzima, cuando interacttan los sitios activos de
ésta con el sustrato se da de la manera siguiente: Ataque nucleofilico al grupo glucosidico de
la cadena del sustrato, produciéndose un rompimiento de dicho enlace. Simultaneamente se
forman puentes de hidrdgeno para estabilizar la molécula de glucosa (producto que resulta de

la hidrélisis del almidén). Posteriormente se da la regeneracion de la enzima®“?.
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3. CELULASA [EC 3.2.1.4] DE Aspergillus niger
3.1. GENERALIDADES
La celulosa es rapidamente hidrolizada en la naturaleza por microorganismos aerébicos
del suelo y principalmente por los hongos que degradan la madera, debido a que estos
producen una enzima en su interior capaz de digerir la celulosa, por esta razon la
Biotecnologia se ha ocupado de aislar esta enzima a partir de estos microorganismos para

poder utilizarla en la industria para la despolimerizacion de algunos sustratos naturales.

La celulosa es un polisacarido lineal de residuos de glucosa conectados por enlaces

B—-1,4. La celulosa nativa es insoluble y se encuentra como un paquete denso de fibras, con
enlaces de hidrégeno; esta densidad la hace compleja y muy resistente a la degradacion por

medio de procesos quimicos o mecanicos®.,

Las celulasas se encuentran distribuidas en la biosfera, siendo su origen bacteriano y
fangico. La reaccion que esta enzima ejerce es la endohidrolisis de los enlaces 1,4—3-D-
glucosidicos en la celulosa, produciendo celobiosa, que es un disacarido formado por dos
moléculas de glucosa Unidas por un enlace B—glucosidico; enlace que posteriormente se rompe

para formar moléculas de glucosa®®.
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Entre las propiedades de la celulasa se destacan (ver cuadro N°3)®:

Cuadro N<3. Propiedades de la Celulasa de Aspergillus niger.

Propiedad

Valor y/o especificacion

Peso Molecular

30900 daltons

El pH 6ptimo de actividad es 7.0. Sin embargo, puede actuar en

pH éptimo
el rango de pH: 3.5-5.5.
Para que la enzima se encuentre estable méas de 30 dias
reteniendo méas del 50% de su actividad, se debe almacenar a una
Estabilidad temperatura de —20°C en buffer citrato a pH 5.5 y con adicion de

50% de glicerol (sustancia que previene la degradacion).

La actividad 6ptima de esta enzima se presenta entre 50-80°C.

Compuestos que no

influyen en la actividad

Entre los compuestos que no influyen en la actividad celulolitica

estan: Glutation y L—cisteina a una concentracion de 1.0 mg./mL.
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Propiedad Valor y/o especificacion
Entre los elementos que disminuyen la actividad de la celulasa en
un porcentaje mayor del 3% estan:
Sustancia Concentracion % de Inhib.
Estreptomicina 0.1mg./mL. 19%
Viomicina 0.1 mg./mL. 59%
Kanamicina 0.1 mg./mL. 24%
Inhibidores EDTA 1.0 mg./mL. 18%
Arsenito de Sodio 1.0 mg./mL. 9%

Los iones Mn#, Cu?, Zn*, Ag® sélo la inhiben ligeramente.

Existen otros inhibidores de la celulasa como son sus mismos

productos de reaccion: glucosa y celobiosa. Ademas, se inhibe

completamente por los iones: Hg*".
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CAPITULO 1

METODOLOGIA EXPERIMENTAL!

1. INMOVILIZACION DE LAS ENZIMAS, EN FORMA INDIVIDUAL (a-AMILASA
Y CELULASA)!19

1.1. PREPARACION DEL SOPORTE
a) En una balanza, pesar 10.0 g. de agar.
b) En un erlenmeyer de 250 mL. colocar el agar y adicionar 100.0 mL. de agua
destilada.
c) Calentar moderadamente y agitar constantemente hasta completa disolucion del agar.
d) Esterilizar la solucion homogenea en autoclave a 121°C y 15 Ib. de presion durante
15 minutos.

e) Enfriar hasta una temperatura de 50°C y mantener la solucion en Bafio de agua.

1.2. MEZCLA ENZIMA-SOPORTE
a) En balanza analitica pesar 400.0 mg. de enzima.
b) Mezclar la enzima con la solucién de agar a 47°C, agitando moderadamente.

c) Mantener la mezcla en un Bafio de agua a una temperatura de 45°C.

! La preparacion de reactivos aparece en el Anexo Il. Y material, equipo y reactivos en el Anexo IlI
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1.3. ATRAPAMIENTO Y MOLDEO DE LA ENZIMA

a) En un beaker de 500 mL. colocar una cantidad suficiente de agua destilada estéril y
llevarla hasta una temperatura de 5°C.

b) Llenar una jeringa de 60 cc. con la mezcla enzima—soporte y dejar caer la mezcla
bajo presién gota por gota, de manera que éstas caigan sobre el agua destilada estéril
(5°C).

c) Retirar la enzima inmovilizada del agua, lavarla y obtener el peso total.

d) Almacenar la enzima inmovilizada en una solucion de agua destilada estéril a 10°C.

2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS EN SUS FORMAS
LIBRESE INMOVILIZADAS
2.1. ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA A

DIFERENTESpH Y TEMPERATURAS®
Para el andlisis de la actividad amilolitica en funcién del pH es necesario:
a) Preparar soluciones buffer acetato 0.1 N a los siguientes pH: 5.0, 6.0, 7.0, 7.5y 8.0.
b) Ajustar la solucion de almidon (sustrato) y la solucion de la enzima a pH 5.0, 6.0, 7.0,

7.5y 8.0 con ayuda de las diferentes soluciones buffer.

2 Para determinar la actividad de las enzimas a diferentes pH se llevaré a cabo la calibracion del pHmetro utilizando los

buffers de referencia de pH 4, 7y 9 antes de cada determinacion.
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c) Determinar la actividad éptima realizando el Método de Lugol a los pH siguientes:

5.0, 6.0, 7.0, 7.5 y 8.0. Manteniendo como temperatura constante, la temperatura

ambiente (30—-35°C).

Para la evaluacién de la influencia de la temperatura sobre la actividad amilolitica, la
cuantificacién de la actividad se realiza a las temperaturas siguientes: 20°C, 25°C, 30°C, 40°C
y 50°C; utilizando el buffer acetato del pH dptimo obtenido experimentalmente, para ajustar el

pH de la solucién del sustrato y de la solucion enzimatica.

Para la cuantificacion de la actividad enzimética de las amilasas se utiliza el Método de

Lugol, que se basa en el rompimiento de las moléculas de almidén debido a la hidrélisis de los

enlaces 1,4—a—glucosidicos, produciendo dextrinas de peso molecular relativamente bajo,

licuando por lo tanto el almidédn y destruyendo su capacidad de dar coloracién con el yodo.

Con este método se cuantifica la actividad amilolitica en forma indirecta, ya que se
determinan los miligramos de almidon hidrolizados, los cuales son calculados por medio de la

ecuacién que aparece a continuacion.

Para enzima libre:

Miligramos de almiddn hidrolizado = AO (A tubo P — A tubo AL-1)
A tubo P
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En donde:
AO: miligramos de almiddn original
A tubo AL-1: Absorbancia en tubo AL-1

A tubo P: Absorbancia en tubo P (patron sin enzima)

Para enzima inmovilizada:

Miligramos de almiddn hidrolizado = AO (A tubo P — A tubo Al-1)
A tubo P

En donde:

AO: miligramos de almiddn original

A tubo Al-1: Absorbancia en tubo Al-1

A tubo P: Absorbancia en tubo P (patron sin enzima)

Tubo B: Tubo blanco de reactivos

Desarrollo del Método de Lugol:
a) Preparar una solucion patron de almidon al 1%, en buffer acetato 0.1 N y preparar una
solucidn de cloruro de calcio 0.5 M.
b) Etiquetar 8 tubos de ensayo de la siguiente manera: AL-1, AL-2, AL-3, Al-1, Al-2,
Al-3, Py B.

c) Adicionar en cada uno de los tubos AL-1, AL-2 y AL-3, 5.0 mL. de solucién de



d)
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almidén al 1%, 3.9 mL. de buffer acetato 0.1 N, 1.0 mL. de cloruro de calcio 0.5 M vy
1.0 mL. de la solucion de amilasa libre.

A cada uno de los tubos Al-1, Al-2 y Al-3, agregar 5.0 mL. de solucién de almidon
al 1%, 3.9 mL. de buffer acetato 0.1 N, 1.0 mL. de cloruro de calcio 0.5 M. y una
cantidad de enzima inmovilizada (exactamente pesada) equivalente a 1.0 mL. de la
solucién de amilasa libre.

Agitar y dejar reposar los tubos AL-1, AL-2, AL-3, Al-1, Al-2 y AI-3 por 15
minutos.

Agregar a dichos tubos 2.0 mL de &cido clorhidrico 1N.

En el tubo P (sin enzima) adicionar: 5.0 mL. de solucion de almidon al 1%, 3.9 mL. de
solucién buffer acetato 0.1 N, 1.0 mL. de solucién de cloruro de calcio 0.5 My 2.0
mL. &cido clorhidrico 1.0 N.

Mezclar y tomar por separado una alicuota de 1.0 mL. de cada tubo (excepto del tubo
B) y adicionarlo a 7 balones volumétricos diferentes de 50 mL. (estos deben estar
rotulados igual que los tubos).

Adicionar a cada balén 0.5 mL. de &cido clorhidrico 0.1 N y 0.1 mL de Lugol.

Aforar con agua destilada.

Al tubo B, el cual seré el blanco, se le adicionard solamente 9.0 mL. de buffer de
acetato 0.1 N y 1.0 mL. de solucién de cloruro de calcio 0.5 M.

Leer las absorbancias en el espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm.
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22.ENSAYO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD CELULOLITICA A

DIFERENTESpH Y TEMPERATURAS
Para el andlisis de la actividad celulolitica en funcion del pH se necesita:
a) Preparar soluciones buffer citrato 0.05 M de pH: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0.
b) Ajustar la solucion patron de hidroxietilcelulosa al 1% y la solucién de la enzima a
pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0 con ayuda de las soluciones buffer.
c) Determinar el, pH Optimo de actividad, realizando la cuantificacion de la actividad

celulolitica a los pH: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0.

La determinacion de la actividad celulolitica en funcién de la temperatura se efectla
cuantificando la actividad a las siguientes temperaturas: 20°C, 30°C, 40°C, 50°C y 60°C,
utilizando el buffer citrato de pH éptimo obtenido experimentalmente, para ajustar el pH de la

solucion enzimatica y la solucién del sustrato.

El fundamento para determinar la actividad celulolitica se basa en poner en contacto la
enzima con el sustrato, por cierto tiempo, para que luego de esta interaccion (reaccién
enzima-sustrato), se lleve a cabo la cuantificacion de la glucosa producida por medio del test

enzimatico—colorimétrico GOD-PAP, para determinar asi, la actividad de la enzima.
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En el test enzimatico—colorimétrico GOD-PAP la glucosa es determinada luego de la
oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. En dicha reaccion se forma peréxido de
hidrogeno, el cual reacciona bajo la catalisis de peroxidasa con fenol y 4-aminofenazona,
formando un complejo rojo-violeta (quinona) como indicador de que se ha efectuado la

reaccion.

Las reacciones que se verifican durante el procedimiento son las siguientes:

Glucosa + O, + H,0 €% p H,0; + Gluconato

H, O, + Fenol + 4—aminofenazona POD Quinona + 4 H,O
>

En donde:
GOD: Glucosa oxidasa

POD: Peroxidasa

La actividad celulolitica no es posible expresarla en términos de porcentaje, por dos

razones: la primera es que el producto aunque especifica su grado de pureza, 0.2 U/mg. (en

donde una U corresponde a la cantidad de enzima que libera 1.0 pmol. de glucosa de la
celulosa por minuto) no especifica que cantidad de celulosa se debe colocar como sustrato; no
pudiéndose relacionar este sustrato con la cantidad de producto (glucosa) que se forma. Y la

segunda es que la celulosa por ser un polimero no se puede determinar su peso molecular, ya
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que no se conoce con exactitud de cuantas moléculas de glucosa esta formada. La bibliografia

consultada s6lo reporta que esta formada por "n" moléculas de glucosa.

Por lo que la actividad de la celulasa de Aspergillus niger se expresa en términos de la

cantidad (en miligramos) de glucosa que se forma por mililitro de muestra.

Para calcular la cantidad de glucosa que se ha formado por la actividad de la celulasa de

Aspergillus niger se hace el calculo que aparece a continuacion:

mg. glucosa formados por mL. = A muestra x Conc. estandar
A estandar

En donde:
A muestra: Absorbancia de la muestra
Conc. estantar: Concentracion del estandar (1.0 mg./mL.)

A estandar: Absorbancia del estandar

Proceso para Cuantificar la Actividad Enzimatica de la Celulosa:
a) Etiquetar 6 tubos de ensayo de la siguiente manera: CL-1, CL-2, CL-3, CI-1y CI-2
y CI-3.

b) Adicionar en cada tubo 2.0 mL. de solucion de hidroxietilcelulosa al 1%.



d)
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Adicionar a los tubos CL-1, CL-2y CL-3 1.0 mL de solucién de celulasa libre, y a
los tubos Cl-1, CI-2 y CI-3 agregarles la cantidad de celulasa inmovilizada
(exactamente pesada) equivalente a 1.0 mL de solucion de celulasa libre.
Agitar los tubos y dejar reposar por 2 horas a la temperatura que se esté analizando.
Colocar los tubos a ebullicion (en Bafio Maria) por 10 minutos.
Dejar enfriar los tubos.
Rotular 6 tubos de hemdlisis como CL-1, CL-2, CL-3, CI-1, CI-2 y CI-3, un tubo
con una B (éste sera el blanco del reactivo) y uno con una S (éste sera el estandar de
glucosa).
Afadir en cada uno de los tubos de hemdlisis 1.0 mL. de reactivo (que contiene buffer
TRIS pH 7.4, fenol, glucosa oxidasa, peroxidasa y 4—aminofenazona).
Colocar dichos tubos en Bario de Agua a una temperatura de 37°C.

Posteriormente a los tubos de hemdlisis CL-1, CL-2, CL-3, CI-1, CI-2 y CI-3
colocarles 10 pL. del contenido de los tubos de ensayo rotulados de igual forma en el

literal a). Y al tubo S afadirle 10 pL. de estandar de glucosa (1.0 mg./mL.).

Mezclar e incubar los tubos (incluyendo el blanco) durante 10 minutos a 37°C.

Leer las absorbancias a una longitud de onda de 505 nm. en espectrofotometro UV-
Vis. Es necesario realizar las lecturas de las absorbancias en los 30 minutos siguientes,

ya que la coloracidn se mantiene estable solo durante este tiempo.



58

3. DETERMINACION DEL TIEMPO DE ACTIVIDAD DE CADA UNA DE LAS
ENZIMASINMOVILIZADAS™ 3,

Montar un bioreactor por lote (o de flujo discontinuo) y un bioreactor de flujo continuo
a las condiciones Optimas de temperatura y pH obtenidas de manera experimental (en base los
numerales 2.2 y 2.4). Para determinar asi, el tipo de bioreactor que optimiza la reaccién,

proporcionando mayor rendimiento en la actividad de cada una de las enzimas inmovilizadas.

3.1. ENSAYO PARA DETERMINAR EL TIEMPO DE ACTIVIDAD, UTILIZANDO
EL BIOREACTOR ENZIMATICO DEL INMOVILIZADO A FLUJO DISCONTINUO

DEL SUSTRATO (O BIOREACTOR POR LOTE)
a) Montar el bioreactor que aparece en la figura N°3 (utilizar como bioreactor de la a—
amilasa de Bacillus subtilis una columna de vidrio y un vaso de precipitado para la

celulasa de Aspergillus niger).

b) Colocar la solucion de sustrato de concentracion conocida dentro el bioreactor que

contiene la enzima inmovilizada.

c) Suspender la reaccién a los 30 minutos en el caso de la a—amilasa de Bacillus
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subtilis o cada hora si se trata de la celulasa de Aspergillus niger; esto se hace
separando las enzimas inmovilizadas de la muestra (parte liquida). A la muestra,

realizarle el método correspondiente (segun la enzima), para determinar la actividad.

d) Posteriormente lavar las enzimas inmovilizadas con agua destilada estéril y

colocarlas nuevamente en el bioreactor.

e) Repetir el procedimiento seguido en el literal b y ¢ hasta que ya no exista actividad
en el bioreactor.

Figura N°3. Modelos de Bioreactores por Lote.

REACTOR

ENZIMA
INMOVILIZADA

ENZIMA
REACTOR INMOVILIZADA
J

0.0 0% 603
’—'—9VALVULA

RECEPTOR
DEL SUSTRATO
+ PRODUCTO
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3.2. ENSAYO PARA DETERMINAR EL TIEMPO DE ACTIVIDAD, UTILIZANDO

EL BIOREACTOR ENZIMATICO DEL INMOVILIZADO A FLUJO CONTINUO

DEL SUSTRATO

a)
b)

d)

Montar el bioreactor que aparece en la figura N°4.

Antes del tratamiento enzimatico colocar en el depo6sito con regulador de flujo, una
solucidn de sustrato de concentracion conocida.

Regular el flujo a una velocidad de 6-7 gotas (equivalentes a 0.30—0.35 mL.) por
minuto.

Regulado el flujo, hacer pasar la solucién de sustrato a través de la columna
empacada de forma continua. Afiadiendo més sustrato al depdsito contenedor, cuando
sea necesario.

Tomar muestras del liquido efluente cada 3 horas hasta que no exista actividad.
Realizar a cada una de las muestras el método correspondiente (segin la enzima),

para determinar la actividad.
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Figura N°4. Modelo de Bioreactor a Flujo Continuo del Sustrato.

ALIMENTADOR

A CONTENEDOR
DRESLADOR DE SUSTRATO

REACTOR

ENZIMA
INMOVILIZADA

S

RECEPTOR
DEL SUSTRATO
+ PRODUCTO

3.3. ESPECIFICACIONES PARA EL MONTAJE DE LOS BIOREACTORES

ENZIMATICOS A FLUJO DISCONTINUO Y CONTINUO DEL SUSTRATO PARA

LA a-AMILASA DE BacillussubtilisY PARA LA CELULASA DE Aspergillus niger
Para el montaje de los bioreactores de las enzimas inmovilizadas es necesario tener en

cuenta ciertas especificaciones que son esenciales para la actividad enzimatica y por tanto para

el funcionamiento de los bioreactores.
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Entre las especificaciones que dependen del tipo de enzima y de su especificidad tenemos

la del sustrato (ver cuadro N°4):

Cuadro N°4 . Especificaciones del Sustrato para el montaje de los Bioreactores Enzimaticos.

SUSTRATO

oa—AMILASA DE Bacillus subtilis

CELULASA DE Aspergillus Niger

Compuesto por una solucion de almidon de
concentracion conocida, buffer acetato de
pH déptimo determinado experimentalmente y

cloruro de calcio 0.5 M

Solucién de hidroxietilcelulosa de

concentracion conocida ajustada al pH

Optimo determinado experimentalmente con

buffer citrato

La solucion de almidéon debe tener el valor

de pH 6ptimo obtenido experimentalmente

El sustrato debe tener fluidez para permitir

su completa distribucion  dentro  del

bioreactor

Homogenizar la solucion de sustrato al
adicionarla dentro del depoésito contenedor de

sustrato del bioreactor continuo

Homogenizar la solucion de sustrato al

adicionarla dentro del depésito contenedor de

sustrato del bioreactor continuo
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Otras especificaciones (ver cuadro N°5) que deben tomarse en cuenta en el momento de

montar los bioreactores, y que son independientes del tipo de enzima inmovilizada (con las

que se esta trabajando) son:

Cuadro N°5. Especificaciones Generales (Enzimas y Bioreactores) para el montaje de los

Bioreactores Enzimaticos.

ENZIMA

BIOREACTOR

Debe lavarse después de su uso con agua

destilada estéril

Deben conocerse las dimensiones: altura y

didmetro del bioreactor

Almacenarse a una temperatura de 4-10C
en solucion de cloruro de calcio 0.05 M. Para

poder ser reutilizada

Lavar el bioreactor después de su uso

Debe colocarse una cantidad conocida de

enzima dentro del bioreactor

Para el monitoreo de la efectividad del

bioreactor deben tomarse muestras de

sustrato de concentracion conocida

Debe tener brillo, consistencia sélida y sin

presencia de sustancias extrafias u hongos

Debe conocerse la altura generada por la

enzima inmovilizada dentro del bioreactor
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4. APLICACION DEL PREPARADO EN AGUAS RESIDUALES

La actividad del preparado enzimético se verifica analizando muestras de agua que
contengan almidon y celulosa. La actividad es determinada por la cantidad de sustrato o
producto (almiddn en el caso de la a—amilasa y glucosa en el de la celulasa) que contiene la
muestra antes de ser sometida al tratamiento y después de ser tratada con el producto
enzimético. Para lo que se realiza la medicion de la actividad enzimética de la siguiente
manera:

a) Tomar una muestra no tratada enzimaticamente y realizar ensayo para la
cuantificacién de la actividad. Esto para determinar la cantidad de almidén o celulosa
gue contiene la muestra al inicio.

b) Tratar el agua residual a través del bioreactor considerado como 6ptimo (segun los
resultados obtenidos en el numeral 3 de este capitulo).

c) Tomar un volumen determinado de la muestra ya tratada por el preparado enzimatico
(el necesario para llevar a cabo el analisis).

d) A la muestra de agua realizarle las pruebas de actividad enzimatica segun la enzima

que se esté analizando, para corroborar si el proceso ha sido efectivo.
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5. DETERMINACION DE LA FORMA DE PRESENTACION DEL PREPARADO
ENZIMATICO
En esta parte se monitorean 2 pardmetros que permiten determinar la forma de

presentacion idénea del preparado enzimatico.

5.1. ALMACENAMIENTO DEL PREPARADO: EN SECO O HUMEDO

Para poder responder a esta pregunta es necesario evaluar la actividad de cada una de las

enzimas inmovilizadas de forma individual de la siguiente forma:

a) Rotular 2 recipientes plasticos asi: ’’Recipiente 1: Preparado enzimético (con el
respectivo nombre de la enzima segln sea el caso, a—amilasa de Bacillus subtilis o
celulasa de Aspergillus niger) almacenado en seco’’; y ’’Recipiente 2: Preparado
enzimatico (también con el nombre de la enzima correspondiente) almacenado en
himedo’”.

b) Posteriormente colocar en cada uno de los recipientes cantidades iguales del
preparado inmovilizado.

c) El recipiente 1 cerrarlo bien y mantenerlo en refrigeracion.

d) Al recipiente 2 afiadirle cloruro de calcio 0.05 M (si se trata de la a—amilasa de
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Bacillus subtilis). Y si se trata de celulasa de Aspergillus niger, afiadir una solucién de
buffer citrato (de pH Optimo encontrado experimentalmente) con glicerol (1:1). Se
agrega la cantidad necesaria, de manera que el preparado quede totalmente sumergido
en la solucién. Cerrar bien el recipiente y mantenerlo refrigerado.

e) Luego, cada 7 dias tomar las muestras necesarias de los recipientes y efectuar el
ensayo correspondiente, para determinar la actividad de cada una de las enzimas

inmovilizadas.

5.2. EFECTIVIDAD DEL PREPARADO AL ESTAR LAS ENZIMAS EN FORMA
INDIVIDUAL O MEZCLADAS

Para determinar la efectividad del preparado en una forma de presentacion en donde las
enzimas estén en forma individual o mezcladas deben realizarse ensayos para definir qué
condiciones de trabajo son favorables para tener un alto rendimiento de actividad en ambas

enzimas.
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La determinacion de la actividad del preparado en su forma de presentacion individual se
lleva a cabo realizando el siguiente procedimiento:
1. Colocar en el bioreactor (columna de vidrio o vaso de precipitado) una cantidad
conocida de la enzima que se esté analizando (a—amilasa o celulasa).
2. Afadir una cantidad de sustrato de concentracion conocida al bioreactor.

3. Realizar el ensayo correspondiente para determinar la actividad.

Y en el caso de que las enzimas estén en forma mezclada la determinacion de la
actividad se realizara de la siguiente manera:

1. Colocar en el bioreactor una cantidad exactamente pesada de enzima inmovilizada
(50% de a—amilasa de Bacillus subtilisy 50% de Celulasa de Aspergillus niger).

2. Medir la altura y el diametro del bioreactor, asi también la altura generada por el
preparado enzimatico.

3. Colocar en el bioreactor una cantidad de solucion de sustrato (almidén 5%, buffer y
cloruro de calcio 0.5 M) a pH 7.0 (pH O6ptimo experimental ajustado con buffer
acetato pH 7.0) suficiente para cubrir toda la mezcla de enzima. Dejar que la enzima

o-amilasa de Bacillus subtilis actie 1 hora y proceder a cuantificar la actividad de
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dicha enzima. Lavar el bioreactor con agua destilada estéril.

. Cubrir el bioreactor enzimatico con un volumen conocido de hidroxietilcelulosa al
0.5% a pH 6.0 (pH 6ptimo experimental ajustado con buffer citrato pH 6.0). Dejar
que la enzima celulasa de Aspergillus niger ejerza su accion por 1 hora. Tomar
muestra y realizarle el ensayo de cuantificacion de actividad correspondiente.

. Adicionar sustrato combinado, de almidén y celulosa (50:50) ajustado a pH 7.0 con
buffer acetato pH 7.0 hasta que cubra la mezcla enzimatica. Dejar actuar por una hora
y luego tomar la cantidad de muestra necesaria para realizar la cuantificacion de la
actividad de cada enzima.

. Afadir sustrato compuesto por una mezcla de almidén y celulosa (50:50) ajustada a
pH 6.0 con buffer citrato de dicho pH. Dejar actuar las enzimas por 1 hora y luego

realizar el procedimiento de cuantificacion de la actividad de ambas enzimas.
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CAPITULO I

RESULTADOSY ANALISISDE RESULTADOS

1. INMOVILIZACION DE ENZIMAS
1.1. PREPARACION DEL SOPORTE

En la parte experimental se especifica que en el proceso de inmovilizacion el porcentaje
al que debia utilizarse el agar—agar era al 10%. Sin embargo, se modific6 al 6% debido a que

en el proceso de elaboracion del agar—agar se dificultaba la manipulacion de éste.

Para determinar el porcentaje Optimo para la elaboracién del soporte (agar—agar) se

prepararon soluciones al 6, 8 y 10%.

A un porcentaje del 8 y 10% de agar—agar no habia una disolucién completa del agar, lo

cual afectaba caracteristicas deseables en el soporte, como son la homogeneidad y la fluidez.

En cambio, a un porcentaje del 6% se lograba la homogeneidad y la fluidez a una
temperatura entre 65-70°C (temperatura que se requeria al momento de llevar a cabo el
proceso de inmovilizacion). Asi también, se logra la consistencia solida éptima para conservar

la integridad de la enzima luego de ser inmovilizada.



70

1.2. ATRAPAMIENTO Y MOLDEO DE LA ENZIMA
Para llevar a cabo el proceso de atrapamiento y moldeo de la enzima se realizaron
ensayos con jeringas de diferente capacidad (60cc., 10cc., 5cc, 3cc. y 1cc.). Con la jeringa de
1cc. es con la que se obtiene forma de gota y un tamafio aproximado de 3.0 mm. de didmetro
(ver fotos N° 1y 2); confiriéndole al preparado inmovilizado una mayor superficie de
contacto, lo cual es esencial en la formacion del complejo enzima—-sustrato, para que la

actividad de la enzima inmovilizada se lleve a cabo con eficiencia.

Fotos N° 1y 2. Preparado Enzimatico Inmovilizado.
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Luego de ser inmovilizadas las enzimas individualmente, se hizo una separacion del
preparado segun el monitoreo de almacenamiento (en seco o himedo) al cual serian sometidas

posteriormente.

La a—amilasa de Bacillus subtilis se almacen6 en una solucién de cloruro de calcio
0.05M, pues los iones calcio presentes, por ser activadores, son necesarios para que la enzima

ejerza su actividad catalitica.

La celulasa de Aspergillus niger se almacend en una solucion de buffer citrato pH 6.0 y
glicerol (1:1). Debido a que el pH 6.0 que le proporciona el buffer citrato es el 6ptimo (esto se
determiné experimentalmente) y el glicerol estabiliza la solucion y previene la degradacion de

la enzima.

2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA a-AMILASA DE
Bacillus subtilisEN SUSFORMASLIBRE E INMOVILIZADA
2.1. ACTIVIDAD AMILOLITICA EN FUNCION DEL pH

En la determinacion de la actividad amilolitica en funcién del pH se plantean las
hipotesis siguientes:

Ho: La actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e inmovilizada no

difiere de forma significativa frente a los cambios de pH.
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H;: La actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e inmovilizada

difiere de forma significativa frente a los cambios de pH.

Tabla N°1. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre e Inmovilizada

frente a los cambios de pH (a temperatura ambiente).

Enzima Libre Enzima Inmovilizada

mg. de almiddn Porcentaje de | mg. de almiddn Porcentaje de
PH hidrolizado Actividad (%) hidrolizado Actividad (%)
5.0 46,23 92.46 39.71 79.42
6.0 48.24 96.48 46.43 92.86
7.0 47.20 94.40 47.36 94.72
7.5 48.33 96,66 47.07 94.14
8.0 46.67 93.34 37.26 74,52

Grafico N° 7. Actividad de la Enzima a— Amilasa de Bacillus subtilis Libre e Inmovilizada

frente a los cambios de pH (a temperatura ambiente).
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En la tabla N°1y grafico N°7 aparecen los resultados de la actividad de la enzima libre e

inmovilizada a diferentes pH a temperatura ambiente (30-35°C) observandose que:
La actividad de la a—amilasa inmovilizada se ve favorecida en un pH neutro (igual

valor que el pH éptimo tedrico para dicha enzima en su forma libre). Mientras que la

o—amilasa en forma libre presenta mayor actividad si el pH se desplaza hacia la
basicidad, a un valor de 7.5.

Los cambios de pH afectan la actividad tanto de la enzima libre como inmovilizada.
Siendo maés suceptible a estos cambios, la enzima inmovilizada, por lo que en el

grafico muestra una tendencia en forma de campana, restringiendo su actividad a un
rango de pH entre 6.0-7.5 (con actividad mayor del 90%). En cambio la a—amilasa
en forma libre presenta un porcentaje de actividad aceptable (mayor del 90%) en un

rango de pH méas amplio, entre 5.0-8.0.

Al aplicar la distribucion *’t’” de student a los resultados obtenidos (ver anexo VI 'y

V1) se acepta que: La actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e

inmovilizada no difiere de forma significativa frente a los cambios de pH.

2.2. ACTIVIDAD AMILOLITICA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

En la determinacion de la actividad amilolitica fue necesario ampliar el rango de

temperatura de andlisis hasta 80°C (ver tabla N°2), ya que la mayor actividad de la enzima
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inmovilizada se presentaba en el limite superior de temperatura especificado en la parte

experimental (50°C), con lo cual no era posible determinar la tendencia de actividad de la
enzima, en funcion de esta variable.
En la determinacién de la actividad amilolitica en funcion de la temperatura se plantean las
hipotesis siguientes:
Ho: La actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e inmovilizada no
difiere de forma significativa frente a los cambios de temperatura.
H.: La actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e inmovilizada

difiere de forma significativa frente a los cambios de temperatura.

Tabla N°2. Actividad Enzimatica de la a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre e Inmovilizada a

diferentes Temperaturas (a pH éptimo experimental).

Enzima Libre Enzima Inmovilizada
Temperatura mg. de almidon | Porcentaje de | mg. de almidén | Porcentaje de
hidrolizado Actividad (%) hidrolizado Actividad (%)
20°C 46.05 92.98 26.28 52.56
25°C 49.12 98.24 28.16 56.32
30°C 46.05 92.10 31.49 62.98
40°C 48.24 96.48 33.05 66.10
50°C 48.68 97.37 43.68 87.36
60°C 50.00 100.00 41.61 83.22
70°C 50 100.00 47.25 94,5
80°C 49.34 98.68 45.46 90.92
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Grafico N°8. Actividad Enzimatica de a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre e Inmovilizada

a diferentes Temperaturas (a pH 6ptimo experimental).
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En la tabla N°2 y grafico N°8, en donde aparecen los resultados de la actividad de la

enzima libre e inmovilizada a diferentes temperaturas, a un pH constante de 7.0 (pH éptimo
determinado experimentalmente para la a—amilasa inmovilizada), se observa que:

- La a-amilasa en forma libre tiene un amplio margen de trabajo en cuanto a

temperatura se refiere, pudiendo trabajar desde 20-80°C sin correr el riesgo de

cambios significativos en la actividad enzimatica. Considerando como temperatura

Optima la de 25°C, en la cual se alcanza el 98.24% de actividad.

« A pesar de que se alcance una actividad del 100% a una temperatura entre los 60—
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70°C debe valorarse la relacion actividad—gasto de energia al poner en
funcionamiento a la enzima libre en este rango de temperatura.

La a—amilasa inmovilizada no puede actuar en un rango de temperaturas, pues su

actividad disminuye considerablemente de una temperatura a otra. Considerandose un

punto critico, mantener como temperatura éptima de trabajo 50°C (alcanzando un

87.36% de actividad); aunque los porcentajes de actividad obtenidos a las

temperaturas de 70°C y 80°C son mas altos, no son tomados en cuenta, debido a que
a estas temperaturas se pierde la integridad del preparado (se funde el agar—agar).

La actividad de la enzima inmovilizada es menor en todas las temperaturas ensayadas
si se compara con la enzima libre.

Al aplicar la distribucion *’t’” de student a los resultados obtenidos (ver anexo VI 'y

V1) se acepta que: La actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e

inmovilizada difiere de forma significativa frente a los cambios de temperatura.

3. DETERMINACION DEL TIEMPO DE ACTIVIDAD DE LA a-AMILASA DE
Bacillus subtilis EN DIFERENTES SISTEMAS DE REACCION (BIOREACTORES
POR LOTE Y CONTINUO)

Para determinar la actividad de los bioreactores todas las pruebas y analisis realizados se
efectuaron por triplicado. Es de tomar en cuenta que en las tablas aparecen los promedios de

los datos obtenidos.
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Los bioreactores se hicieron funcionar a temperatura ambiente, debido a que las
condiciones del laboratorio y la configuracion de los bioreactores no permitia trabajar con las

temperaturas Optimas encontradas experimentalmente.

Al sustrato (almidén 5%) fue necesario adicionarle buffer acetato pH 7.0 y cloruro de
calcio 0.5 M. Con la solucién buffer se creaba el ambiente éptimo para que se produjera la

hidrolisis y los iones calcio presentes mantenian activos los sitios activos de la enzima.

3.1. REACTOR ENZIMATICO POR LOTE PARA LA a-AMILASA de Bacillus
subtilis

Fue necesario determinar el tiempo de reaccion en que la enzima es capaz de hidrolizar
todo el sustrato (almiddn), por lo que el bioreactor se hizo funcionar a diferentes tiempos de
reaccion (ver tabla N°3).

Tabla N°3. Determinacion del Tiempo Optimo de Reaccién de la a—Amilasa de Bacillus

subtilisen el Bioreactor por Lote.

N° de Prueba Tiempo de Funcionamiento del Porcentaje de Actividad
Bioreactor (minutos) (%)
1 15 92.98

2 30 100.00
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Determinandose que el tiempo 6ptimo de funcionamiento del bioreactor para que la

reaccién enzima-sustrato se lleve a cabo de forma completa es de 30 minutos.

La cantidad de mezcla de sustrato adicionada al bioreactor cada vez que se realizaba un
andlisis era de 30.0 mL. (que contenian 750 mg. de almidon); cantidad determinada como
ideal para que todo el preparado enzimatico estuviera en contacto directo con la mezcla de
sustrato, de manera que la actividad disminuyera de igual manera en toda la enzima presente

en el bioreactor.

Las caracteristicas del bioreactor por lote de la a—amilasa después de su montaje eran las

siguientes (ver cuadro N°6y foto N°3):

Cuadro N°6. Caracteristicas del Bioreactor por Lote de la a—Amilasa de Bacillus subtilis.

CARACTERISTICASDEL BIOREACTOR POR LOTE

- Altura de la columna de vidrio: 29.00 cm.
. Diametro de la columna de vidrio: 2.30 cm.

- Cantidad de enzima presente: 0.1684 g.

- Altura del preparado dentro del bioreactor: 23.00 cm.




Foto N°3. Bioreactor por Lote de la a—Amilasa de Bacillus subtilis.
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Tabla N°4. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis en Bioreactor por Lote.

N° de Tiempo Miligramos de Almidon Porcentaje de
muestra (horas) Hidrolizados Actividad (%)
1 0.25 697.37 92.98
2 0.75 750.00 100.00
3 1.25 638.16 85.09
4 1.75 638.17 85.09
5 2.25 598.69 79.83
6 2.75 526.31 70.17
7 3.25 500.00 66.67
8 3.75 427.63 57.02
9 4.25 355.26 47.37
10 4.75 296.05 39.47
11 5.25 282.90 37.72
12 5.75 276.32 36.84
13 6.25 276.32 36.84




N° de Tiempo Miligramos de Almidon Porcentaje de
muestra (horas) Hidrolizados Actividad (%)
14 6.75 269.74 35.97
15 7.25 263.16 35.09
16 7.75 263.16 35.09
17 8.25 263.16 35.09
18 8.75 256.58 34.21
19 9.25 256.58 34.21
20 9.75 243.42 32.46
21 10.25 243.42 32.46
22 10.75 230.26 30.70
23 11.25 217.11 28.95
24 11.75 210.52 28.07
25 12.25 210.53 28.07
26 12.75 210.53 28.07
27 13.25 203.95 27.19
28 13.75 203.95 27.19
29 14.25 203.95 27.19
30 14.75 203.95 27.19
31 15.25 171.05 22.81
32 15.75 157.89 21.05
33 16.25 157,89 21.05
34 16.75 145.00 19.33
35 17.25 144.74 19.30
36 17.75 140.00 18.67
37 18.25 130.00 17.33
38 18.75 125.00 16.67
39 19.25 125.00 16.67
40 19.75 118.42 15.79
41 20.25 115.00 15.33
42 20.75 110.00 14.67
43 21.25 105.26 14,03
44 21.75 95.00 12.67

80



N° de Tiempo Miligramos de Almidon Porcentaje de

muestra (horas) Hidrolizados Actividad (%)
45 22.25 95.00 12.67
46 22.75 95.00 12.67
47 23.25 90.00 12.00
48 23.75 75.00 10.00
49 24.25 65.79 8.77
50 24.75 65.79 8.77
51 25.25 59.21 7.89
52 25.75 35.00 4.67
53 26.25 32.89 4.39
54 26.75 32.89 4.39
55 27.25 32.89 4.39
56 27.75 19.74 2.63
57 28.25 13.16 175
58 28.75 0.00 0.00
59 29.25 0.00 0.00

81



82

Grafico N°9. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis en Bioreactor por Lotes.
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La cantidad total de almidon adicionados en el bioreactor para ser hidrolizados fue de
42.75 g. Siendo hidrolizados 13.01 g. de almidon (cantidad significativa considerando que la

cantidad de enzima presente en el bioreactor era de 0.1684 g.) en un tiempo de 28 horas con

15 minutos (como se observa en la tabla N°4 y grafico N°9).
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3.2. REACTOR ENZIMATICO CONTINUO PARA LA a-AMILASA DE Bacillus
subtilis

En este tipo de bioreactor, al suministrar por goteo la mezcla de sustrato, ésta no se

distribuye de manera uniforme en el preparado enzimatico, ocasionando una pérdida de la

actividad de forma heterogénea.

Las caracteristicas del bioreactor continuo de la a—amilasa después de su montaje eran

las siguientes (ver cuadro N°7 y foto N°4):

Cuadro N°7. Caracteristicas del Bioreactor Continuo de la a—Amilasa de Bacillus subtilis.

CARACTERISTICAS DEL BIOREACTOR CONTINUO

Altura de la columna de vidrio: 29.00 cm.
Didmetro de la columna de vidrio: 2.50 cm.

Cantidad de enzima presente: 0.2435 g.

Altura del preparado dentro del bioreactor: 23.30 cm.




Foto N°4. Bioreactor Continuo de la a—Amilasa de Bacillus subtilis.
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Tabla N°5. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis en Bioreactor Continuo.

N° de Tiempo Miligramos de almiddn Porcentaje de
muestra (horas) hidrolizados Actividad (%)
1 0 230.00 92.00
2 3 218.33 87.33
3 6 216.67 86.67
4 9 215.00 86.00
5 12 211.67 84.67
6 15 208.33 83.33
7 18 201.67 80.67
8 21 198.33 79.33
9 24 175.00 70.00
10 27 153,33 61.33




N° de Tiempo Miligramos de almiddn Porcentaje de

muestra (horas) hidrolizados Actividad (%)
11 30 138.33 55.33
12 33 95.00 38.00
13 36 85.00 34.00
14 39 85.00 34.00
15 42 40.00 16.00
16 45 20.00 8.00
17 48 0.00 0.00
18 51 0 0.00
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Grafico N°10. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis en Bioreactor Continuo.
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La cantidad total de almidon adicionados en el bioreactor para ser hidrolizados fue de

25.20 g. (contenidos en los 1008.0 mL. de mezcla de sustrato que se hicieron pasar a traves

del bioreactor). Siendo hidrolizados 2.49 g. de almidon en un tiempo de 48 horas (ver tabla

N°5y grafico N°10).

4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CELULASA DE Aspergillus niger

EN SUS FORMAS LIBRE E INMOVILIZADA

Para determinar la actividad celulolitica fue necesario realizar ensayos previos (ver tabla

N°6), para establecer la cantidad de sustrato (hidroxietilcelulosa) y el tiempo de reaccién que

permitieran obtener resultados satisfactorios para el anélisis.

Tabla N°6. Determinacion del Tiempo y Cantidad de Sustrato Optimos para la

Cuantificacion de la Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger.

Celulasa de Hidroxietilcelulosa 1% Tiempo de Actividad (mg.
Aspergillus niger (mL.) Reaccién (horas) de glucosa
503.30 pg./mL. formados/mL.)
1.0 1.0 1 0.60
1.0 1.0 2 0.69
1.0 2.0 1 0.72
1.0 2.0 2 2.36
1.0 5.0 2 0.28
2.0 1.0 1 0.89
2.0 1.0 2 1/01/82
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En los resultados se observa que:

- La hidroxietilcelulosa por ser un sustrato de alto peso molecular provocd una
disminucion en la actividad de la celulasa, cuando éste fue colocado en mayor
cantidad. A esto hay que afadir que los productos mismos de la interaccion enzima-—
sustrato (celobiosa y glucosa) pueden inhibir a la celulasa.

- La proporcién enzima—sustrato que esté en contacto, influye de forma significativa en
la actividad de la enzima.

- Utilizando 1.0 mL. de enzima con 2.0 mL. de sustrato por un tiempo de reaccion de 2

horas se obtienen los parametros idéneos para evaluar la actividad enzimatica.

4.1. ACTIVIDAD CELULOLITICA EN FUNCION DEL pH

Para la determinacion de la actividad celulolitica se plantean las siguientes hipotesis:

Ho: La actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma libre e inmovilizada no
difiere de forma significativa frente a los cambios de pH.

H,: La actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma libre e inmovilizada difiere

de forma significativa frente a los cambios de pH.
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Tabla N°7. Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e Inmovilizada frente a los

cambios de pH (a temperatura ambiente).

Actividad Celulasa Actividad Celulasa
pH Libre (mg. de Inmovilizada (mg. de
glucosa/ mL.) glucosa/mL.)
4.0 2.96 1.41
5.0 2.19 0.83
6.0 3.04 1.72
7.0 2.48 1.62
8.0 2.82 0.97

Gréfico N°11. Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e Inmovilizada frente a los

cambios de pH (a temperatura ambiente).
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En la tabla N°7 y grafico N°11, en donde aparecen los resultados de la actividad de la

celulasa de Aspergillus niger libre e inmovilizada a diferentes pH a temperatura ambiente

(30—35°C) se observa que:

- La mayor actividad que presenta la celulasa tanto en su forma libre como
inmovilizada se da a un pH de 6.0, difiriendo este valor del pH 6ptimo teorico (7.0).

- Tanto la actividad de la celulasa libre como inmovilizada se ven afectadas por los
cambios de pH, por lo que el pH debe considerarse como un punto critico al trabajar
con esta enzima. Pero es de tomar en cuenta, que estos cambios son mas drasticos en
la celulasa inmovilizada.

« Al aplicar la distribucion ’t’” de student a los resultados obtenidos (ver anexo VI'y

VII) se acepta que: La actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma libre e

inmovilizada difiere de forma significativa frente a los cambios de pH.

4.2. ACTIVIDAD CELULOLITICA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

Para la determinacion de la actividad celulolitica en funcion de la temperatura se
plantearon las siguientes hipétesis:

Ho: La actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma libre e inmovilizada no
difiere de forma significativa frente a los cambios de temperatura.

H,: La actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma libre e inmovilizada difiere

de forma significativa frente a los cambios de temperatura.
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Tabla N°8. Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e Inmovilizada frente a los

cambios de Temperatura (al pH éptimo experimental).

Temperatura | Actividad Celulasa Libre |Actividad Celulasa Inmovilizada
(mg. de glucosa/ mL.) (mg. de glucosa/ mL.)
20°C 2.05 1.56
30°C 2.90 1.65
40°C 4.21 3.85
50°C 4,7 4.03
60°C 4.14 3.44

Gréfico N°12. Actividad de la Celulasa de Aspergillus niger Libre e Inmovilizada frente a los

cambios de Temperatura (al pH éptimo experimental).
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En la tabla N°8 y grafico N°12, en donde aparecen los resultados de la actividad de la
celulasa libre e inmovilizada a diferentes temperaturas, a pH constante de 6.0 (pH 6ptimo
determinado experimentalmente para la celulasa inmovilizada), se observa que:
La temperatura 6ptima para la celulasa libre y la inmovilizada es de 50°C, valor que
concuerda con el reportado en la teoria.
La tendencia que muestran los resultados de actividad de la celulasa tanto libre como

inmovilizada es en forma de campana, por lo que es importante mantener la
temperatura (50°C), ya que cambios en esta variable causan diferencias significativas

en la actividad enzimatica.

Al aplicar la distribucion *’t’” de student a los resultados obtenidos (ver anexo VI 'y

VII) se acepta que: La actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma libre e

inmovilizada no difiere de forma significativa frente a los cambios de temperatura.

5. DETERMINACION DEL TIEMPO DE ACTIVIDAD DE LA CELULASA DE
Aspergillus niger EN DIFERENTES SISTEMAS DE REACCION (BIOREACTORES
POR LOTE Y CONTINUO)

Para determinar la actividad de los bioreactores todas las pruebas y analisis realizados se
efectuaron por triplicado. Es de tomar en cuenta que en las tablas aparecen los promedios de

los datos obtenidos.
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Los bioreactores se hicieron funcionar a temperatura ambiente, debido a que las
condiciones del laboratorio y la configuracion de los bioreactores no permitia trabajar con las

temperaturas Optimas encontradas experimentalmente.

5.1. REACTOR ENZIMATICO POR LOTE PARA LA CELULASA DE Aspergillus
niger
Fue necesario determinar el tiempo de reaccion en que la enzima es capaz de hidrolizar

todo el sustrato (hidroxietilcelulosa), para lo que el bioreactor se hizo funcionar a diferentes

tiempos de reaccion (ver tabla N°9).

Tabla N°9. Determinacion del Tiempo Optimo de Reaccion de la Celulasa de Aspergillus

niger en el Bioreactor por Lote.

N° de Prueba Tiempo de Funcionamiento del Actividad (mg. de glucosa
Bioreactor (horas) formados/mL.)
1 0.5 1.45
2 1.0 1.49
3 2.0 1.33

Determindndose que el tiempo Optimo para que la reaccion enzima-sustrato en el

bioreactor por lote se lleve a cabo con mejores resultados es de 1 hora.
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La cantidad de sustrato adicionada al bioreactor cada vez que se realizaba un analisis era
de 20.0 mL. (que contenian 0.10 g. de hidroxietilcelulosa); cantidad necesaria para que todo el
preparado enzimético estuviera en contacto con el sustrato, de manera que dentro del

bioreactor la actividad de toda la enzima disminuyera uniformemente.

Las caracteristicas del bioreactor por lote de la celulasa después de ser montado eran las

siguientes (ver cuadro N°8):

Cuadro N°8. Caracteristicas del Bioreactor por Lote de la Celulasa de Aspergillus niger.

CARACTERISTICASDEL BIOREACTOR POR LOTE

Altura del vaso de precipitado: 7.00 cm.
Diametro del vaso de precipitado: 4.70 cm.

Cantidad de enzima presente: 0.0686 g.

Altura del preparado dentro del bioreactor: 2.80 cm.




Tabla N°10. Actividad en el Bioreactor por Lote de Celulasa de Aspergillus niger

Inmovilizada en funcién del Tiempo.

N° de Tiempo Actividad (mg. de glucosa
muestra (horas) formados / mL.)
1 0.5 1.45
2 15 1.49
3 3.5 1.33
4 4.5 7.59
5 55 6.21
6 6.5 5.96
7 7.5 5.45
8 8.5 5.06
9 9.5 4.46
10 10.5 0.77
11 115 0.10
12 12.5 0.07
13 135 0.00
14 145 0.00
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Gréfico N°13. Actividad en el Bioreactor por Lote de Celulasa de Aspergillus niger

Inmovilizada en funcién del Tiempo.

8 8

.deglucosa

Actividad
gy
%ormados/rrL)

BN W oA o
8 8 8

o
8

05 15 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145

Tiempo (horas)

—+— Bioreadior por loe

La cantidad total de hidroxietilcelulosa adicionada en el bioreactor fue de 1300 mg.

Forméndose 39.94 mg. de glucosa en un tiempo de 12 horas con 30 minutos (ver tabla N°10y

grafico N°13).
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5.2. REACTOR ENZIMATICO CONTINUO DE LA CELULASA DE Aspergillus niger
En este tipo de bioreactor el sustrato al ser suministrado por goteo, no logra estar en
contacto con todo el preparado enzimatico al pasar a través del bioreactor, por lo que la

pérdida de la actividad no se da al mismo tiempo en todo el preparado.

Las caracteristicas del bioreactor continuo de la celulasa después de su montaje eran las

siguientes (ver cuadro N°9):

Cuadro N°9. Caracteristicas del Bioreactor Continuo de la Celulasa de Aspergillus niger.

CARACTERISTICASDEL BIOREACTOR CONTINUO

Altura de la columna de vidrio: 27.00 cm.
Didmetro de la columna de vidrio: 2.40 cm.

Cantidad de enzima presente: 0.1228 g.

Altura del preparado dentro del bioreactor: 20.80 cm.




TablaN°11. Actividad en €l Bioreactor Continuo de Celulasa de Aspergillus niger

Inmovilizada.
N° de Tiempo Actividad (mg. de
muestra (horas) glucosa formados / mL.)
1 0 4.81
2 3 4.74
3 6 4.34
4 9 351
5 12 3.37
6 15 3.26
7 18 3.22
8 21 2.16
9 24 1.44
10 27 1.31
11 30 0.92
12 33 0.32
13 36 0.19
14 39 0.00
15 42 0.00

97



98

Grafico N°14. Actividad en el Bioreactor Continuo de Celulasa de Aspergillus niger
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La cantidad total de hidroxietilcelulosa adicionada en el bioreactor fue de 4410 mg.
(contenidos en 882.0 mL. de sustrato que se hicieron pasar a traves del bioreactor).

Habiéndose formado 33.59 mg. de glucosa en un tiempo de 36 horas (ver tabla N°11 y grafico

N°14).

6. APLICACION DEL PREPARADO EN AGUASRESIDUALES
Para determinar la actividad del preparado en aguas residuales, todas las pruebas y
andlisis realizados se efectuaron por triplicado. Mostrandose en las diferentes tablas los

promedios obtenidos de los datos experimentales.
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6.1. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA a-AMILASA DE Bacillus subtilis INMOVILIZADA
Habiendo determinado que el bioreactor por lote es mas efectivo para llevar a cabo la

reaccién enzima-sustrato; se procedio a tratar una muestra de agua de desechos de panaderia

(Panaderia X) que contenia harinas, colorantes, edulcorantes y sustancias grasas.

El agua residual de la panaderia contenia compuestos grasos que interferian en la
cuantificacion de la actividad de la enzima. Por lo que se efectu6 un pretratamiento a la
muestra, que consistié en emplear la sedimentacion y la decantacién como métodos fisicos. La
sedimentacion valiéndose de las densidades, permitio la separacion de las fases (no polar—

polar), para luego por medio de la decantacion separarlas en recipientes diferentes.

Posteriormente la muestra se ajusto al pH dptimo experimental utilizando buffer acetato

de pH 7.0 y ademas, se le adiciond cloruro de calcio 0.5 M, para activar a la enzima.

Al inicio se tomd una cantidad de muestra para determinar la cantidad de almidon
presente en ella. Lo cual sirve como pardmetro para determinar la efectividad de la enzima

luego de que la muestra es tratada enzimaticamente.
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Por ser desconocida la cantidad de almidon presente en la muestra, para determinar la

actividad de la a—amilasa fue necesario elaborar una curva de calibracion con soluciones

estandar de almiddn. Esta curva se elabora de la siguiente manera:

1. Colocar en un beaker aproximadamente 15 mL. de agua destilada y llevar a ebullicion

en un hot plate.

2. Al momento de ebullir el agua, colocar 1.25 g. de almidén previamente pesados.

Agitar hasta completa homogenizacion.

3. Dejar enfriar la soluciéon y luego transferir el contenido del beaker a un baldn

volumétrico de 25 mL. Aforar (solucion madre: 50 mg./mL.).

4. Posteriormente de la solucion madre de almidon de 50 mg./mL. tomar alicuotas y

preparar las diferentes soluciones patron de almidon (ver tabla N°12).

Tabla N°12 . Curva Patron de Almidén.

Solucién Madre de Volumen Concentracion Absorbancia
Almidén Aforado (mL.) del Estandar
(50.00 mg./mL.) (mg./mL.)

0.00 mL. 50.0 0.00 0.000
0.80 mL. 50.0 0.80 0.105
1.60 mL. 50.0 1.60 0.135
2.00 mL. 50.0 2.00 0.170
4.00 mL. 50.0 4.00 0.340
5.00 mL. 50.0 5.00 0.400
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Al realizar la regresion linal con los datos de absorbancia obtenidos, se determinaron los
siguientes valores:

R =0.994842, el cual indica que los datos tienen tendencia lineal.

m = 0.078347 (pendiente)

b =0.016691 (intercepto)

Utilizando la ecuacion de la linea recta: y = m x + b, se corrigieron los datos

experimentales (ver tabla N°13), con los cuales se elaboré el grafico (grafico N°15).

Tabla N°13. Datos Experimentales de la Curva Patron de Almidon Linearizados.

N° de patron Concentracion del Estandar Absorbancia
(mg./mL.)
1 0.0 0.01669
2 0.8 0.07937
3 1.6 0.14204
4 2.0 0.17339
5 4.0 0.33008
6 5.0 0.40843
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Grafico N°15. Curva Patron de Almidén (datos corregidos).
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Con ayuda del grafico N°15 y los datos obtenidos en la linearizacion (tabla N°13) fue

posible determinar la cantidad de almiddn presente en la muestra (ver tabla N°14) de desechos

de panaderia que se tratd enzimaticamente.
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Tabla N°14. Actividad del Preparado (a—Amilasa Inmovilizada) en Aguas Residuales.

Muestra Absorbancia mg. de almidén
presentes en la muestra
ALMIDON
Inicio (sin 0.35 4.25 HIDROLIZADO DESPUES
tratamiento DEL TRATAMIENTO
enzimatico) 0.37 4.50 55.88%
0.37 4.50
Promedio: 4.42
Final (luego del 0.15 1.70
tratamiento)
0.18 2.08
0.18 2.08
Promedio: 1.95

Segln los resultados obtenidos en la determinacién de la actividad (ver tabla N°14)

puede observarse que hubo disminucion en la cantidad de almidén presente en la muestra

inicial luego de ser tratada enziméticamente en el bioreactor por lote de a-amilasa,
poniéndose en evidencia que el sistema ejerce su funcién. Sin embargo, el porcentaje de
almiddn hidrolizado (55.88%) no fue el esperado, lo cual podria deberse a que las sustancias
grasas presentes en la muestra tratada forman una pelicula liquida estacionaria alrededor del

soporte, dificultando la formacién del complejo enzima—sustrato.
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6.2. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CELULASA DE Aspergillusniger INMOVILIZADA
Segun los resultados obtenidos experimentalmente al igual que en la a—amilasa el
bioreactor por lote es el mas efectivo para llevar a cabo la reaccion enzima—sustrato. Por lo

tanto, éste fue el utilizado para tratar una muestra de desechos que contenia celulosa (muestra

obtenida de Fébrica de Papel y Carton Y).

A la muestra se le ajust6 el pH utilizando buffer citrato de pH 6.0, para darle a la enzima

las condiciones dptimas de trabajo.

Se tomd una cantidad de muestra previa al tratamiento enzimatico para determinar la
cantidad posible de glucosa presente en ella. Sirviendo de parametro para determinar la

efectividad de la enzima luego de que la muestra es tratada.

Los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad fueron (ver tabla N°15):

Tabla N°15 . Actividad del Preparado (Celulasa Inmovilizada) en Aguas Residuales.

Muestra Actividad (mg. de glucosa formados/ mL.)

Inicio (sin tratamiento) 0.50

Final (con tratamiento enzimatico) 1.40
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Por lo que los miligramos de glucosa que se forman después del tratamiento del agua
residual es de 0.90 mg./mL. Cantidad muy baja si se compara con los datos obtenidos en la
determinacion de actividad del bioreactor por lote utilizando como sustrato hidroxietilcelulosa
0.5%; esto puede deberse a que la muestra que genera esta Industria (Fabrica de Papel y
Cartén Y), contenia ademas de celulosa compuestos organicos e inorganicos (tales como
carbonato de calcio, colorantes, hipoclorito de sodio y en gran cantidad iones calcio y
magnesio) que podrian ocasionar inhibicion parcial de la enzima (aunque esos compuestos en

la bibliografia no sean reportados como inhibidores de la celulasa).

7. DETERMINACION DE LA FORMA DE PRESENTACION DEL PREPARADO
ENZIMATICO
7.1. ALMACENAMIENTO DEL PREPARADO (a—AMILASA DE Bacillussubtilis): EN
SECO O HUMEDO

Para la determinacion de la forma de presentacion de la a—amilasa de Bacillus subtilis en
base al tipo de almacenamiento (en seco o hiumedo) se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: La actividad de la a—amilasa inmovilizada almacenada en seco no difiere de forma
significativa de la almacenada en himedo.

H,: La actividad de la a—amilasa inmovilizada almacenada en seco difiere de forma

significativa de la almacenada en humedo.
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Tabla N°16. Monitoreo de la Actividad de a—Amilasa de Bacillus subtilis Inmovilizadada

almacenada en Seco y Himedo.

Tiempo Actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis (%6)
(Semanas) Almacenada en Seco Almacenada en Himedo
1 92.54 92.26
2 89.72 83.22
3 86.68 76.66
4 56.20 68.34
5 -—= 68.18
6 -—= 67.56
7 - 63.94

Grafico N°16. Monitoreo de la Actividad de a—Amilasa de Bacillus subtilis

Inmovilizada almacenada en Seco y Himedo.
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Como puede observarse en la tabla N°16 y grafico N°16 en las tres primeras semanas del

monitoreo, la a—amilasa al estar almacenada en seco presentaba mayor actividad con respecto
a la almacenada en humedo. Decayendo la actividad entre la cuarta y quinta semana, lo cual

pudo deberse al desarrollo de hongos que se generd en el soporte de la enzima inmovilizada.

La enzima al estar almacenada en hiumedo presenta pérdida parcial de su actividad a
medida que transcurre el tiempo. Disminuyendo desde un 92.26% en la primera semana, a un

63.94% en la séptima semana.

Al aplicar la distribucion *’t” de student a los resultados obtenidos (ver anexo VI 'y VII)

se acepta que: La actividad de la a—amilasa inmovilizada almacenada en seco no difiere de

forma significativa de la almacenada en himedo.
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7.2. ALMACENAMIENTO DEL PREPARADO (CELULASA DE Aspergillusniger): EN
SECO O HUMEDO
Para la determinacién de la forma de presentacion de la celulasa de Aspergillus niger en
base al tipo de almacenamiento (en seco o hiumedo) se plantearon las siguientes hipotesis:
Ho: La actividad de la celulasa inmovilizada almacenada en seco no difiere de forma
significativa de la almacenada en humedo.

H.: La actividad de la celulasa inmovilizada almacenada en seco difiere de forma
significativa de la almacenada en himedo.

Tabla N°17. Monitoreo de la Actividad de Celulasa de Aspergillus niger Inmovilizada
almacenada en Seco y Himedo.

Tiempo Actividad de Celulasa Inmovilizada
(Semanas) (mg. de glucosa formados/mL..)
Almacenada en Seco Almacenada en Himedo
1 5.03 4.03
2 2.60 3.21
3 2.58 2.80
4 0.62 0,49
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Gréfico N°17. Monitoreo de la Actividad de Celulasa de Aspergillus niger Inmovilizada

almacenada en Seco y Himedo.
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Segun los resultados que aparecen en la tabla N°17 y grafico N°17, la celulasa

inmovilizada en refrigeracion (entre 8—10°C) almacenada tanto en seco o himedo es un medio
propicio para el desarrollo de hongos; produciéndose entre la cuarta y quinta semana el
crecimiento de los mismos. Por lo que no puede ser almacenada por largos periodos de
tiempo.

Al aplicar la distribucién *’t’” de student a los resultados obtenidos (ver anexo VI y VII)

se acepta que: La actividad de la celulasa inmovilizada almacenada en seco no difiere de

forma significativa de la almacenada en himedo.
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7.3. EFECTIVIDAD DEL PREPARADO AL ESTAR LAS ENZIMAS EN FORMA

INDIVIDUAL O MEZCLADAS

Las caracteristicas de los bioreactores por lote, en forma de presentacion individual y

mezclada de la a—amilasa de Bacillus subtilisy de la celulasa de Aspergillus niger después de

ser montados aparecen en los cuadros N°10y N°11.

Cuadro N°10. Caracteristicas de los Bioreactores por Lote de la a—Amilasa de Bacillus

subtilisy de la Celulasa de Aspergillus niger en la Determinacion de la

Actividad en Forma de Presentacion Individual.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD EN PRESENTACION
INDIVIDUAL

CARACTERISTICAS DEL
BIOREACTOR DE a-AMILASA DE
Bacillus subtilis

CARACTERISTICAS DEL
BIOREACTOR DE CELULASA DE
Aspergillus niger

Altura de la columna de vidrio: 29.00 cm. |-

Didmetro de la columna de vidrio:
2.30cm.

Cantidad de enzima presente: 0.3000 g.

Altura del preparado dentro de la columna

Altura del vaso de precipitado: 6.00 cm.
Diametro del vaso de precipitado: 9.8 cm.
Cantidad de enzima presente: 0.3000 g.
Altura del preparado dentro del vaso de

precipitado: 2.80 cm.




111

Cuadro N°11. Caracteristicas del Bioreactor por Lote de la a—Amilasa de Bacillus subtilisy

Celulasa de Aspergillus niger en la Determinacion de la Actividad en Forma

de Presentacién Mezclada.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD EN PRESENTACION MEZCLADA

CARACTERISTICAS DEL BIOREACTOR

Altura del vaso de precipitado: 12.00 cm.

Diametro del vaso de precipitado: 9.8 cm.

subtilisy 0.3000 g. de celulasa de Aspergillus niger

Altura del preparado dentro del vaso de precipitado: 6.00 cm.

Cantidad de enzima presente en el bioreactor: 0.3000 g. de a—amilasa de Bacillus

Tabla N°18. Actividad de las Enzimas Inmovilizadas en Forma de Presentacién Individual

y Mezclada.
FORMA SUSTRATO PARA LA PARA LA a-
DE CELULASA: AMILASA:
PRESENTACION mg. de glucosa porcentaje de
formados/mL. actividad (%)

Individual (a—
amilasa)

Equivalente a 750 mg.
de almidon.

Ajustado a pH 7.0 con
buffer acetato

100.00
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FORMA
DE
PRESENTACION

SUSTRATO

PARA LA
CELULASA:
mg. de glucosa
formados/mL.

PARA LA a-
AMILASA:
porcentaje de
actividad (%)

Individual (celulasa)

Equivalente a 250 mg.
de hidroxietilcelulosa.
Ajustado a pH 6.0 con
buffer citrato

6.34

Mezclada

Equivalente a 2500 mg.
de almidon.

Ajustado a pH 7.0 con
buffer acetato

97.37

Equivalente a 500 mg.
de hidroxietilcelulosa.
Ajustado a pH 6.0 con
buffer citrato

0.77

Equivalente a 1250 mg.

de almidon y 250 mg.
de hidroxietilcelulosa.
Ajustados a pH 7.0 con
buffer acetato

1.18

41.23

Equivalente a 1250 mg.
de almidon y 250 mg.
de hidroxietilcelulosa.
Ajustados a pH 6.0 con
buffer citrato

1.64

100.00
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En base a los resultados obtenidos (ver tabla N°18) se observa que:

La a—amilasa y celulasa presentan un grado de actividad deseable al ser utilizadas en
forma individual, siempre y cuando se mantenga el pH éptimo de actividad.

Las enzimas en forma de presentacion mezclada pueden ser utilizadas si el pH de
trabajo es 6.0 (ajustado con buffer citrato).

Si se utilizan en forma mezclada a un pH de 7.0 (ajustado con buffer acetato) la
actividad decay0 considerablemente en un 58.77% cuando se encontraban presentes

ambos sustratos.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

- Latécnica de Atrapamiento en gel de agar ofrece varias ventajas a las enzimas que se

inmovilizaron (a—amilasa de Bacillus subtilis y celulasa de Aspergillus niger). Entre

ellas estan:

1. La técnica permite que el preparado inmovilizado sea reutilizado, compensando el
precio de las enzimas en su forma libre. Por lo que la técnica de atrapamiento en
gel se considera un proceso rentable.

2. La facilidad de moldeo de la enzima con el soporte y la obtencion de
caracteristicas fisicas deseables en el preparado (apariencia, brillo y consistencia).

3. No se cambia la estructura de las enzimas puesto que contintan ejerciendo su

actividad después del proceso de inmovilizacion.

« Aunque el método de inmovilizacién empleado (atrapamiento en gel de agar) da lugar
a una pérdida de la actividad de las enzimas, este método permite la reutilizacion del
preparado inmovilizado por un periodo de tiempo tan largo como su estabilidad lo
permita. Se considera que el Unico camino efectivo para minimizar esta pérdida es la
optimizacion de las condiciones de reaccion (el pH, la temperatura, flujo del sustrato

y tiempo de reaccion).
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Al utilizar la enzima a—amilasa de Bacillus subtilis de forma inmovilizada en agar—

agar debe ajustarse el pH del sustrato a un valor de 7.0 con buffer acetato y la

temperatura debe estar controlada a 50°C.

Los parametros de trabajo 6ptimos, determinados experimentales para la celulasa de

Aspergillus niger de forma inmovilizada son, pH del sustrato ajustado a 6.0 con buffer

citrato y temperatura de trabajo 50°C.

En base a los resultados obtenidos, la configuracién del bioreactor que permite un
mejor aprovechamiento de la actividad de las enzimas inmovilizadas, es el bioreactor

por lotes.

En base a los resultados obtenidos a nivel de laboratorio tanto la enzima a—amilasa de
Bacillus subtilis como la celulasa de Aspergillus niger en forma inmovilizada, si se

encuentran en forma individual pueden emplearse en bioreactores por lote.
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« Segun los resultados obtenidos en el laboratorio el bioreactor por lote presenta dos
desventajas:

1. Que el reactor —columna o tanque (segun la configuracion del bioreactor)— debe
llenarse al ser utilizado y vaciado al finalizar cada lote tratado enzimaticamente, lo
cual implica tiempo y por tanto pérdida de la productividad del proceso.

2. Que por la configuracién del sistema puede haber compresion del preparado y por
tanto obstruccion en el contacto enzima-sustrato. Ocasionando disminucion en la

efectividad del bioreactor.

- La forma de presentacion del preparado debe ser en forma individual. Y debera

almanecenarse en forma himeda para ambas enzimas (a una temperatura entre 4-

10°C para evitar la proliferacion de hongos). De esta manera, el preparado tiene
mayor duracion al estar en almacenamiento, ya que estando en forma seca ademas de
verse afectada la actividad de las enzimas podria llegar a resecarse el soporte,

ocasionando la pérdida de integridad del preparado.

- Para un mejor aprovechamiento dentro del proceso al emplear bioreactores por lote o
en general cualquier tipo de bioreactor con enzimas inmovilizadas, se hace necesario

monitorear continuamente la actividad del preparado.
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CAPITULOV

RECOMENDACIONES

RECOMENDACION GENERAL

Que sélo la investigacion enfocada a solucionar problemas reales, puede causar cambios
en la mentalidad de los futuros profesionales de cualquier area, ya que asi entra en juego no
solo el cumplimiento de un determinado requisito académico, sino, el desarrollo de una

sensibilizacidn ante las necesidades que afrontamos como sociedad.

Y esto puede ser posible en la Facultad de Quimica y Farmacia, si se cuentan con los
recursos necesarios y se incorporan actividades de caracter investigativo en donde exista una

relacion flexible y creativa entre los docentes y los estudiantes.

RECOMENDACIONES ESPECIFICAS
- Mantener y utilizar el preparado inmovilizado en condiciones asépticas para evitar el
crecimiento de hongos que puedan tener un efecto perjudicial sobre el funcionamiento

del bioreactor por el ataque directo al preparado enzimatico.
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Investigar la posibilidad de afadir alguna sustancia antifingica al preparado para
evitar la proliferacién de hongos a la que es suceptible, tomando en cuenta que no

debe causar inhibicion en la actividad de las enzimas.

Ensayar la inmovilizacién con otros soportes en los que se minimizen las desventajas

encontradas en este trabajo de investigacién, de manera que se tenga un estudio

comparado de la actividad de las enzimas a—amilasa de Bacillus subtilisy celulasa de
Aspergillus niger en los diferentes soportes. Para poder asi, tener un mejor criterio de

seleccion del soporte en base a datos experimentales.

Monitorear la actividad enzimatica de la a—amilasa de Bacillus subtilis y celulasa de
Aspergillus niger en bioreactores continuos con recirculacion del sustrato. Para
determinar si es mas efectivo al ser utilizado para el pretratamiento de aguas

residuales con respecto a los bioreactores estudiados.

Realizar estudios a nivel de laboratorio y a nivel industrial, en los que se tomen en

cuenta las necesidades especificas de una Industria en donde la utilizacion de la a-
amilasa de Bacillus subtilisy celulasa de Aspergillus niger en forma inmovilizada sea
una alternativa real para el pre—tratamiento de desechos que contengan almidon y

celulosa. Verificando asi, la rentabilidad de este proceso a nivel industrial.
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- Llevar a cabo investigaciones en donde se experimente a nivel de laboratorio las

diferentes posibilidades de aplicacion de las enzimas a—amilasa de Bacillus subtilisy

celulasa de Aspergillus niger en diferentes procesos industriales.
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ANEXO |

SECUENCIA DE AMINOACIDOS QUE CONFORMAN LA
ESTRUCTURA DE LA a-AMILASA DE Bacillus subtilis®

......... Leu Thr AlaPro 45

46 Ser lleLys Ser Gly Thr lle Leu HisAlaTrp Asn Trp Ser Phe 60

61 Asn Thr Leu LysHisAsn Met LysAsp lleHisAsp AlaGly Tyr 75

76 Thr Alalle GIn Thr Ser Pro lle Asn GIn Va LysGlu Gly Asn = 90

91 GInGly Asp Lys Ser Met Ser Asn Trp Tyr Trp Leu Tyr GIn Pro 105
106 Thr Ser Tyr Gln lle Gly Asn Arg Tyr Leu Gly Thr Glu GIn Glu 120
121 Phe Lys Glu Met Cys AlaAlaAlaGlu Glu Tyr Gly lleLysVa 135
136 1le Va AspAla Vd lleAsnHisThr Thr Ser Asp Tyr AlaAla 150
151 lleSer Asn Glu Va Lys Ser llePro Asn Trp Thr HisGly Asn 165
166 Thr GlnlleLys Asn Trp Ser Asp Arg Trp Asp Val Thr GIn Asn 180

181 Ser Leu Leu Gly Leu Tyr Asp Trp Asn Thr GIn Asn Thr GIn Val 195

196 GIn Ser Tyr Leu Lys Arg Phe Leu Asp Arg AlaLeu Asn Asp Gly 210
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(Continuacion)

211 Ala Asp Gly Phe Arg Phe Asp Ala Ala Lys His lle Glu Leu Pro 225
226 Asp Asp Gly Ser Tyr Gly Ser GIn Phe Trp Pro Asn lle Thr Asn 240
241 Thr Ser Ala Glu Phe GIn Tyr Gly Glu lle Leu GIn Asp Ser Ala 255
256 Ser Arg Asp Ala Ala Tyr Ala Asn Tyr Met Asp Val Thr Ala Ser 270
271 Asn Tyr Gly His Ser lle Arg Ser Ala Leu Lys Asn Arg Asn Leu 285
286 Gly Val Ser Asn lle Ser His Tyr Ala Ser Asp Val Ser Ala Asp 300
301 Lys Leu Val Thr Trp Val Glu Ser His Asp Thr Tyr Ala Asn Asp 315
316 Asp Glu Glu Ser Thr Trp Met Ser Asp Asp Asp lle Arg Leu Gly 330
331 Trp Ala Val lle Ala Ser Arg Ser Gly Ser Thr Pro Leu Phe Phe 345
346 Ser Arg Pro Glu Gly Gly Gly Asn Gly Val Arg Phe Pro Gly Lys 360
361 Ser GlIn lle Gly Asp Arg Gly Ser Ala Leu Phe Glu Asp GIn Ala 375

376 lle Thr Ala Val Asn Arg Phe His Asn Val Met Ala Gly GIn Pro 390

391 Glu Glu Leu Ser Asn Pro Asn Gly Asn Asn Gln Ille Phe Met Asn 405

406 GIn Arg Gly Ser His Gly Val Val Leu Ala Asn Ala Gly Ser Ser 420

421 Ser Val Ser lle Asn Thr Ala Thr Lys Leu Pro Asp Gly Arg Tyr 435




130

(Continuacion)

436 Asp Asn Lys Ala Gly Ala Gly Ser Phe GIn Val Asn Asp Gly Lys 450
451 Leu Thr Gly Thr lle Asn Ala Arg Ser Val Ala Val Leu Tyr Pro 465
466 Asp Asp lle Ala Lys Ala Pro His Val Phe Leu Glu Asn Tyr Lys 480
481 Thr Gly Val Thr His Ser Phe Asn Asp GIn Leu Thr lle Thr Leu 495
496 Arg Ala Asp Ala Asn Thr Thr Lys Ala Val Tyr GlIn lle Asn Asn 510
511 Gly Pro Asp Asp Arg Arg Leu Arg Met Glu lle Asn Ser GIn Ser 525
526 Glu Lys Glu lle GIn Phe Gly Lys Thr Tyr Thr Ile Met Leu Lys 540
541 Gly Thr Asn Ser Asp Gly Val Thr Arg Thr Glu Lys Tyr Ser Phe 555
556 Val Lys Arg Asp Pro Ala Ser Ala Lys Thr Ile Gly Tyr GIn Asn 570
571 Pro Asn His Trp Ser GIn Val Asn Ala Tyr lle Tyr Lys His Asp 585
586 Gly Ser Arg Val lle Glu Leu Thr Gly Ser Trp Pro Gly Lys Pro 600
601 Met Thr Lys Asn Ala Asp Gly Ile Tyr Thr Leu Thr Leu Pro Ala 615
616 Asp Thr Asp Thr Thr Asn Ala Lys Val lle Phe Asn Asn Gly Ser 630

631 Ala GIn Val Pro Gly GIn Asn GIn Pro Gly Phe Asp Tyr Val Leu 645

646 Asn Gly Leu Tyr Asn Asp Ser Gly Leu Ser Gly Ser Leu Pro His 660
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ANEXO Il

PREPARACION DE REACTIVOS

REACTIVOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD AMILOLITICA

Solucién de a—amilasa libre 500 pg./mL.

Material.
x 0.5 g. de a—amilasa de Bacillus subtilis

x Agua destilada

Procedimiento.

Diluir la enzima con agua destilada, y llevar a una concentracion de 500 mg./mL.

Buffer acetato de sodio 0.1 N pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 vy 8.0 (250 mL. de c/u)

Material.
x 3.40 g. de acetato de sodio
x Agua destilada

x 20.0 mL. &cido acético glacial

Procedimiento general.

Pesar 3.40 g. de acetato de sodio para preparar 250 mL. Disolver el acetato de sodio en
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100 mL. de agua destilada. Calibrar el potenciometro. Llevar a pH deseado con acido acético

glacial concentrado o hidréxido de sodio 0.1N. Colocar en balén de 250 mL. y llevar a

volumen con agua destilada.

Solucién de almiddén al 1% (100 mL. preparacion reciente)

Material.

x 1.5 g. de almidon soluble

x Agua destilada

Procedimiento.

Adicionar lentamente el almidén soluble a un balén volumétrico de 100 mL.

conteniendo 50 mL. de agua caliente a 80°C. Aforar con agua destilada y agitar hasta

homogenizacién completa.

Cloruro de calcio 0.5 M (250 mL.)

Material.

x 13.88 g. de cloruro de calcio

x Agua destilada
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Procedimiento.

En un beaker de 100 mL. disolver el cloruro de calcio con agua destilada. Colocar la

solucion en un balon volumétrico de 250 mL. y aforar con agua destilada.

- Acido clorhidrico 1 N (500 mL.)

Material.
x 425 mL. de 4cido clorhidrico concentrado

Agua destilada

>

x 0.75 g. de carbonato de sodio anhidro

x Rojo de metilo TS

Procedimiento.

Colocar aproximadamente unos 300 mL. de agua destilada en un balon volumétrico de
500 mL. Luego colocar el bal6n volumétrico en bafio de hielo y comenzar a afiadir el acido

clorhidrico concentrado. Posteriormente llevar a volumen con agua destilada.

La solucion preparada debe estandarizarse de la siguiente manera: Pesar el carbonato de
sodio anhidro (previamente calentado a una temperatura de 270°C por 1 hora). Disolver el
carbonato de sodio anhidro en 100 mL. de agua Yy afiadir 2 gotas de rojo de metilo TS.
Colocar el acido en una bureta y afiadirlo lentamente a la solucién del estandar primario con

constante agitacion hasta que la solucién se torne rosado palido. Calentar nuevamente y seguir
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titulando hasta que el color rosado palido obtenido no se vea afectado por la ebullicion.
Calcular la normalidad. Cada 52.99 mg. de carbonato de sodio anhidro es equivalente a 1 mL.

de 4cido clorhidrico 1 N.

Rojo de metilo TS (100 mL.)

Material.
x 100 mg. de rojo de metilo

x Alcohol

Procedimiento.

Disolver el rojo de metilo con alcohol en un bal6n volumétrico de 100 mL. Agitar y

posteriormente aforar con alcohol.

Acido clorhidrico 0.1 N (250 mL..)

Material.
x 2.15mL.. de 4cido clorhidrico concentrado

x Agua destilada
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Procedimiento.

Colocar aproximadamente unos 200 mL. de agua destilada en un balén volumétrico de
250 mL. Luego colocar el balén volumétrico en bafio de hielo y comenzar a afadir el acido

clorhidrico concentrado. Posteriormente llevar a volumen con agua destilada.
Posteriormente estandarizar la solucion tal como aparece en la preparacion de &cido
clorhidrico 1 N. Calcular la normalidad. Cada 5.299 mg. de carbonato de sodio anhidro es

equivalente a 1 mL. de acido clorhidrico 0.1 N.

+ Lugol (45 mL)

Material.
x 0.3 g. de yoduro de potasio
x 0.15 g. de yodo metalico

x Agua destilada

Procedimiento.

Mezclar el yodo metalico con el yoduro de potasio en un mortero y triturar a polvo fino;
afiadir un poco de agua destilada y transferir a un vaso de precipitado tarado a 45 mL. Llevar

a volumen, agitar y mezclar completamente.
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REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA

Solucién de celulasa libre (503.30 pg./mL.)

Material.
x 0.0503 g. Celulasa de Aspergillus niger

x Agua destilada

Procedimiento.

Disolver la enzima en agua destilada y llevar la solucion a una concentracion de

503ug./mL.

Buffer de citratos 0.1 M pH 4.0 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0 (100 mL. c/buffer)

Material.
x 14.71 g. de citrato de sodio
x Agua destilada

x 10.51 g. de acido citrico

Procedimiento general.

En un balén volumétrico de 1000 mL. conteniendo 600 mL. de agua, adicionar el citrato

de sodio. Mezclar hasta completa disolucion. Llevar a volumen con agua destilada.
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En otro balén volumétrico de 1000 mL. conteniendo 600 mL. de agua, adicionar el acido

citrico y mezclar hasta completa disolucion. Luego llevar a volumen con agua destilada.

Posteriormente mezclar volimenes de las dos soluciones, hasta alcanzar el pH de la

solucion amortiguadora que se desee. Después de ajustado el pH que se desee. Adicionar ésta

mezcla de solucion en un balén de 100 mL. y llevar a volumen con agua libre de CO..

« Solucién patron de carboximetilcelulosa 1% (200 mL. preparacion reciente)

Material.
x 3.0 g. de carboximetilcelulosa

x Agua destilada

Procedimiento.

En un balon volumétrico de 200 mL. colocar 50 mL. de agua destilada caliente a 80°C.

Adicionar la carboximetilcelulosa y disolver. Aforar y homogenizar con agitacion ligera.
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

1. INMOVILIZACION DE LAS ENZIMAS, EN FORMA INDIVIDUAL (a-AMILASA

Y CELULASA)

EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Balanza Analitica

Vasos de precipitado

o—Amilasa de Bacillus

subtilis SIGMA 10070

Hot Plate Colador plastico Celulasa de Aspergillus niger
SIGMA 22174
Refrigerador Microespatulas Agar—agar

Bafio de Agua

Agitadores de vidrio

Agua destilada estéril

Balanza Granataria

Vidrios de reloj

Glicerina

Mechero

Termometro

Buffer citrato

Jeringas de 30, 10, 5, 1cc.

Cloruro de calcio 0.05 M

Matraces Erlenmeyer
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2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS EN SUS FORMAS

LIBRESE INMOVILIZADAS

2.1. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE LA

ACTIVIDAD AMILOLITICA A DIFERENTESpH Y TEMPERATURAS

EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

pHmetro

Tubos de ensayo

con tapon de rosca

Solucién de a—amilasa de Bacillus subtilis

volumétricos

Bafio de Maria Termometro a—amilasa de Bacillus subtilis SIGMA 10070
inmovilizada en agar—agar.
Balanza Granataria |Balones Solucién de almidoén al 1%

Balanza Analitica

Agitadores de

vidrio

Buffer acetato de sodio 0.1 N pH: 5.0, 6.0, 7.0,

7.5y 8.0

Refrigerador

Celdas para leer en

Espectronic 20D

Cloruro de calcio 0.5 M

Hot Plate

Microespatulas

Cloruro de calcio 0.05 M
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EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Espectronic 20D

Pipetas

volumétricas

Acido clorhidrico 1.0 N

Vasos de

precipitado

Acido clorhidrico 0.1N

Pipetas Mohr

Lugol

Vidrio de reloj

Agua Destilada

Espéatulas

Pizeta

2.2. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE LA

ACTIVIDAD CELULOLITICA A DIFERENTESpH Y TEMPERATURAS

EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Espectrofotometro

UV-Vis Lambda 12

de hemblisis

Tubos de ensayo con Celulasa de Aspergillus niger SIGMA

tapon de rosca y tubos  |22174 inmovilizada en agar—agar
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EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Hot Plate

Micropipeta de
capacidad variable,

hasta 100 pL.

Solucidn de Celulasa de Aspergillus niger

Balanza Granataria

Celdas para leer en
espectrofotometro UV-

Vis Lambda 12

Buffer citrato 0.05 M pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0

y 8.0

Bafio de Agua

Vasos de precipitado

Solucidn de hidroxietilcelulosa 1%

pHmetro

Balones volumétricos

Test enziméatico—colorimétrico GOD-

PAP SPINREACT

Balanza Analitica

Microespatulas

Agua destilada

Termometro

Gradillas

Vidrios de reloj

Pipetas volumeétricas

Pipeteador




142

EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Agitadores de vidrio

Pizeta

3. EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS PARA DETERMINAR EL TIEMPO DE

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS

3.1. EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DEL

TIEMPO DE ACTIVIDAD DE LA a-AMILASA DE Bacillus subtilis

EQUIPO MATERIAL REACTIVOS
Balanza Columna de vidrio a—amilasa de Bacillus subtilis SIGMA
Granataria 10070 inmovilizada en agar—agar
Hot Plate Balones volumétricos Solucion de almidon al 5%

Espectronic 20D

Pipetas volumeétricas

Acido clorhidrico 0.1 N

Refrigerador

Pipetas de Mohr

Cloruro de calcio 0.05 M

Probeta

Cloruro de calcio 0.5 M
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EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Vasos de precipitado

Buffer acetato de pH 6ptimo determinado

experimentalmente

Agitadores de Vidrio

Lugol

Espatulas

Agua estéril

Microespatulas

Agua destilada

Soporte metéalico

Pinza de sostén

Pinza de extension

Celdas para leer en

Espectronic 20D

Contenedor para sustrato

con regulador de flujo
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3.2 EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS PARA DETERMINAR EL TIEMPO DE

ACTIVIDAD DE LA CELULASA DE Aspergillus niger

EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Balanza Granataria

Columna de vidrio

Celulasa de Aspergillus niger SIGMA

22174 inmovilizada en agar—agar

Hot Plate

Balones volumétricos

Solucidn de hidroxietilcelulosa 0.5%

Bafio de Agua

Pipetas volumeétricas

Buffer citrato de pH 6ptimo determinado

experimentalmente

Refrigerador

Tubos de hemblisis

Agua estéril

Espectrofotémetro

UV-Vis Lambda 12

Micropipeta de
capacidad variable,

hasta 100 pL.

Test enziméatico—colorimétrico GOD-PAP

SPINREACT

Celdas para leer en
espectrofotometro

UV-Vis Lambda 12

Agua destilada

Agitadores de Vidrio

Termometro
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EQUIPO

MATERIAL

REACTIVOS

Gradillas

Microespatulas

Soporte metélico

Pinza de sostén

Pinza de extension

Vasos de precipitado

Contenedor para

sustrato con regulador

de flujo
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ANEXO IV

CERTIFICADOSDE ANALISIS



147



148

ANEXO YV

METODO DE ANALISISESTADISTICO: DISTRIBUCION "’t"" DE
STUDENT®?

La prueba de la hipdtesis es una rama de la inferencia estadistica, en la cual se decide si

una afirmacién o conjetura acerca de un parametro poblacional es o no verdadera.

En el andlisis de una hipdtesis, se sabe que los valores estadisticos de la muestra, tales
como las medias y las varianzas, son muy utiles, como estimaciones puntuales de los

parametros poblacionales correspondientes.

Para el analisis de una muestra, el proceso basico para la prueba de significacién se debe

seguir de la siguiente manera:

« Formulacion de dos hipdtesis. La primera es la hipdtesis nula (Ho), la cual afirma la
verdad, expresa que el parametro de la poblacién es como se ha especificado; la
segunda es la Hipotesis alternativa o hipétesis de investigacion (H;), la cual contradice
a la primera, es decir es falsa, ya que ofrece una alternativa a la proposicion.

- ldentificacién de una distribucion de muestreo apropiada, segun el tamafio de
muestra. Utilizando para muestras mayores de 30 la “distribucion normal” y para

menores de 30 la “distribucién t de student”.
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. Célculo del valor estadistico de la prueba.

- Comparacion del valor estadistico de la muestra con el valor critico de la distribucion
tedrica apropiada, segun el riesgo de error que se esté dispuesto a asumir.
Rechazandose la hipotesis nula si el valor estadistico de la prueba excede (en valor
absoluto) los valores criticos de la distribucion teorica; en caso contrario se acepta la

hipotesis nula.

Al tomar una decision a partir de una hipotesis basada en la teoria de la probabilidad se

pueden cometer dos tipos de errores, presentandose posibilidades de la siguiente forma:

ACCION A TOMAR Sl Ho ESVERDADERA Sl Ho ESFALSA
Aceptar H, Decision correcta Error tipo 11
Rechazar H, Error tipo | Decision correcta

Los valores criticos que generalmente se relacionan en las pruebas de significacion son
los valores que corresponden a los riesgos del 1% y 5% de rechazar la hipétesis nula, cuando
es verdadera, por lo tanto el investigador debe decidir cual es el error que esta dispuesto a
asumir, de acuerdo a la naturaleza del fenémeno que se investiga. La probabilidad de rechazar

una hipotesis nula (Error tipo 1) recibe el nombre de nivel de significacion (a) de la prueba.
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DISTRIBUCION "'t"" DE ESTUDENT
Este tipo de distribucion se realiza cuando se necesita analizar muestras pequefias

(muestras menores de 30), por razones de economia de tiempo y reduccién de costos.

Se debe sefialar que no existe solo una, sino varias distribuciones t. Cada una esta

asociada con los grados de libertad (v), el cual se refiere al nimero de valores libres para
variar después de haber impuesto ciertas restricciones a los datos y se definen como el nimero

de muestras observadas (n) menos uno.

v=n-1

PRUEBAS DE SIGNIFICACION PARA DOSMUESTRAS INDEPENDIENTES
Los grados de libertad utilizados en éste tipo de distribucion se calculan de la siguiente

manera:

U =(ng+ny)-2

En donde:
n; = ndmero de muestras analizadas de la primera serie

n,= numero de muestras analizadas de la segunda serie
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La prueba t no relacionada se usa para disefios en los cuales se estudia una variable
independiente bajo dos condiciones, cuando hay diferentes sujetos en las dos condiciones.

Utilizando la ecuacién siguiente:

tc= Z—YZ
N S;2+n,S? . 1 +1
ng+n,—2 \ Ny N,

En donde : $?2= ¥ (X;=X)? Eslavarianza
n-1

X1 = Media aritmética para la primera serie analizada
X, = Media aritmética para la segunda serie analizada
n; = ndmero de muestras analizadas de la primera serie

n,= numero de muestras analizadas de la segunda serie

El contraste se hace comparando el valor t de la prueba con el valor critico de t para un
determinado nivel de significacion. La diferencia entre las dos medias muestrales se considera
significativa al 5%, si el valor absoluto observado de t excede al valor de toos 0 tooos,
dependiendo si la prueba es de uno o dos extremos. Si el nivel de significacion es del 1%, la
diferencia entre las medias se encontrara significativa, si el valor observado de t. es mayor, en

valor absoluto, que el valor critico de to0; 0 tooos, Ya Sea si es de uno o dos extremos.

ANEXO VI
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ESQUEMA DE CALCULO DE LA DISTRIBUCION *'t"* DE STUDENT

A partir de los datos obtenidos en la tabla N°1 en analisis de resultados se puede obtener
los datos de la media aritmética y la varianza de los porcentajes de actividad de la enzima libre
e inmovilizada.

Media Aritmética: X=X X

n

En donde: X X es la sumatoria de los valores de actividad enzimética

y nes el nimero de muestras

Tabla N°1. Actividad de la Enzima a—Amilasa de Bacillus subtilis Libre e Inmovilizada

frente
a los cambios de pH (a temperatura ambiente).

EnzimalLibre \ Enzima Inmovilizada

pH mg. de mg. de
almidén | Porcentaje de | X (X;—X)? almidon Porcentaje de | X(X;—X)?
hidrolizado | Actividad (%) hidrolizado | Actividad (%)

5.0 46.23 92.46 4.88 39.71 79.42 59.44
6.0 48.24 96.48 3.28 46.43 92.86 32.83
7.0 47.20 94.40 0.07 47.36 94.72 57.61
7.5 48.33 96.66 3.96 47.07 94.14 49.14
8.0 46.67 93.34 1.77 37.26 74.52 159.01

X =94.67 13.96 X =87.13 358.07
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Calculando la Varianza:

812:Z!X]—Y[2
1

n, —

Para la enzima libre:

S?=13.96
4

S?=3.49

Para la enzima inmovilizada:

§?= 358.07
4

$?=89.52
Luego se procede a la determinacion de la t de prueba, utilizando la formula de
distribucion de muestras independientes no relacionadas siguiente:

tc = = 157

nlSl +n282
ng+n,—2 \
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En donde:

t = distribucion *’t’’ de student

n; = nimero de muestras analizadas (enzima libre)

n,= numero de muestras analizadas (enzima inmovilizada)
S? = Varianza

X = Media aritmética

Luego se determinan los grados de libertad de mustras independientes no relacionadas:

V=(n1+ny) -2

Siendo t critico con grados de libertad de 8 y grado de significacion al 1%: 2.90.

Y t critico con grados de libertad de 8 y grado de significacién al 5%:1.86

Al comparar el valor de t de prueba, con el valor de t critico tanto a un nivel de

significacion del 5% como de un 1% se acepta que: La actividad de la a—amilasa de Bacillus

subtilis en forma libre e inmovilizada no difiere de forma significativa frente a los cambios de

pH.
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ANEXO VII
DISTRIBUCION *’t’” DE STUDENT PARA LOS DIFERENTES

ENSAYOS

Distribucion "'t’” de student del ensayo de actividad amilolitica en funcién del

pH
Media Varianza NUmero de Valor de “t”
Aritmética Muestra de la Prueba
Enzima Libre 94.67 3.49 5 1.57
Enzima 87.13 89.51 5
Inmovilizada

Valor critico de t con v = 8 con un nivel de significacion del 1%: 2.90

Valor critico de t con v = 8 con un nivel de significacion del 5%: 1.86

Al comparar el valor de t. de prueba con el valor critico de tu-s Se acepta que: La

actividad de la a—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e inmovilizada no difiere de

forma significativa frente a los cambios de pH.
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Distribucion "'t’” de student del ensayo de actividad amilolitica en funcién de la

temperatura
Media Varianza NUmero de Valor de “t”
Aritmética Muestra de la Prueba
Enzima Libre 96.67 8.99 8 3.52
Enzima 74.25 275.09 8
Inmovilizada

Valor critico de t con v = 14 con un nivel de significacion del 1%: 2.62

Valor critico de t con v = 14 con un nivel de significacion del 5%: 1.76

Al comparar el valor de t. de prueba con el valor critico de ty-14) Se acepta que: La

actividad de la o—amilasa de Bacillus subtilis en forma libre e inmovilizada difiere de forma

significativa frente a los cambios de temperatura.
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Distribucion "'t’” de student del ensayo de actividad celulolitica en funcion del

pH
Media Varianza NUmero de Valor de “t”
Aritmética Muestra de la Prueba
Enzima Libre 2.70 0.13 5 5.13
Enzima 131 0.16 5
Inmovilizada

Valor critico de t con v = 8 con un nivel de significacion del 1%: 2.90

Valor critico de t con v = 8 con un nivel de significacion del 5%: 1.86

Al comparar el valor de t. de prueba con el valor critico de tu-s Se acepta que: La

actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma libre e inmovilizada difiere de forma

significativa frente a los cambios de pH.
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- Distribucién "'t’’ de student del ensayo de actividad celulolitica en funcion de la

temperatura
Media Varianza NUmero de Valor de “t”
Aritmética Muestra detaPrueba
Enzima Libre 3.60 1.19 5 0.86
Enzima 2.91 1.46 5
Inmovilizada

Valor critico de t con v = 8 con un nivel de significacion del 1%: 2.90

Valor critico de t con v = 8 con un nivel de significacion del 5%: 1.86

Al comparar el valor de t. de prueba con el valor critico de tu=s para un nivel de

significacion del 1% se acepta que: La actividad de la celulasa de Aspergillus niger en forma

libre e inmovilizada no difiere de forma significativa frente a los cambios de temperatura.
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- Distribucién "'t’’ de student de la a—amilasa de Bacillus subtilis en el ensayo de

determinacién de la forma de presentacion del preparado: en seco o himedo

Media Varianza Numero de | Valor de “t”
Aritmética Muestra de la Prueba
Enzima Inmovilizada 81.29 285.40 4
Almacenada en Seco 0.77
Enzima Inmovilizada 74.31 105.57 7
Almacenada en Himedo

Valor critico de t con v =9 con un nivel de significacion del 1%: 2.82

Valor critico de t con v =9 con un nivel de significacion del 5%: 1.83

Al comparar el valor de t. de prueba con el valor critico de ty-s Se acepta que: La

actividad de la a—amilasa inmovilizada almacenada en seco no difiere de forma significativa

de la almacenada en himedo.
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- Distribucién "t’’ de student de la celulasa de Aspergillus niger en el ensayo de

determinacién de la forma de presentacion del preparado: en seco o himedo

Media Varianza Numerode | Valor de “t”
Aritmética Muestra de la Prueba
Enzima Inmovilizada 2.71 3.26 4
Almacenada en Seco 0.59
Enzima Inmovilizada 2.63 2.30 4

Almacenada en Himedo

Valor critico de t con v = 6 con un nivel de significacion del 1%: 3.14

Valor critico de t con v = 6 con un nivel de significacion del 5%: 1.94

Al comparar el valor de t. de prueba con el valor critico de tu= Se acepta que: La

actividad de la celulasa inmovilizada almacenada en seco no difiere de forma significativa de

la almacenada en hdimedo.
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