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RESUMEN

Las enzimas son aquellas proteinas responsables de disparar, modificar, detener, acelerar o ralentizar
determinadas reacciones quimicas, concretamente aquellas que son termodinamicamente posibles. En
otras palabras, son las sustancias que se encargan de regular el cuerpo de los seres vivos. La actividad
enzimatica puede verse afectada por diversos factores, como temperatura, pH y concentracion. Las
enzimas funcionan mejor dentro de rangos de temperatura y de pH especificos, y bajo condiciones que
no son las éptimas una enzima puede perder su capacidad de unirse a un sustrato. En este sentido, el
objetivo principal de esta investigacion consistié en evaluar la actividad enzimatica de un grupo de
enzimas comerciales pertenecientes al laboratorio experimental de la division de Biotecnologia de la
Fundacion CIEPE. Entre las que destacan: o -amilasas, glucoamilasas, pectinasa, pululanasa y celulasa.
Cada una de estas enzimas fue evaluada su actividad por los métodos: Street Close y Dinitrosalicilico o
DNS. Este dltimo, permite cuantificar la produccion de glucosa por espectrofotometria a través del
tiempo como medida de la actividad enzimatica para cada una de las enzimas evaluadas. A través de
estos métodos se pudo comprobar que las mismas, presentan actividad enzimatica dptima para ser
empleados en diferentes actividades exploratorias.

Palabras clave: Enzima, Actividad enzimatica, Biotecnologia.
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pectinasa a partir de los métodos de street close y

dinitrosalicilico(DNS)

Determination of the enzymatic activity of a-amylase, glucoamylase, cellulase,
pullulanase, and pectinase using the street-close and dinitrosalicylic acid (DNS)
methods

ABSTRACT

Enzymes are proteins responsible for triggering, modifying, stopping, accelerating, or slowing down
certain chemical reactions, specifically those that are thermodynamically possible. In other words, they
are the substances responsible for regulating the functioning of living organisms. Enzymatic activity can
be affected by various factors, such as temperature, pH, and concentration. Enzymes function best within
specific temperature and pH ranges, and under suboptimal conditions, an enzyme can lose its ability to
bind to a substrate. The main objective of this research was to evaluate the enzymatic activity of a group
of commercial enzymes belonging to the experimental laboratory of the Biotechnology Division of the
CIEPE Foundation. These include a-amylases, glucoamylases, pectinase, pullulanase, and cellulase. The
activity of each of these enzymes was evaluated using the Street Close and Dinitrosalicylic acid (DNS)
methods. The latter allows glucose production to be quantified by spectrophotometry over time as a
measure of enzymatic activity for each of the enzymes evaluated. These methods demonstrated that each
enzyme exhibited optimal enzymatic activity for use in various exploratory activities.

Keywords: Enzyme, Enzymatic Activity, Biotechnology.
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Determinacién de la actividad enzimatica de a-
amilasa, glucoamilasa, celulasa, pululanasa vy
pectinasa a partir de los métodos de street close y
dinitrosalicilico(DNS)

INTRODUCCION

0s cambios quimicos que se verifican en
los seres vivos ofrecen la extraordinaria
particularidad de efectuarse, casi en su
totalidad, por la accion activadora de
catalizadores especificos denominados enzimas.
Las enzimas son catalizadores organicos
producidos en los seres vivos y capaces de
funcionar fuera de la célula u organismo que los

producen (Ramirez y Ayala, 2014).

Una parte importante del estudio de la bioquimica
esta, hoy dia, dedicado a las enzimas, puesto que
todas las funciones fisioldgicas, como por
ejemplo la contraccion muscular, la conduccion
de los impulsos nerviosos, la excrecion por el
rifdn, la respiracion, etc., estan intimamente

unidas a la accion de las enzimas.

Muchas de estas reacciones han sido estudiadas
como sistemas aislados con enzimas cristalinas
puras, y por ello, la enzimologia tiene como
objetivo reproducir in vitro los cambios que
ocurren en los diferentes drganos, tejidos, etc., del

organismo, no existe practicamente en la célula
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reaccion alguna que no esté catalizada por las

enzimas.

La amilasa, es una enzima hidrolasa que tiene la
funcién de catalizar la reaccion de hidrolisis de
los enlaces 1-4 entre las unidades de glucosa al
digerir el glucégeno y el almidon para formar
fragmentos de glucosa (dextrinas, maltosa) vy
glucosa libre. En los animales se produce
principalmente en las glandulas salivales (sobre
todo en las glandulas pardtidas) y en el pancreas.
Tiene actividad enzimatica a un pH de 6,4-7. El
pH oOptimo de la amilasa salival es de 6.9.
Préacticamente todos los seres vivos disponen de

amilasas.

La B-amilasa otra forma de amilasa, es también
sintetizada por bacterias, hongos y plantas. Actua
desde el extremo no reductor de la cadena,
catalizando la hidrdlisis del segundo enlace a-1,4,
rompiendo dos unidades de glucosa (maltosa) a la
vez. La amilasa presente en el grano de cereal es
la responsable de la produccion de malta. Muchos
microorganismos también producen amilasa para
degradar el almidon extracelular. Los tejidos
animales no contienen B-amilasa, aunque puede
estar presente en microorganismos saprofitos del

tracto gastrointestinal.

75

Agroindustria, Sociedad y Ambiente/ ISSN: 2343-6115/ Vol.22 N° 1/enero-junio 2025/Barquisimeto, Venezuela/
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” pp. 73-87.
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Industrialmente la hidrélisis del almidén se
realiza por métodos enziméticos o con soluciones
de &cidos, como el &cido clorhidrico o sulfurico,
y se aplica calor para facilitar el rompimiento de
los enlaces glucosidicos. En el método
enzimatico se utilizan alfa amilasa, beta amilasa,
amiloglucosidasa, pululanasa y fosforilasa;
obteniéndose productos como jarabes, mezcla de
dextrinas, maltosa, glucosa y almidon
modificado. Esta modificacion da como resultado
que el almidén forme geles de gran claridad y
muy fuertes, y soluciones de menor viscosidad

(Reyna et al. 2004).

En la etapa de licuefaccion o dextrinizacion
empleando la enzima alfa amilasa por ejemplo la
(120L),

enzimatico liquido y concentrado a base de a-

Termamyl que es un preparado
amilasa termoestable, producida a partir de una
cepa de Bacillus licheniformes, se hidrolizan los
enlaces glucosidicos a-1,4 al azar de la amilosa y
la amilopectina, convirtiendo el almidén en
dextrinas y oligosacaridos solubles. Estas
enzimas producen jarabes con Equivalentes de
Dextrosa (ED) entre 15-25 %, la mayoria trabajan
Optimamente a pH entre 5,5-7 y son termoestables
(trabajan de 85- 95°C),

temperaturas de hasta 130°C.

aunque resisten
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Una de las enzimas muy utilizadas es la AMG 300
L, que es una amiloglucosidasa producida a partir
de una cepa seleccionada de Aspergillus niger, es
clasificada como una exoenzima y denominada
industrialmente como enzima sacarificante.
Dicha enzima hidroliza tanto los enlaces a-1,4
como a-1,6 del almidén licuificado, por lo tanto,
convierte a las dextrinas en glucosa o dextrosa. El
pH 6ptimo de accidn enzimatica esta entre 4-4,5
y la temperatura de 58-60°C.

Por otro lado, las celulasas juegan un papel muy
importante en diferentes industrias como la textil,
la de detergentes y la alimentaria, ademas de su
utilizacion para la produccion de bioetanol. Los
recientes logros en bioconversion de desechos
agricolas e industriales en productos quimicos
han proporcionado diversos estudios sobre la
produccion de estas enzimas, aungue un gran
nimero de microorganismos es capaz de degradar
la celulosa, solo unos pocos pueden producir
cantidades significativas de enzimas libres que

hidrolizan completamente la celulosa in vitro.

Los hongos son los principales microorganismos

productores de celulasas, aunque se han

identificado también algunas bacterias vy
actinomicetos. Los hongos son responsables de la

mayor proporcién de celulasas en la naturaleza y
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su primacia no es solamente consecuencia de la
eficiencia y diversidad de sus sistemas
celuloliticos, sino que también tienen ventajas
adaptativas como son: la répida colonizacion de
los sustratos y una eficiente remocién de los
productos de hidrdlisis. Estas caracteristicas los
distinguen de los demas organismos como los
principales  degradadores de  materiales
celulésicos. Actualmente la mayoria de las
comerciales son

celulasas producidas por

especies de Trichodermay Aspergillus.

Las pectinasas son un conjunto de enzimas que

hidrolizan la pectina, estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza y son producidas por
vegetales, frutas y microorganismos (hongos y
bacterias). Estas enzimas presentan una extensa
aplicacion en la industria alimentaria, siendo
utilizadas principalmente en la obtencion de
pulpas, jugos, vinos y cervezas (Beltran et al.

2007).

Las pululanasas también denominadas o-dextrin
6-glucanohidrolasa, dextrinasa limite, pululano 6-
glucanohidrolasa 0 amilopectina 6-
glucanohidrolasa son enzimas que degradan
pululano y pertenecen a las glucosido hidrolasas.
Estan ampliamente distribuidas en animales,

plantas, hongos, levaduras y bacterias, siendo
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estas Ultimas la principal fuente de estas enzimas
(Hii et al. 2012). Son enzimas extracelulares
desramificantes cuyos pesos moleculares varian
de 45 a 225 kDa (Nisha y Satyanarayana, 2016) y
generan, por bioconversion del almidén, diversos
productos que presentan importantes aplicaciones
en las industrias farmacéutica, quimica Yy
alimentaria (Doman-Pytka y Bardowski, 2004).
Tomando en consideracion lo anteriormente
expuesto, la presente investigacion tuvo como
propoésito fundamental la determinacion de la
actividad enzimatica de un lote de enzimas
pertenecientes al laboratorio experimental de la
division de Biotecnologia de la Fundacion
CIEPE.

Los metodos empleados (Amiloclasico o Street
Close y Miller o DNS), se fundamentaron en la
cuantificacion de la produccion de glucosa en el
tiempo a partir de la hidrolisis enzimatica de
diferentes sustratos como almidon, pectina,

maltodextrina y celulasa.

MATERIALES Y METODOS
Muestras seleccionadas:
Se seleccion6 un lote de enzimas comerciales

pertenecientes al laboratorio experimental de la
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divisiobn de Biotecnologia de la Fundacion
CIEPE. Entre las que destacan: o -amilasas,
glucoamilasas, pectinasa, pululanasa y celulasa.
Cada una de estas enzimas fue evaluada su
actividad por los métodos: Street Close y
Dinitrosalicilico o DNS. Este ultimo, permite
cuantificar la produccion de glucosa por
espectrofotometria a través del tiempo como
medida de la actividad enzimatica para cada una

de las enzimas evaluadas.

Metodos enzimaticos empleados

Determinacion de Azucares reductores por
espectrofotometria UV (Método de Acido
Dinitrosalicilico)

Los azucares reductores poseen un grupo
carbonilo libre formando un grupo hemiacetal
que le confiere la caracteristica de poder
reaccionar con otros compuestos. EI método de
Miller o DNS (Acido dinitrosalicilico) como
reactivo tiene la capacidad de oxidar los azucares
reductores mostrando un  comportamiento
diferencial hacia mono y disacaridos, dando
resultados colorimétricos que se pueden medir

con una longitud de onda de 575 nm.

Fundamento:

Ortiz Lépez, Daniel José

En disoluciéon alcalina el azl(car se hidroliza
produciendo un compuesto que se reduce a un
grupo nitro del DNS, para dar el producto

monoamino correspondiente.

Preparacion del reactivo DNS

Se prepard segun el método propuesto por
Coughan y Moloney. Se afiade 10 g de Acido
Dinitrosalicilico (DNS) y 300 g de Tartrato de
Sodio y Potasio (Sal de Rochelle) a 800 ml de
NaOH 0,5 N y se calienta suavemente para
disolver los reactivos. EIl volumen se completa

hasta un litro con agua destilada.

Preparacion de las soluciones patron de
glucosa para la curva de calibracion

Se preparo la solucion patron de glucosa con las
siguientes concentraciones: 0; 0,5; 0,7; 1,0; 1,5;
1,7, y 2,0 g/L. Se afadieron 0,25 mL de cada
solucion y 0,25 mL del reactivo DNS en tubos
tapa rosca cubiertos con papel aluminio para
proteger la reaccién de la luz. Los tubos se
colocaron en un bafio termostatico a 92 °C por
cinco minutos. Se detuvo la reaccién por
enfriamiento por cinco minutos y se agrego 2,5

ml de agua destilada a cada tubo, se agito y se
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realizd la lectura de la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro. ElI Cuadro 1 muestra en

resumen las cantidades agregadas de glucosa,

reactivo y agua destilada para cada muestra.

Cuadro 1. Metodologia para elaborar la curva

patron de glucosa

Concentracién de Glucosa (g/L)

Reactivos Blanco 05 0,7 1,0 15 1,7 20

Glucosa (mL) - 0,25 025 0,25 0,25 025 0,25
Agua (mL) 0,25
Reactivo DNS 0,25 0,25 025 0,25 0,25 025 0,25
(mt)
Agua 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

destilada
(mt)

Determinacion cuantitativa de la actividad
enzimatica de enzimas amiloliticas (a-
amilasa y amiloglucosidasa) por el Método
de Street-Close

El método fue empleado para evaluar las
enzimas amiloliticas como o—amilasas Yy

glucoamilasas.

Para la determinacion de la actividad
catalitica por el método de Street Close se
prepararon dos tubos blanco y problema,
ambos tubos contenian 0,1 ml de enzimas y
agua destilada 0,4 ml para el tubo problema
y 2,9 ml para el tubo blanco, pero solo el tubo

problema contiene 2,3 ml de solucion de

Ortiz Lépez, Daniel José

almidon, después de agregar la soluciones
anteriores se lleva ambos tubos a incubacion
a 35°C por cinco minutos, al finalizar el
proceso se retiraron los tubos del equipo
(Bafio de Maria) y se agreg6 2,5 ml de &cido
clorhidrico HCL al 0,IN y 0,1 ml de
solucion de yodo a ambos tubos. Se
consideran positivos a la reaccion aquellos
tubos que presenten una coloracion azul una
vez agregado el lodo, lo cual es indicativo de
la inactividad de la enzima evaluada sobre el

sustrato.

Para la curva de calibracion se prepararon
cinco tubos con 5,6 ml de contenido, pero
con distintas concentraciones de soluciones
como son agua destilada, acido clorhidrico,
solucion yodada y de almidén, (ver Cuadro
2), se dejaron reposar por cinco minutos, al
finalizar el tiempo se llevo al
espectrofotometro con la finalidad de medir
la absorbancia a una longitud de onda de
550nm y obtener datos que seguidamente se
emplearon para graficar la curva de

calibracion.

Preparacién de los tubos para la curva de
calibracion de almidon.

a) Preparar los tubos blancos, 1,2,3,4 y 5 del
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Determinacion de la actividad enzimatica de a-

amilasa,

glucoamilasa, celulasa, pululanasa y

pectinasa a partir de los métodos de street close y
dinitrosalicilico(DNS)

Almidén(mag) 0,2 mg 0,4 mg 0,6 mg 0,8 mg 1mg
Componentes Blanco M1 M2 M3 M4 M5
0 05 10 15 20 2,5
Solucién de
Almidon(ml)
Agua 3 25 20 15 10 05
destilada(ml)
HCL 0,1 N(ml) 25 25 25 25 25 25
Solucién 01 01 01 01 01 01
Yodada(KI)
(mb
mismo modo que el tubo problema
b) Agregar 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ml de
solucién de almidén (400 ppm) en cada uno
de los tubos respectivamente menos en el
tubo blanco
C) Agregar3.0,2.5,2.0,1.5,1.0,0,5 ml de agua
destilada a cada uno de los tubos
respectivamente.
d) Agregar 2,5 ml de HCL 0.1 N a cada uno de los
tubos respectivamente.
e) Agregar solucion iodada 0,1 ml a cada uno de
los tubos.
f) Dejar reposar por tiempo de 5 minutos y

llevar a medir la absorbancia a una
longitud de onda de 550 nm en el

espectrofotémetro.

Cuadro 2. Curva de calibracion de almidon

Ortiz Lépez, Daniel José

Determinacion de la actividad enzimatica
produccion de glucosa en el tiempo para (a-
amilasa y glucoamilasas)

a) Se prepara 100 ml de una solucidn de almidén al 5%p/v
b) Se adiciona 0,1 ml de enzima
c) Se lleva a incubacion a una temperatura de 60°C

d) Se toma 1 ml de muestra en intervalos de tiempo cada 15

minutos
e) Se adiciona 1 ml de solucion de DNS
f) Se lleva a ebullicién por 10 minutos

g) Se enfriay se adiciona 10 ml de agua destilada y se mide
la absorbancia a 540 nm

Ensayo con papel de filtro para la
determinacion de la actividad Celulasa

Se utilizé el método descrito por Adney y Beker. En tubos
de ensayo con 1mL de tampon citrato de sodio 0,1 mol/L
(pH=4,8) y una tira de papel filtro Whatman 1; 1,0 x 6,0 cm
(equivalente a 50 mg) como sustrato, se adicionaron 0,5 ml
de la enzima. La mezcla se incubd en bafio termostatico de
agua a 50 °C durante 60 minutos. Se afadieron 3 ml del
reactivo DNS a cada tubo y se calent6 a 100 °C durante 5
minutos para detenerla reaccién. Se adiciond a cada tubo
una cantidad de agua equivalente a 2,5 ml en 0,2 ml de
mezcla de reaccion y se determind la absorbancia a 540 nm
en un espectrofotometro.
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Se determind la relacion de glucosa producida/ sustrato
consumido empleando la siguiente ecuacion:

()=

Glucosa (%) .0,01

g Celulosa

x100

Determinacién cuantitativa de la actividad
Pectinolitica

La Actividad enzimatica fue evaluada por la liberacion de
azucares reductores de la pectina (1% p/v pectina); la cual
fue medida colorimétricamente, con el reactivo acido 3,5 -
Dinitrosalicilico (DNS). Se realizé una curva estandar de
Glucosa (Miller et al. 1959). Se tomaron 100 ml de muestra
a la cual se le adicion6 0,1 ml de enzima y se llevé a bafio
de Maria a una temperatura de 50°C, midiendo la
absorbancia a 540 nm en intervalos de tiempos de 15, 30,
45,60 minutos y 3 horas para construir la curva de actividad

enzimaética en funcién del tiempo.

Determinacion de la actividad enzimatica de la
Pululanasa

Se determind la produccion de azlcares reductores debido
a la accidn hidrolitica de la pululanasa sobre una solucion
de Maltodextrina al 1 %. Se tomaron 100 ml de muestra a
la cual se le adiciono 0,1 ml de enzima y se llevo a bafio de
Maria a una temperatura de 50°C. Se tomaron muestras
cada 15 minutos cuantificando los azlcares reductores
liberados mediante el método del acido dinitrosalicilico
(Miller, 1959). Para ello, se adicionaron 1 ml del reactivo
de DNS a cada una de las muestras anteriores y se llevo a
ebullicién durante 10 min a 100 °C. A continuacion, las
muestras se diluyeron con 10 mL de agua destilada, y se
registrd su absorbancia en 540 nm. Para la cuantificacién de

los aztcares reductores se realizd una curva de calibracion

Ortiz Lépez, Daniel José

empleando glucosa como estandar. Una unidad de
pululanasa corresponde a la cantidad de enzima que
produce 1 umol de azhcar reductor por min y ml, en las

condiciones de reaccién descritas.

Los valores de actividad enzimatica fueron
cuantificados como absorbancia del complejo
lodo-almiddn a través del método de Street Close
0 método Amiloclasico. Este método muestra la
degradacion del almidon por el proceso de
hidrolisis enzimatica con las enzimas a-amilasas

y glucoamilasa evaluadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 3. Resultados obtenidos curva
patrén de almidon a 550 nm

Concentracién Almidén (mg/l)

0 0,002
0,016 02
0,024 04
0,042 06
0,045 08
0,056 1

o- 0,098*
Amilasa
Glucoami 0,222*

lasa
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. , Curva patron concentracion de Glucosa (/L) vs. Absorbancia
Cuadro 4. Resultados obtenidos curva patrén de P L)

Glucosa o .
1,75
Concentracion(g/L) Absorbancia
1,50
05 025 N
1,25
07 0,34
1,00
09 0,449
0,75
11 0,572 0,50
0.2 03 04 0.5 0,6 07 08 09 1.0
13 0,74 Absorbancia
15 0,76
19 0919 Figura 1. Curva patron de glucosa empleando el método
DNS
Ecuacion:
Todas las enzimas amiloliticas dieron negativas Concentracion de Glucosa (g/l) = 0,00424 +1,953A

a la reaccion con el iodo después de un tiempo

de exposicion de 5 minutos, lo cual demuestra Cuadro 6. Resultados obtenidos de valores promedios

la hidrolisis total del almidon (Cuadro 5). de Absorbancia a 540 nm de la Actividad enzimatica
de las Enzimas Termamyl y Fungamy!l.

Cuadro 5. Prueba enzimatica de Street Close.

Reaccion con lodo para diferentes enzimas Tiempo(min)  a-Amilasa  Glucoamilasa Termamyl Fungamyl
amiloliticas durante la hidrolisis de una solucion de 0 07 0073 wiB 00
almidon al 5% p/v.
5 0437 0,157 0526 0532
, y 2 0,192 0301 1097 001
Enzima  Reaccion conlodo
% 0239 0372 140 0903
t-4esa Al 50 0302 041 164 1129
§-amiasa Amarilof- 125 0421 0470 1878 1588
Glicoamlasa ~~~ Amarilof) 5 043 04 136 1606

Termamyl 120L Amarilof-)

Fungamyl Amarilof-)
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Determinacion de la actividad enzimatica de -
amilasa, glucoamilasa, celulasa, pululanasa vy
pectinasa a partir de los métodos de street close y
dinitrosalicilico(DNS)

Cuadro 7. Resultados obtenidos de la
concentracién de glucosa a partir de la actividad
enzimatica de enzimas amiloliticas a 540 nm

Tiempo(min) ~ o-Amilasa ~ Glucoamilasa Termamyl Fungamyl

0 0,073 0,073 0073 0073
5 0,137 0,157 0,526 0532
20 0,192 0,301 1,097 0,701
3% 0,239 0,372 1,410 0,903
50 0,302 0411 1,644 1129
125 0421 0,470 1,878 1,588
155 0,443 0,478 1,956 1,606

Se evidencia en la Figura 3, del grupo de
enzimas amiloliticas evaluadas, las marcas
Termamyl y Fungamyl producen mayor
concentracion de glucosa (1,96g/1) y (1,606 g/l)
respectivamente a los 155 minutos de reaccion
durante la hidrolisis enzimatica en una solucion
de almidon al 5 %p/v en comparacion con el
resto de las enzimas amiloliticas. De igual
manera, las enzimas que presentaron menor
produccién de glucosa en esta prueba fueron
glucoamilasa (0,478 g/l) y a-amilasa (0,443
g/l).

Cabe destacar que Fungamyl es una alfa-
amilasa fangica que ayuda a corregir una
deficiencia comdn de harinas y asegura una
calidad constante del pan mediante el uso de

harina estandarizada. De igual manera,

Ortiz Lépez, Daniel José

Termamyl es una alfa amilasa de accion
endotermoestable de alta calidad. Se utiliza
para licuar el almidéon de avena. Produce
bebidas a base de avena con una viscosidad
moderada.

Hidrolisis enzimatica a patir de solucion de almidon al 5%p/v para diferentes amilasas

20 el Variable
T —0— c-Amilsa
—&— Glucoamilasa

—& - Fungamyl

05

Concentracion de glucosa (g/L.)
-

0,0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo( min)

Figura 2. Hidrolisis enzimatica empleando
almidéon al 5%p/v a partir de enzimas
amiloliticas (a-amilasas y glucoamilasa).

Actividad enzimatica ¢-Amilasa, y Glucoamilasa vs. Tiempo
0,14

. Variable
’,""F'J o— o-Amilasa

N PP 4 —n Gluoamilasa
< 012 =" -~
¥
2010 /
[
" r
T 008 / _
o
9 / p
3
Eoge /o
£
B i
£ ’
0 f
U oo

i

0,02
0 20 40 6 8 100 120 140 160
Tiempo( min)

Figura 3. Actividad enzimética empleando
almidén al 5%op/v a partir de enzimas amiloliticas
(a-amilasas y glucoamilasa).
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pectinasa a partir de los métodos de street close y
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Cuadro 7. Resultados obtenidos de valores
promedios de absorbancia a 540 nm. de la
actividad enzimética de las enzimas Pululanasa y
Peptinasa en sustrato maltodextrina (1% p/v) y
pectina (1% p/v) respectivamente.

Tiempo(min) ~ Pululanasa Pectinasa
15 0643 0456
Bl 0,689 0570
£ 0698 0,580
60 0936 0818
15 0,761 0610
180 0610 0719

Cuadro 8. Resultados obtenidos de la produccion
de glucosa a partir de la hidrolisis enzimética de
pectina al 1% p/v empleando Pectinasa.

Tiempo(min)  Concentracidn de

Glucosa(glL)
15 08948
B 11175
5 11310
0 16018
150 1,95
180 1408

Ortiz Lépez, Daniel José

En relacion a la enzima Pectinasa, su actividad
enzimatica segun Figura 4, muestra la
produccion de glucosa a partir de la hidrolisis
de una solucidn de pectina al 1% p/v. En esta,
se puede apreciar una mayor produccion de
glucosa (1,956 g/l) a los 150 minutos de

reaccion.

Concentracion de Glucosa(g/L) vs. Tiempo(min)

20

16 v \

12

0 50 100 150 200

Tiempo(min)

Figura 4. Produccién de Glucosa a través del
tiempo a partir de la hidrolisis enzimética de
pectina al 1% p/v empleando Pectinasa.

La enzima Pululanasa evaluada en una solucion
de maltodextrina al 1%p/v como sustrato,
alcanza una mayor produccion de glucosa
(1,8322 g/l) a los 60 minutos de reaccion. (ver

Figura b).
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Concentracion de Glucosa(g/L) vs. Tiempo(min)

0 20 40 60 30 100 120 140 160

Tiempo(min)

Figura 5. Produccion de Glucosa a través del tiempo a
partir de la hidrolisis enzimatica de maltodextrina al
1% p/v empleando Pululanasa.

En relacion a la enzima Celulasa, los resultados
obtenidos segun Cuadro 9, se obtuvo una
produccion de glucosa 0,3858 g/l y un % de
glucosa producida/ sustrato  consumido

promedio igual a 6,17%.

Ortiz Lépez, Daniel José

Cuadro 9. Resultados obtenidos de la prueba
enzimatica de celulasa por el método de papel de
filtro. Produccion de Glucosa evaluada por
espectrofotometria a 540 nm por el método DNS.

Muestra ~ Peso (g) Absorbancia Concentracién %Relacion Glucosa

de producida/sustrato
Glucosa(g/l) consumido
1 0,0613 0,193 0,3812 6,22
2 0,0625 0,195 0,3851 6,10
3 0,0630 0,198 0,3909 6,20
¥ 0,0623 0,195 0,3857 6,17
CONCLUSIONES

Todas las enzimas evaluadas al ser sometidas a
las condiciones adecuadas de pH, sustrato,
temperatura 'y tiempo, mostraron  un
comportamiento favorable en la produccion de
glucosa a partir de la hidrolisis enzimatica de
sustratos como almidén, celulosa, pectina y

maltodextrina.
El método de Street Close permiti6 evaluar de
manera cualitativa y cuantitativa la actividad

enziméatica de las enzimas amiloliticas.

El método DNS, permitié evaluar la actividad
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enzimatica a partir de la produccion de glucosa
de todas las enzimas en estudios.
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