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INTRODUCCION

La papaina es una enzima proteolitica encontrada en el latex de papaya que tiene
muchas aplicaciones y funciones en una gran variedad de industrias. Segtn los
proveedores es la enzima con actividad proteolitica mds potente en el mercado y no

tiene un sustituto directo.

El uso de la papaina al igual que la mayoria de enzimas se ve afectado por su
costo elevado y limitada estabilidad, ademé4s su aplicacion es restringida en muchos
casos por causar la hidr6lisis excesiva de los substratos, dando lugar a la formacién

de productos con caracteristicas no totalmente esperadas.

Fl inmovilizado de enzimas es una lécnica que permite: ayudar a prevenir la
hidrolisis excesiva, emplear la enzima en forma continua, facil de recuperar y
reutilizar en nuevos procesos, proporcionando las particularidades que den apertura

a nuevas posibilidades de utilizacién.

Dadas las consideraciones anteriores en este trabajo se inmovilizé la enzima
papaina aplicando la écnica de atrapamiento en gel, ensayando este proceso con tres

soportes diferentes.

Se realizaron ensayos simultineos de actividad de la enzima libre y Ia

inmovilizada, a diferentes pH y temperaturas, determinando asi las condiciones



b

6ptimas de funcionamiento de cada una de ellas, y estableciendo sus similitudes y

diferencias.

Finalmente se montaron dos minireactores enzimaticos para poder comprobar las
propiedades proteoliticas sobre los substratos cerveza y leche, asi como las
caracteristicas de utilizacién continua, recuperacion y reutilizacién, propias de la

enzimas inmovilizadas.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Normalizar la enzima papaina inmovilizada por la técnica de atrapamiento en gel.

OBJETTIVOS ESPECIFICOS

2.1 Determinar el tipo de soporte y forma més adecuados para la inmovilizacion de la

enzima.

2.2 Establecer las condiciones experimentales para realizar la inmovilizacién de la

enzima por medio de la técnica de atrapamiento en gel.

2.3 Determinar y comparar las condiciones 6ptimas de actividad de la enzima soluble

e inmovilizada a diferente pH y temperatura.

2.4 Montar un reactor adecuado para la utilizacion de la enzima inmovilizada.

2.5 Demostrar el uso continuo de la enzima inmovilizada en diferentes procesos.
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CAPITULO T

MARCO TEORICO

1. GENERALIDADES DE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS.

1.1 DEFINICION.

La definicion del término inmovilizaciéon es: El confinamiento fisico o

localizacién de moléculas enzimdticas durante un proceso catalitico continuo. 23

“...La palabra continuo se enfatiza para limitar la definicién a un espectro razonable.
A pesar de que una enzima contenida en un vaso de precipitado o vial puede ser
considerada una enzima inmovilizada, no se considera que lo sea dentro del contexto
de la definicién porque esta no puede ser utilizada eficientemente en una manera
continua. Esto es, que una enzima en un vaso de precipitado o vial no puede ser
usada facilmente como un reactor enzimdtico continuo en el cual un substrato es
adicionado y un producto es removido continuamente. Una enzima contenida en una
celda de ultrafiltracién o fibra tejida se considera inmovilizada dentro del alcance de
la definicion. En este caso la enzima esta fisicamente localizada en un lugar especifico
(Definido por la membrana semipermeable y sus paredes), donde la membrana

permite el libre paso de el producto y un modo operacional continuo.”?

T ZABORSKY, Oskar. Inmovilized Enzimes.la. Edicién. Cleveland, Ohio, Editorial CRC Press
Inc. 1973. p. 1.



1.2 MARCO HISTORICO

El uso de enzimas en procesos industriales es limitado por diferentes factores : En
parte, por el alto costo de las enzimas debido a la dificultad de su aislamiento, su

inestabilidad, y al hecho que en la forma libre soluble, ellas usualmente pueden ser

usadas solo una vez (12}

A pesar de que el primer caso reportado de una enzima inmovilizada fue hace
aproximadamente 70 afios, uno de los mayores impetus del desarrollo de la
tecnologia de enzimas inmovilizadas ocurre de mediados a finales de los afios 60,
coincidiendo cercanamente con el desarrollo, y/o potencial desarrollo, de procesos
comerciales utilizando estos agentes. Es importante mencionar algunas de las
aplicaciones de esta tecnologia que han logrado convertirse en procesos lo
suficientemente eficientes como para ser utilizados de manera usual sustituyendo
técnicas mds costosas o complejas. El primer uso industrial de una enzima
inmovilizada sucede en 1969 cuando la compaiiia Tanaba Seiyaku Ltd., de Jap6n
inicia el proceso de aminociclasa inmovilizada, logrando, a diferencia del proceso
quimico, aislar por completo la forma Levogira del aminodcido de su isémero
Dextrégiro. A principios de los afios setenta se desarrollan los procesos de produccién
de los A4cidos L-aspartico y L-madlico utilizando enzimas contenidas en
microorganismos completos e involucrando la inmovilizaciéon de células completas,
dando lugar a un proceso mucho mds econémico comparado con el proceso
utilizando la enzima soluble. Por muchas razones la aplicacién mds importante de

enzimas inmovilizadas en la industria de alimentos actual, se encuentra en la



conversién de glucosa a fructosa por medio de la enzima glucosa isomerasa. Otros
usos de la tecnologia de enzimas inmovilizadas han sido reportados pero no han sido
adaptados ampliamente, e indudablemente al ser esta una tecnologia que incentiva el
desarrollo de nuevos productos, el mejoramiento de la calidad y la reduccion de
costos ocupa un lugar muy importante dentro de actividades industriales ©,

ambientales, analiticas y quimioterapéuticas 22,

Se han desarrollado diferentes trabajos de investigacién a nivel internacional
acerca de la inmovilizacién de la papaina utilizando técnicas como : Unién con enlace
covalente de sus derivados con polimeros insolubles en agua, unién covalente con
resinas especificas y combinacién de técnicas de enlace covalente ; que mostraron, en
general, una disminucién de la actividad de la enzima ; aunque su uso de manera
continua o repetida si fue comprobado. La inmovilizacién de papaina por enlaces
intermoleculares con glutaraldehido mostré una actividad de un 90% en comparacion
con la actividad de la enzima inicial siendo este un método que cambia radicalmente

las propiedades de esta enzima®?).

La papaina inmovilizada covalentemente con édcido poliacrilico representa la
primera de las aplicaciones de esta novedosa tecnologia en el campo de la cosmética,
utilizada de esta manera como exfoliante de las capas superiores y estrato cérneo de

la piel®3),

Por otra parte el estudio de la inmovilizacion de la enzima por atrapamiento en gel ha

demostrado ser dependiente del método de preparacion®?).



1.3 PROPIEDADES Y BENEFICIOS DE LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS

1.3.1 Propiedades

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 inmovilizacién. 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 accién

@1),

1.3.1.1 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 ha
inmovilizado®?. El incremento de la estabilidad es a menudo citado como una
ventaja de la inmovilizacion enzimiética. De un examen superficial de la literatura
relativa a enzimas inmovilizadas, es facil concluir que la inmovilizacién conduce casi

invariablemente a la estabilizacién (19),

Aunque es imposible deducir una expresion matemédtica para el efecto de la
inmovilizacién sobre la estabilidad, pueden verse ciertas tendencias. En el caso de

enzimas proteoliticas se observa a menudo un efecto estabilizante, pudiendo ser



atribuido generalmente a una reduccién en el grado de autélisis . Son pocos los

ejemplos que presentan lo contrario, uno de ellos es la papaina ®.

En muchos casos la inmovilizacién parece conferir algunas ventajas de
estabilidad en una enzima. En la prdctica, estas son imposibles de predecir sobre una
base << a priori >>. La complejidad global de los factores que afectan a la estabilidad
enzimitica sugiere que, en el presente, la inica aproximacion factible es el obtener

datos experimentales bajo las condiciones a utilizar (10),

1.3.1.2 Propiedades Cinéticas

La cinética enzimatica estudia la forma en que factores fisicos y quimicos
influyen en la actividad enzimadtica, proporcionindonos mayor conocimiento de la

reaccion en estudio 21,

Se ha demostrado la existencia de cambios en el pH 6ptimo de una enzima
producidos por la inmovilizacion. En comparacién con la actividad de una enzima
libre a varios pH, se ha puesto en evidencia que si una enzima estd unida a una
matriz cargada negativamente, el pH 6ptimo evoluciona hacia la alcalinidad, es decir,
la enzima inmovilizada alcanza la actividad méaxima 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 dcido @1,
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Se ha demostrado que la actividad relativa de las enzimas inmovilizadas sobre
los substratos de peso molecular elevado es menor que sobre los substratos de peso

molecular bajo @1

1.3.2 Beneficios

La especificidad de las enzimas es claramente una consideracion importante
cuando seleccionamos catalizadores para reacciones de interés comercial. Sin
embargo, el costo de producir las enzimas necesarias es a menudo prohibitivo. En
este contexto las preparaciones de enzimas inmovilizadas pueden ser mds efectivas
ya que son recuperables y posiblemente mds estables que las enzimas libres.
Efectivamente, variables ejemplos notables de la exitosa adaptacién de enzimas

inmovilizadas han sido documentados (22),

Existen varias ventajas relacionadas con el uso de enzimas inmovilizadas, que

pueden ser consideradas en al menos tres dreas en las que se pueden utilizar :

Aplicaciones analiticas: Comenzando por el uso de electrodos enzimaticos,
hasta el andlisis automético en los que las enzimas inmovilizadas encuentran gran
aplicacién ; en el andlisis rutinario de un gran ntumero de muestras pequefias (por
ejemplo muestras de sangre) y el control continuo de corrientes dé grandes

voltmenes de muestra (gj. : urea en suero) @b,
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Aplicaciones terapéuticas : Todas las aplicaciones en el campo biomédico se
encuentran mas en el estado de estudios basicos que en el de aplicaciones definitivas,
encontrdndose las aplicaciones potenciales dentro de dos dreas principales, el

reemplazamiento de enzimas y la terapia enzimatica @1,

Aplicaciones industriales: La mayoria de las aplicaciones industriales
propuestas hasta la fecha implican el uso de hidrolasas, debido a que .son
generalmente mds estables y no necesitan coenzimas. Las principales dreas de
aplicacion son la industria farmacéutica y alimentaria, aunque otras dreas potenciales

incluyen el tratamiento de desechos y la quimica fina 1.

En el caso especifico de la papaina, la inmovilizacién es un proceso que le
puede proporcionar las caracteristicas que permitan, hacerla utilizable en procesos
continuos, con posibilidad de recuperar y por lo tanto de volver a utilizar en nuevos
procesos ; previ_niendo ademis la accién hidrolitica excesiva sobre los substratos,
proporcionando particularidades que den apertura a mnuevas posibilidades de

utilizacién.

1.4 REQUERIMIENTOS BASICOS

Para el desarrollo de un proceso ulilizando enzimas inmovilizada se requiere
de cuatro elementos : la técnica de inmovilizacion, el soporte, la enzima y el reactor.

La eleccion especifica de cada elemento estd condicionada por la naturaleza de la
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enzima, la aplicacion que tendré el sistema, la factibilidad de recuperacion de la

enzima y el costo de la misma (1),

1.5 CLASIFICACION DE LAS TECNICAS DE INMOVILIZACION DE ENZIMAS
Los métodos para inmovilizar enzimas se pueden dividir en dos clases

principales : immétodos quimicos y métodos fisicos.

Tabla 1. Clasificacién de los Méltodos Empleados para la Inmovilizacién de
Enzimas

Métodos Quimicos
(Dependientes de la formacion de enlaces covalentes)

o Acoplamiento de la enzima a polimeros funcionalmente insolubles en
agua

e Incorporacién de la enzima dentro de cadenas crecientes de polimeros

e Enlazamiento intermolecular de la enzima con wun reactivo
multifuncional de bajo peso molecular

Métodos Fisicos
(Independientes de la formacion de enlaces covalentes)

o Adsorcion de la enzima sobre una matriz insoluble en agua

¢ Atrapamiento de la enzima dentro de una matriz gelatinosa insoluble en
agua (atrapamiento en gel)

e Atrapamiento de la enzima dentro de una microciapsula permanente o
no permanentemente semipermeable

e Retencién de la enzima dentro de dispositivos especiales dependientes
de membranas semipermeables.

Fuente: ZABORSKY, Oskar. Inmovilized Enzimes.1a. Edicién. Cleveland, Ohio. United States.
Editorial CRC Press Inc.1973. p. 3.
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Los métodos quimicos de inmovilizacion incluyen cualquiera de aquellos
procedimientos que involucren la formacién de al menos un enlace covalente (o
parcialmente covalente) entre una o varias moléculas enzimaticas y un polimero
insoluble en agua. En realidad, normalmente, se forma mas de un enlace covalente
entre los reactantes ),

En los métodos fisicos se incluye a todos aquellos procedimientos que involucren
la fijacién de una enzima en un soporte, sin la formacién de un enlace covalente. En
estos procedimientos, la inmovilizacién de las enzimas es dependiente de la
operacion de ciertas fuerzas fisicas (Interacciones electrostéticas, formacién de enlaces
i6nicos, interacciones proteina-proteina, etc.), el atrapamiento en

microcompartimientos, o la contencion en membranas semipermeables 23) .

1.5.1 Técnica de Atrapamiento en Gel

Esta técnica de inmovilizacion consiste en dar lugar a la formacion de un gel en
presencia de la enzima. Las condiciones deben ser idéneas para producir un gel con
poros mds pequenos que la enzima, de manera que ésta quede atrapada dentro de la
matriz del gel ; ademds estos poros deben ser suficientemente grandes para permitir

la difusi6én y (ransformacién del substrato, y finalmente la liberacion del producto (12),
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1.5.1.1 Ventajas y Desventajas de la Técnica de Atrapamiento en Gel

Las ventajas de la técnica de atrapamiento en gel para la inmovilizacién de
enzimas incluyen la simplicidad experimental, la necesidad de pequefias cantidades
de la enzima para producir un conjugado insoluble en agua, y al hecho de que es un
método fisico.  Ninguna modificaciéon quimica de la enzima se espera y
consecuentemente ningan cambio en las propiedades intrinsecas se anticipa. El
método ademds permite la eleccion de un considerable ntumero de soportes insolubles
en agua con carga neutra. Quizds lo mds importante de este método es que permite
la preparacién de derivados enziméticos insolubles en agua de formas fisicas

ampliamente diferentes 23,

Desventajas de la técnica también existen. Operacionalmente, una buena
inmovilizacién es dependiente de un delicado balance de factores experimentales. La
naturaleza fisica exacta de los polimeros enlazados es a menudo muy importante para
la obtencién de una alta actividad. La inactivacién quimica y térmica de las enzimas
durante la formacion del gel también puede suceder. La enzima atrapada en gel a
veces necesila ser quebrada o partida en formas adecuadas. Una considerable
desventaja de este método es la fuga de la enzima desde el interior del reticulo
polimérico. Durante la formacién de la matriz y el atrapamiento de la enzima, se
forman microespacios de diferentes tamarfios (microporos), la distribucion del tamafio

de ellos es determinada ampliamente por el grado relativo de enlazamiento. Entre
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mayores son los microporos, mayor serd la fuga, pero ésta puede ser reducida por la

disminucion del tamafio de estos microporos. Severas fugas sucederdn especialmente
con enzimas inmovilizadas en gel de almidon. Otra desventaja mayor de el método
es la limitacién a substratos pequefios ; enzimas atrapadas en gel muestran muy poca

actividad sobre substratos macromoleculares 23,

1.6 SOPORTES UTILIZADOS PARA LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Los materiales utilizados como soporte incluyen tanto materiales orgdnicos como
inorgz’micés. Los soportes orgdnicos generalmente tienen mds sitios de enlace por
gramo pero a menudo no tienen las propiedades mas deseables de fluidez, y son con
frecuencia afectados excesivamente por factores ambientales como pH o deterioro por
microorganismos. La celulosa, el almidén, el dextran, la agarosa, el nylon, los
polimeros basados en la acrilamida, en el estireno y en el anhidrido maleico son

ejemplos tipicos de soportes orgdnicos (12),

Los soportes inorgénicos incluyen vidrios s6lidos y porosos, tierras diatomaceas,
aliminas, siliceas, pantallas de niquel, bolas de acero inoxidable, arena, rocas y
titanio. Estos soportes generalmente tienen menos sitios activos que los soportes
orgédnicos pero son mas estables. Estos con frecuencia tienen mejores propiedades de
flujo, y algunos son muy econdémicos. Los soportes porosos ofrecen mayor drea de

superficie pero presentan mds problemas de difusiébn en un reactor. En algunos
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casos, los materiales orgénicos han sido primero unidos o inmovilizados a soportes
inorgdnicos. Esta situacion frecuentemente tiene la ventaja de permitir la obtencién

de las propiedades mas deseables de los dos tipos de soporte (12),

1.6.1 Agar-Agar

El agar (o agar-agar) es un coloide de algas (ficocoloide) extraido de especies del
género Gelidium y otras agarofitas, todas ellas pertenecientes a las algas rojas
(rodéfitas). Es una sustancia amorfa y en el comercio se halla en forma de polvo,
escamas, bloques rectangulares y haces de tiras delgadas. Es poroso, translacido,
membranoso, de color un tanto amarillento, quebradizo cuando estd seco, y flexible

cuando estd htmedo (13 |

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

de residuos de D-galactopiranosa unidos por enlaces 1,3-glicosidicos (19),

El agar es insoluble en agua fria, pero se hincha mucho al absorber hasta veinte
veces su peso en agua. Se disuelve ficilmente en agua hirviendo y al enfriarse se

convierte en un gel firme. Basta 0.5% de agar en agua para la formacién del gel (9.

El poder de gelacion del agar sobresale entre todos los coloides. Aunque el sol de
1% de agar se solidifica aproximadamente a 40°C , su gel no se funde hasta 95°C,

Tiene una viscosidad de sol relativamente baja y una transicién de sol a gel bien
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definida que se realiza cada vez casi a la misma temperatura mencionada(40°C), y es

reversible a una temperatura relativamente alta (95°C) @9),

Elsol 1% de agar en el punto de neutralidad tiene viscosidad de 1.26 con relacién
al agua, medida con el viscosimetro de Ostwald a 45°C. El sol de agar tiene carga

ligeramente negativa (19,

El agar en estado seco no se infesta con insectos ni es atacado por
microorganismos. En cambio, las soluciones, son medios muy fértiles para la
proliferacién de bacterias y hongos, por lo cual deben tomarse las precauciones

ordinarias par impedir el desarrollo de dichos microorganismos (13).

1.6.2 Almidodén

El almidén es un polisacdrido natural altamente polimérico, Compuestb de
unidades de glucopiranosa ligadas por enlaces o-glucosidicos. Su férmula
aproximada es (CgHioOs)n, en la que n es probablemente mayor de un millar. Se
presenta en forma de granulos blancos, formados por un polimero lineal (amilosa) y

un polimero ramificado (amilopectina) (**),

Los granulos de almidén se hinchan progresivamente cuando se calientan en
agua a 60-70°C ; se disuelven los polimeros lineales mas cortos ; a temperaturas mas

altas los granulos se gelatinizan. Con la gelatinizacién se pierde la birrefringencia, se
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desintegra el granulo y se forma una pasta, un gel o un sol. La temperatura para la

gelatinizacion en el agua fluctta entre 60 y 80°C (3,

Las propiedades coloidales mds importantes del almidén en dispersion o en
solucién acuosa son la transparencia, el color, la viscosidad, fluidez, resistencia del

gel, potencia adhesiva y capacidad de formar pelicula (12,

1.6.3 Hidroxietilcelulosa

La celulosa hidroxietilica es un éter de celulosa que se expende en forma
solida seca o disuelta en solucién acuosa de hidroxido de sodio o en agua *. La
forma solida consiste en un polvo blanco, inodoro e insipido que fluye libremente; se

ablanda entre 135 y 140 °C, tiene un pH cercano a 7 ; las soluciones son no iénicas an,

Se disuelve con facilidad en agua fria o caliente produciendo soluciones claras
uniformes o viscosas; es parcialmente soluble en dcido acético en insoluble en la

mayoria de los disolventes organicos (17),

Se parece a la carboximetilcelulosa sodica en el sentido de que es un éter de
celulosa, pero difiere en que es no i6nica y, por ende, sus soluciones no son influidas

por los cationes (17),
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Se usa en farmacia como agente espesante, coloide protector, fijador,
estabilizador y suspensor en emulsiones, jaleas y ungiientos, lociones, soluciones

oftédlmicas, supositorios y comprimidos (7).

1.7 REACTORES

Un reactor enzimdtico es bdsicamente, el recipiente en el cual se lleva a cabo
una reaccién catalizada por enzimas o células libres o inmovilizadas, junto con los
mezcladores, equipos de toma de muestra y aparatos de control ®.  El reactor

provee la union central entre el lote de alimentacion inicial y el producto ®.

De acuerdo a las caracteristicas de manejo del substrato en el sistema los
reactores se pueden clasificar en reactores de flujo continuo y flujo discontinuo (o

reactores en lotes) (23),

1.7.1 Reactores Discontinuos

Los reactores discontinuos (Ver figura 1.) son el tipo mds coman de reactores
utilizados en los procesos que emplean enzimas solubles. Una vez completada la
reacci6n, la enzima soluble generalmente no se recupera de la mezcla de reaccion y en
consecuencia no se reutiliza. Puesto que uno de los principales objetivos de la

inmovilizacién de una enzima es el poder recuperarla para reutilizarla, el uso de



enzimas inmovilizadas en un reactor discontinuo necesita con frecuencia un proceso
adicional de separacién de la enzima, en el cual se pueden producir pérdidas
apreciables de la enzima inmovilizada asi como pérdidas de la actividad enzimatica

debido por ejemplo al secado del material @1,

S

N . ¢ H-ﬂ-

(a) Reactor tpo tanque con agitacién (b) Reactor tipo tanque con agitacion
para enzimas solubles con enzimas inmovilizadas

(c) Reactor tipo tanqtie agitado con paletas (d)Reactor tipo tanque con agitacién con
que incluyen enzimas inmovilizadas paletas que incluyen enzisnas inmovilizadas.

(e)Reactor de lecho empaquetado (£) Reactor von lecho fluidizado
con reciclado total con reciclado total

Figura 1. Reactores discontinuos



1.7.2 Reactores Continuos

Con la introduccién de las enzimas inmovilizadas, las operaciones continuas se
han hecho reé]idad en las reacciones catalizadas por enzimas, con las ventajas del
control automatico, facilidad de operacién y control de calidad de los productos. Los
reactores continuos se pueden dividir en dos grupos bésicos, dependiendo del tipo de
flujo : Reactores tipo tanque con agitacién y alimentacién continua (Ver figura 2.) y

reactores de flujo piston (Ver figura 3) @1,

.—P_____] |
s = "
=»
B
(2) Reactor tipo tangue con agitacién (b) Reactor tipo tanque con agitacién con paletas
con recuperacién por filtracién que contiene la enzima inmovilizada
12 I 1

';., L |

(c) Reactor tipo lanque con agilacién con recuperacién por sedimentacién

b

- i L I

(d) Reactor tipo tanque con agitacién con recuperacién por ultrafiltracién

Figura 2. Reaclores lipo tanque con agitacién continua o de mezcla completa
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Los reactores tipo tanque con agitacién alimentados continuamente consisten
en un tanque con una entrada de soluto y una salida de producto separadas, cuyo
grado de conversién puede controlarse regulando el volumen del reactor, la velocidad

de flujo y la cantidad y actividad de la enzima inmovilizada 4,

\ |

Il

(a) Reactor con lecho
empaquetado

(b)Reactor con lecho )i (c) Reactor de lecho

delgado filtrante

u

(d) Reactor de lecho fluidizado (e) Reactor de Membzrana

(f) Reactor de fibxa hueca } o (g) Reactor de fibra hueca

Figura 3. Reactores de flujo continuo
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Los reactores de flujo piston son un resultado directo de las propiedades de las
enzimas inmovilizadas que se prestan a ser empaquetadas en columnas. El substro
pasa a través del lecho de la enzima inmovilizada y el producto se obtiene se obtiene

a la salida(@1),

2. ENZIMA PAPAINA (EC 3.4.22.2)*
2.1 GENERALIDADES

La papaina es uno de los mayores constituyentes proteicos del latex del fruto
verde del papayo (Carica papaya). El término de papaina fue introducido por Wurzt y
Bouchut para describir el principio proteolitico del litex de papaya. Este término es
comnmente aplicado tanto al ldtex crudo seco, como a la enzima proteolitica

cristalina ®,

La papaina es una proteasa muy bien conocida por su actividad hidrolitica en
el eje de las inmunoglobulinas. Esta enzima se cree es producida en cardcter de
defensa de la fruta contra ser consumida previamente a que sus semillas hallan

madurado M.

Segan los surtidores de papaina, es la enzima proteolitica mds potente del
mercado y no tiene un substituto directo. También, no se ha producido ni

introducido al mercado una enzima sintética con la misma calidad 9,

' Namero asignado por la Comision de Enzimas



En Fl Salvador Existen dos estudios acerca de la producciéon de papaina refinada,
el primero un proyecto del Programa de las Naciones Unidad para el Desarrollo
Internacional y el olro es el “Estudio de Prefactibilidad para una Planta de Papaina
Refinada®); existe ademds un tercer estudio : “Agroindustrializacién de la Papaya en
El Salvador”. Los tres estudios explican la enorme factibilidad que existe en El
Salvador para la Agroindustrializacién del cultivo del Papayo a través de la

produccion de Papaina, y los halagadores resultados econémicos que proyecta.

2.1.1 Aplicaciones Industriales de la Papaina

La papaina es una enzima proteolitica que tiene muchas aplicaciones y funciones

en una gran variedad de industrias (tabla 2).

2.1.1.1 Industria de la cerveza

La industria cervecera utiliza el 75% de los suministros mundiales totales de
papaina 20, esta se utiliza para clarificar o estabilizar la cerveza contra el frio, o sea
para prevenir la formacién de niebla o enturbiamiento debido al frio en ésta. La
niebla debido al frio consiste en particulas muy pequefias, las cuales resultan de
exponer la cerveza a una temperatura menor de 10 °C. La cantidad de niebla formada
aumentard a medida que el periodo de almacenamiento aumente o a medida que la

temperatura disminuya. Este problema existe debido a que la cerveza producida es
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almacenada por largos periodos a temperaturas bien bajas, atn aquellas que han sido

pasteurizadas .

Tabla 2. Aplicaciones Industriales de la Papaina

Industria

Aplicaciones

Elaboracién de la

Clarificacién de la cerveza fria

cerveza
Alimento Ablandador de carne, en especias, hidrolizados,
en lecheria.
Hidrolisis de la Hidrolizados de levadura
levadura
Farmacéutica Asistente digestivo, producto de limpieza de
lentes de contacto, cosméticos.
Alimento Natural Ayuda Digestiva
Detergentes Removedor de manchas
Veterinario Agente antitusivo en diferentes preparaciones
Fotografia Recuperacion de la plata de la pelicula
fotogrifica
Otros Preservacion de las especias (Actividad

antimicrobiana)

Fuente: Executive Summary. The Study Investigated the US and the EU Market for
Papain form the 1990- 1993 period. htlp://www.tjpdc.com/papain.htm,

La composicion de la niebla debida al frio varia de cerveza en cerveza. Esta

generalmente consiste en taninos, carbohidratos y protefnas. La porcién de taninos

de esta niebla generalmente consiste de polifencles.

La porcion de carbohidratos

consiste en compuestos de bajo peso molecular como glucosa, xilosa y arabinosa. El

uso de la papaina tiende a hidrolizar la fraccion proteinica de la niebla debida al frio,
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la cual es la causante esencial de esta turbidez ; en pocas palabras, las proteinas se
pueden disolver gracias a la papaina y, en consecuencia la niebla u opacidad

desaparece ©).
2.1.1.2 Posibilidades Potenciales de Utilizacién de la Papaina

Otras posibles aplicaciones que tiene la papaina son: La posibilidad de usarla
en la fabricaciéon de quesos, en la coagulacién de la leche, en la fabricacion de
margarina exenta de efecto cuajante, en la panificacién, en laboratorios

bacteriol6gicos, en investigacion de proteinas, en la industria del papel, etc. ®.

Una aplicacion nueva, que es potencialmente muy grande, pero que es todavia
de poca importancia hoy en dia, es en la protedlisis de productos como soya, y

pescado ©),

2.1.2 Preparacion y Cristalizacion

La papaina es un primer constituyente del jugo y ldtex de papaya y alcanza su

maxima concentraciéon tempranamente en el desarrollo de la fruta ),

El litex de la papaya contiene una mezcla de enzimas : Papaina, quimopapaina
y Lisozima principalmente. La papaina puede separarse del resto de enzimas y
prepararse rdpida y econdémicamente, en una forma cristalina, en un estado de pureza

bueno y en cantidades razonables, a partir del 14tex seco comercial ®).
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Se han desarrollado muchos métodos para aislar la papaina del resto de enzimas,
entre ellos cabe mencionar el desarrollado por Kimmel y Smith, que es uno de los
métodos mds usados de extracciéon de papaina. Este procedimiento comprende una
extraccion del litex, eliminacion del material insoluble en el extracto a un pH 9,
precipitaciones con sulfato de amonio seguidas de tres recristalizaciones. La papaina
pura obtenida por este método contiene tres componentes: Papaina activa, papaina
activable y papaina no activable. Por este método se obtienen aproximadamente 6 a 7

mg. de papaina pura por gramo de litex seco ®),

2.2 ESTRUCTURA

La papaina es funcionalmente clasificada como una enzima, hidrolasa y proteasa
tiolica . Fue la primera enzima reconocida como miembro de una clase de enzimas
proteoliticas que necesitan un grupo sulfhidrilo libre para desarrollar su actividad .
La base de datos SCOP (siglas en inglés para Clasificacién Estructural de Proteinas)
coloca a esta enzima en la clase de las Proteasas Cisteinicas (Superfamilia : Proteasas

Cisteinicas) (U,

La papaina existe como un monémero, consistente de 212 residuos. FEs una
proteina simple conteniendo solamente aminodcidos y desprovista de carbohidratos.
Todos los aminoacidos usuales estan presentes con excepcién de la metionina. En la

tabla 3 se presenta la composicion en aminodcidos de la papaina, y en la figura 4 su

secuencia ),



Tabla 3. Composicién en Aminodcidos de la Papaina

Aminodcido | Namero Aminodcido | Namero
Lisina 10 Glicina 28
Histidina 2 Alanina 14
Arginina 12 Valina 18
Acido Aspirtico 6 Isoleucina 12
Asparagina 13 Leucina 11
Acido Glutdmico 8 Tirosina 19
Glutamina 12 Fenilalanina
Treonina 8 Triptéfano
Serina 13 Cisteina
Prolina 10 Cistina (mitad)

Total 212

Fuente: BOYER, Paul D. The Enzymes.3ra Edicién. Nueva York.
Editorial Academic Press Inc., Vol III. 1971. p. 507.

WNHy-1le-Pro-Glu-Tyr-Val-Asp-Trp-Arg-Gln-Lys-Gly-Ala-Val-Thr-Pro-Val-Lys-Asn-Gln-Gly-Ser-CyS-Gly-Ser-CyS-*
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Glu-Leu-Leu-Asp-CyS-Asp-Arg-Arg-Ser-Tyr-Gly-CyS-Asn-Gl y—GIy—’I‘yr-Pro—Trp—Ser-Ala.-Lel.l-Grln—Leu-‘/’nl-Ale.—GIn—‘r
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110 120
Ala-Ala-Lys-Thr-Asp-Gly-Val-Arg-Gln-Val-Gln-Pro-Tyr-Asn-Gln-Gly-Ala-Leu-Leu-Tyr-Ser-Ile-Ala-Asn-Gln-Pro-

130 140 150 |
Val-Ser-Val-Val-Leu-Gln-Ala-Ala-Gly-Lys-Asp-Phe-Gln-Leu-Tyr-Arg-Gly-Gly-Ile-Phe-Val-Gly-Pro-CyS-Gly-Asn-

160 170 180
Lys-Val-Asp-His-Ala-Val-Ala-Ala-Val-Gly-Tyr-Asn-Pro-Gly-Tyr-Ile-Leu-Ile-Lys-Asn-Ser-Trp-Gly-Thr-Gly-Trp-

i 190 200
Gly-Glu-Asn-Gly-Tyr-Ile-Arg-lle-Lys-Arg-Gly-Thr-Gly-Asn-Ser-Tyr-Gly-Val-CyS-Gly-Leu-Tyr-Thr-Ser-Ser-Fhe- .

210 T I,

Tyr-Pro-Val-Lys-Asn-COOH
Figura 4. Secuencia de aminodcidos en la Papaina
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La estructura cristalina determinada a través de la difraccibn de rayos X de la
papaina indica que las dimensiones de su estructura celular son 65.7X50.7X31.5
angstroms, desarrolladas en dos estructuras cristalinas una ortor6mbica y ofra

monoclinica M.

2.3 PROPIEDADES FISICAS

Las principales propiedades fisicas de la papaina se encuentran enlistadas

en la tabla 4.

Tabla 4. Propiedades Fisicas de la Papaina

Propiedad Valor
Punto isoeléctrico pH 8.75
Constante de sedimentacion, Sy, w 2.42 £ 0.04 seg.
Constate de difusion, Dag,w 10.27+0.13 X 107 cm?seg’!
Peso molecular 23, 350 Daltons$
Coeficiente de Extincion, Fiem, 280 nm. 25.0
Rotacion optica (pH 5.7, 25°C) [au]p -66.7

Fuente: PERLMAN, G.E. LAZLO L. Methods in Enzimology. 1a. Edicién. Nueva York.
Editorial Academic Press. Vol XIV.1970. P. 237.

§ Papain. Karen Albrecht. Department of Chemistry. UWEC. 1996.
Http ://www.chem. uwec.edu/Chem406/webpages/ KAREN/ facts. html
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2.3.1 Estabilidad.

La enzima cristalina muestra un alto grado de estabilidad. Como cristales en
suspension en solucién de cloruro de sodio, puede mantenerse a 4 °C por varios
meses sin pérdida detectable de la actividad. Sin embargo la propiedad més notable
de la papaina es su estabilidad cuando se expone a altas temperaturas, solventes
orgérﬁcos y reactivos los cuales pueden causar la desnaturalizacién de otras enzimas.
Un hecho conocido desde hace muchos afios es que la papaina en polvo resiste el
calor seco a 100 °C por 3 horas, y atin en solucién muestra una marcada estabilidad
frente a la temperatura, por otro lado, es dependiente del pH ya que la enzima es
inestable bajo condiciones muy édcidas. La exposicién frente a agentes fuertemente
desnaturalizantes tales como el dcido tricloroacético al 10% o el clorhidrato de
guanidina 6M causa cambios irreversibles en la papaina los cuales para ambos se
expresan en un cambio drdstico en la rotacién Optica y pérdida de la actividad.
Similarmente, bajo condiciones dcidas, a valores de pH menores de 2.8 la enzima

sufre disminucion drdstica de la actividad (19),

2.4 SITIO ACTIVO DE LA PAPAINA

La interaccion entre enzima y substrato ocurre en la superficie de la molécula de
papaina en un surco el cual estd situado entre las dos partes de la molécula. La

cadena lateral de Cisteina 25 se encuentra en la ranura. si el grupo SH de la cisteina
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no se encuentra libre ya sea por bloqueo por metales pesados, por agentes alquilantes
o por formacion disulfitica, la actividad de la enzima desaparece completamente (9.
Cercano al grupo sulfhidrico se encuentra el anillo imidazélico de la Histidina 159, el
cual se encuentra unido a su vez, a través de puentes de hidrégeno, con la cadena
lateral de Asparagina 175; ddndole forma a la triada catalitica que forma el sitio

activo de la papaina @,

En ausencia de una adicién de activadores, existe una correlacion lineal entre la
actividad catalitica de la papaina y su contenido tiolico. El desarrollo de la maxima
actividad hidrolitica de la papaina requiere de la activacién de la enzima. La papaina
es activada por una gran variedad de compuestos tiolicos tales como la cisteina y el
glutation, asi como por agentes reductores tales como el borato de sodio. Se obtiene
la méxima actividad con agentes reductores los cuales pueden actuar también como
quelantes. El papel de los quelatos parece restringirse a la remocién de trazas de
iones de metales pesados los cuales probablemente se unen al grupo tiolico esencial

de la enzima .

2.5 PROPIEDADES ENZIMATICAS
2.5.1 Métodos de ensayo

La efectividad o potencia de una enzima es mdas dtilmente expresada en

términos de actividad. Cuando es posible ésta es expresada en unidades de
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actividad las cuales se definen en términos del peso de substrato transformado en
producto, en un tiempo determinado. En el caso de la papaina, que es una enzima
hidrolitica, una unidad de actividad es la cantidad de enzima que cataliza la

hidrolisis de un mol de substrato en un minuto ®,

Actualmente hay tres tipos comunes de ensayos utilizados para medir la
actividad de la papaina : El primer grupo de éstos métodos se basa en la hidr6lisis de
moléculas de bajo peso molecular de substratos sintéticos ; estos métodos son los mas
exactos, mas caros y menos pertinentes para aplicaciones practicas. El segundo
grupo de estos métodos se basa en el grado de hidrolisis de substratos proteicos;
existen una gran variedad de éstos métodos debido a tanta combinacion de proteinas
y metodologia a escoger, son los métodos mds ttiles y confiables siempre que se
especifique la naturaleza y fuente de proteina usada asi como las condiciones en que
se lleva a cabo el ensayo. El tercer grupo de estos métodos estdn basados en la
habilidad de la enzima de coagular la leche, estos métodos son mds baratos en
términos de materiales, pero no en el tiempo que se toman; se expresan los resultados

en unidades de coagulacion de leche ©),

En esta tesis para medir la actividad de la papaina se utilizard el Método
Modificado de Kunitz para la determinacion de la actividad proteolitica de enzima;
este método pertenece al segundo grupo de métodos de medicién de actividad

proteolitica antes mencionados ®) ,
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Principio del método: Una solucién de la enzima es incubada bajo condiciones
estandar con caseina desnaturalizada. La reacciéon es detenida por la ad1c16n de 4cido
tricloroacético (TCA). La proteina no hidrolizada es precipitada por el TCA afiadido.
El precipitado es removido por filtracion y la absorbancia de la capa sobre;adante es

medida espectrofotométricamente a 280 nm. El incremento de la absorbancia a 280

nm. después de la incubacion es una medida de la actividad enzimatica ®.

2.5.2 Especificidad

La papaina hidroliza las amidas de la arginina, lisina, glutamina, histidina,
glicina, y tirosina, todas ellas o-amino substituidas. Los enlaces peptidicos
involucrando el grupo a-carboxilico del dcido glutdmico son hidrolizados mucho mis
facilmente por la papaina a pH 4 que a pH 7. En hidrélisis prolongadas de péptidos
por accién de la papaina, los enlaces involucrando no solamente los residuos
mencionados, sino también un gran nimero de otros enlaces son hidrolizados de

igual manera ©).

La amplia variedad de enlaces peptidicos hidrolizados por la papaina puede ser
superficialmente interpretado como indicativo de un bajo grado de especificidad de la
enzima. Sin embargo, numerosos estudios han demostrado que factores gobernando

la especificidad de la papaina no pueden ser discernidos a partir del examen de su
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accién sobre pequefios substratos sintéticos o sobre péptidos pequefios elegidos al
azar. Los estudios mencionados fueron dirigidos al examen de la premisa de que las
endopeptidasas tienen amplios sitios activos los cuales se extienden sobre numerosos
residuos de aminoacidos del substrato, Fj. una enzima proteolitica es capaz de
reconocer una amplia porcién de una cadena peptidica. De un estudio de la accion de
la papaina sobre 40 péptidos diasteroisoméricos de alanina se concluy6 que la
papaina tiene un sitio activo que se extiende sobre aproximadamente 25 angstroms, el
cual puede ser dividido en siete “subsitios” cada uno acomodando un aminodcido

residuo del substrato ).

Merece especial mencion una reaccién particular de la papaina, la cual ofrece un
paso de apertura en el estudio de la estructura de los anticuerpos, llamada efecto
degradativo sobre las inmunoglobulinas. La papaina, se encontré que causa
hidrélisis limitacda de inmunoglobulinas nativas, a fragmentos biolégicamente activos
separables por cromatografia. Estos estudios pioneros los cuales seguidos por una
investigacion intensiva, han sido de la mayor importancia en la elucidacién de la
estructura de la inmunoglobulinas y constituye un contribucién mayor al campo de la
inmunoquimica 19,

Debido a su amplia especificidad, la papaina no ha sido com@nmente usada para

la hidrélisis de proteinas y polipéptidos muy largos en trabajos consecuentes; sin

embargo, ha sido excesivamente valiosa para la hidrolisis de péptidos de moderado
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tamarfio, particularmente cuando estos no contienen enlaces del tipo susceptible a las
ampliamente ufilizadas tripsina y quimiotripsina. Fj. Hemoglobina, citocromo ¢y

subtisilina BPIN" (),

2.5.3 Estudios Cinéticos
2.5.3.1 Efecto del pH

la estabilidad de la papaina es suficientemente alta para permitir estudios
cinéticos dentro del rango de 2.8-10.8 ©). Tiene un rango de actividad catalitica 6ptima

mas amplio que el de otras hidrolasas (Ver figura 5) ).

La figura 6 ilustra el puente de hidrégeno entre el sulfuro y el nitrégeno. La
enzima es mds activa cuando los iones estdn apareados como un complejo tiolato

imidazolico.

Rango
relativo
de
la
reaccion

4.3 8.2 pH
figura 5. Efecto del pH en la papaina
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Esta es la forma
més activa del
péptido. Tiene un
complejo tiolato
imidazolio

Abajo de pH 3.4
N’H

c15 25 his 159 cis 25 his 159
N

H' + HN& .

Arriba de pH 3.4

Arriba de pH 8.3

Figura 6. Formacion del complejo tiolato imidaz6lico

2,5.3.2 Efecto de la temperatura

La enzima es suficientemente termoestable en presencia de substratos que

permiten mediciones cinéticas dentro del rango de temperaturas de 5 °C a 66 °C ©).



Capitulo II

Metodologia Experimental
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CariTuLo 1L

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

Para la preparacion de los reactivos especificos de los ensayos ver Anexo 1y 2,y

ol control de calidad de los reactivos en Anexo 6.

1.1 INMOVILIZACION DE LA ENZIMA

Equipo

Material de Vidrio v

Materia Prima

Reactivos

Balanza Analitica
E. Mettler Ziirich

Vasos de Precipitado

Papaina para fines Bioquimicos MERCK

Tipo HI15 cap. 160 g, Agitadores de Vidrio| Agar-Agar
Mechero Termémetro Almidén Soluble
Bafio de Agua Espédtulas Hidroxietilcelulosa
Scientific Products
Bc’i'lg(;;-?;m Sxosinste Micropipetas Glicerina
Refrigerador Admiral | Jeringas de 30 cc. Agua destilada estéril.
Balanza Granataria, | Vidrios de Reloj
OHAUS Triple beam | L
balane, cam, 2610, | As de Vidrio

Probetas

Molde pléastico

reticulado

Buffer Fosfato
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1.2 CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES DE LA ENZIMA LIBRE E INMOVILIZADA
(Determinaciones de pH y Temperatura)

Equipo Materiales Reaclivos
Bafio de Agua Vasos de Precipitado | Agua Endurada Artificialmente 30°DH
\gglg&tigc Products Matraces Erlenmeyer |Solucion de Fosfato Trisédico 2g/L

Espectrofotometro uv-vis
Lambda 12 Perkin Elmer.

Agitadores de Vidrio

Substrato de Caseina

Balanza Analitica
E. Mettler Ziirich
Tipo H15 cap. 160 g.

Tubos de ensayo

Solucién de Acido Tricloroacético

Pipetas mohr

Agua Endurada Artificialmente 15 °DH

pHmetro Mettler Toledo
355 Digital. Ion Analyzer

Espétulas

Vidrios de Reloj

Solucion de Fosfato Tris6dico en Agua
Endurada Artificialmente a 15 °DH

Hot plate con agitador

Pipetas volumétricas

Papaina inmovilizada

magnético e s
Modelo 700-5011 Balones volumétricos | Buffer fosfato a diferentes pH
Mig-by Barnant Co. Solucién de Papaina

1.3 MONTAJE DE REACTORES ENZIMATICOS

Equipo Materiales Reactivos
Barfio de Agua. Matraces Erlenmeyer Papaina inmovilizada
z;lgélltgl ¢ Products Tapones de hule horadados | Leche pasteurizada

110 V. 60 MHZ

Estufa Memmert. Tipo U30

Aros metdlicos

Cerveza sin clarificar

Soportes

Enfriador Tappan

Pinzas de sostén

Espectronic 20D.
Milton Roy Company.

Pinzas de extensién

Espdtulas metélicas

50 X 1.5 ecmu

Columna para cromatografia

Camara cubica de vidrio
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2. INMOVILIZACION DE LA ENZIMA

2.1 INMOVILIZACION EN AGAR-AGAR
2.1.1 Preparacion del soporte
a. En una balanza granataria pesar 10g. de agar-agar.

b. En un erlenmeyer de 250 mL. colocar el agar y adicionar 100 mL. de agua

destilada.

c. Calentar en bafio de agua a fuego moderado hasta completa disolucién. Agitar

constantemente.

d. Esterilizar la solucion homogénea en autoclave a 121°C, 15 Ib. de presiéon durante

15 min..
e. Enfriar hasta temperatura de 60 °C y mantener en bafio maria.

f. Repetir los pasos anteriores utilizando 6 g., 7 g.. 8 g, y 9 g. de agar, en

preparaciones individuales del soporte.

2.1.2 Mezcla enzima-soporte
a. En una balanza analitica pesar 400 mg. de enzima papaina.

b. Mezclar la enzima con la solucién de agar a 47°C.



c. Agitar vigorosamente durante 3 min..

d. Mantener en bafio de agua a 45°C.

2.1.3 Moldeo de la enzima

2.1.3.1 Moldeo de la enzima en cilindros (Figura 7.)

a. Agregar la mezcla enzima-soporte sobre agua destilada estéril (5°C) utilizando una

jeringa de 30 cc.

b. Cortar en cilindros de 3 cm. de largo, con la ayuda de una espétula metalica estéril.

c. Retirar los cilindros del agua, lavar y obtener el peso total.

d. Almacenar los cilindros en una solucién de agua destilada estéril a 10 °C.

e

Mezcla
Enzima-soporte

—

Agua destilada

estéril a 5°C

.

=

%A/\

£

17§
I

Cilindros de
agar con la

enzima
aﬁapy

Figura 7. Atrapamiento de la enzima en cilindros
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2.1.3.2 Moldeo de la enzima en placa

a. Esterilizar con alcohol isopropilico 5 placas de vidrio de 11 X 4.5 cm., previamente

pesadas
b. Colocar las placas de vidrio horizontalmente sobre papel encerado

c. Dispersar una capa delgada de aproximadamente 1 mm. de la mezcla enzima-
soporte sobre la superficie descubierta de las placas, auxilidndose de una espétula

estéril.

d. Dejar reposar a temperatura ambiente hasta la solidificacion del gel

(aproximadamente 1 min.).
e. Dar vuelta a las placas, dejando expuesta la superficie aun no cubierta por la
mezcla de la enzima y el soporte, y proceder como en el literal by c.

f. Lavar las placas con agua destilada esléril, y obtener el peso total.

g. Almacenar las placas en una solucién de agua destilada estérila 10 °C.

2.2 INMOVILIZACION EN ALMIDON
2.2.1 Preparacion del soporte

a. En una balanza granataria pesar 20g. de almidén soluble.
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b. En un vaso de precipitado de 100 mL. colocar 50 mL de agua y 0.25 mL. de

glicerina.
¢. Calentar esta mezcla a ebullicién.

d. Adicionar el almidén a la mezcla en ebullicién, y agitar vigorosamente hasta

obtener una solucion clara.
e. Enfriar hasta temperatura de 50 °C y mantener en bafio maria.

f. Repetir los pasos anteriores utilizando 15 g. y 17 g. de almid6n, en preparaciones

individuales del soporte.

2.2.2 Mezcla enzima-soporte

a. En una balanza analitica pesar 400 mg. de enzima papaina
b. Mezclar la enzima con la solucién de almidén a 50 °C

c. Agitar vigorosamente durante 3 min.

d. Mantener en bafio de agua a 50 °C

2.2.3 Moldeo de la enzima
2.2.3.1 Moldeo de la enzima en cubos

a. Esterilizar a 180 °C por 3 horas una placa de vidrio de 20 x 20 cm.



b.
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Enfriar la placa y fijar sobre ella, con cinta adhesiva, un molde plastico reticulado
con divisiones de 1 X 1 X 0.5 cm., esterilizado previamente con alcohol
isopropilico.

Agregar la mezcla enzima-soporte sobre el molde reticulado, llenar los

compartimientos y remover el exceso con ayuda de una espatula metélica estéril.

. Enfriar en refrigeracién durante 1 hora.

Retirar los cubos, lavar y obtener el peso total.

Almacenar las placas en una soluciéon de agua destilada estéril a 10 °C.

2.2.3.2 Moldeo de la enzima en placa

Proceder como en el punto 2.1.3.2 de este capitulo

2.3 INMOVILIZACION EN HIDROXIETILCELULOSA

2.3.1 Preparacion del soporte

. En una balanza granataria pesar 10g. de Hidroxietilcelulosa para sintesis.

. En un vaso de precipitado de 100 mL. colocar 50 mL de agua destilada estéril y

0.25 mL. de glicerina.

Mezclar la hidroxietilcelulosa con la soluciéon acuosa de la manera en que se indica

en el siguiente punto (2.3.2 Mezcla enzima-soporte).
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2.3.2 Mezcla enzima-soporte
a. Fn una balanza analitica pesar 400 mg. de enzima papaina

b. Mezclar la enzima con la solucién acuosa preparada de acuerdo al procedimiento

indicado para la inmovilizaciéon en hidroxietilcelulosa indicado en el punto 2.3.1
c. Agitar vigorosamente durante 3 min..

d. Mezclar con la hidroxietilcelulosa y agitar vigorosamente con doble agitador,
hasta formar la suspensién mas homogénea posible, sin pasar de un minuto de

agilacion.

e. Moldear rdpidamente la enzima como se indica en el siguiente punto (2.3.3

Moldeo de la enzima)

f. Repetir los pasos anteriores utilizando 5 g. y 7.5 g. de hidroxietilcelulosa, en

preparaciones individuales del soporte.

2.3.3 Moldeo de la enzima
2.3.3.1 Moldeo de la enzima en cubos
a. Esterilizar a 180 °C por 3 horas una placa de vidrio de 20 x 20 cm.

b. Enfriar la placa y fijar sobre ella, con cinta adhesiva, un molde pldstico reticulado
con divisiones de 1 X 1 X 0.5 cm., esterilizado previamente con alcohol

isopropilico.
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2

Verter la mezcla enzima-soporte sobre el molde reticulado, llenar los

compartimientos y remover el exceso con ayuda de una espdtula metdlica estéril.
d. Mantener en estufa a 50 °C durante 2 horas.
e. Enfriar en refrigeraciéon durante 1 hora.
f. Retirar los cubos, lavar y obtener el peso total.

g. Almacenar los cubos en agua destilada estéril a 10 °C.

2.3.3.2 Moldeo de la enzima en placa

a. Llenar un molde rectangular plastico, previamente esterilizado con alcohol
isopropilico , con la mezcla enzima-soporte hasta una altura de aproximadamente

1 mm. sobre la base del molde.
b. Mantener en estufa a 50°C durante 30 min..
¢. Colocar las placas horizontalmente sobre la mezcla semisoélida.

d. Mantener en estufa a 50 °C durante 15 min..

e. Verter mas mezcla enzima soporte sobre las placas, hasta obtener una capa sobre

ellas de aproximadamente 1 mm.

f. Mantener en estufa a 50 °C durante 2 horas.
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g. Enfriar en refrigeracién durante una hora.
h. Retirar las placas, desde la base del soporte, con ayuda de una espdtula.
i. Lavar las placas y obtener el peso total.

! Almacenar las placas en agua destilada estéril a 10 °C.

3. CAMBIOS EN 1LAS PROPIEDADES DE LA ENZIMA LIBRE E INMOVILIZADA

Los ensayos se hacen en lote, que consiste en trabajar con reactores (en este caso
tubos de ensayo) en los cuales el sistema enzimético y el substrato estan en contacto
directo, hasta que finaliza la reaccién.

Para verificar los cambios en las propiedades de la enzima libre e inmovilizada se
desarrolla como base el ensayo de actividad por el Método Modificado de Kunitz.

Los ensayos tanto para verificar el efecto del cambio del pH y el efecto del cambio

de la temperatura sobre la actividad se verifican por triplicado.

3.1 ENSAYO GENERAL DE ACTIVIDAD

Para medir la actividad proteolitica de la papaina se utilizé el Método Modificado de

Kunitz basado en el grado de hidrélisis de substratos proteicos.
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Método Modificado de Kunitz (Figura 8)

1. FEn cada uno de 4 tubos de ensayo (12 mm X 120 mm) pipetear 1 mL. de substrato
de caseina ajustado a pH 9.0 (Anexo 1).

2. Etiquetar los tubos de la siguiente manera: el primero E!, el segundo E°, el
tercero I'* y 1° el cuarto tubo.

3. Colocar los tubos en bafo de agua a 40°C y dejar 10 min. para alcanzar la
temperatura del bafio.

4. En el tubo etiquetado E'5 pipetear 1 mL. de solucién de Papaina, anotar tiempo
cero, agitar rotatoria y simultaneamente el tubo y colocar nuevamente en el bafio.

5. En el tubo etiquetado I'5 colocar una cantidad de enzima inmovilizada
(exactamente pesada) equivalente a 1 mL. de soluciéon de papaina y continuar como
se ha dicho anteriormente.

6. Repetir el procedimiento anterior para el tubo vacio E¥ al cual se les afade 1 mL.
de solucién de papaina, y para el tubo vacio I al cual se le afiade el equivalente de
enzima inmovilizada.

7. Incubar durante 15 min., medidos cuidadosamente.

8. Detener la reacciéon adicionando 3 mL. de solucién de 4cido tricloroacético a cada
uno de los tubos conteniendo la enzima ( E'3, I'5, E¥, 1), agitando enérgicamente
después de cada adicion.

9. Aiiadir el contenido del tubo E° en el tubo EY, y el del tubo I? en el v,
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10. Colocar de nuevo los tubos en bafio de 40 °C durante una hora para permitir la
coagulacion completa de la proteina precipitada.

11. Filtrar con papel filtro Whatman N° 42 o equivalente.

12. Leer la absorbancia de los filtrados a 280 nm contra el blanco (Solucién de 4cido

tricloroacético).

Unidad de Actividad (Unidad Kunitz)
La unidad es la actividad en la cual, bajo condiciones descritas, da un incremento en

la absorbancia de 0.100.

La actividad del material enzimatico en unidades por gramo se obtiene de la

ecuacion :
E15 - EO
Actividad = C X 104  (Parala enzima en solucién)
Donde : C : Es la concentracién de la solucién enzimatica original en mg/mlL.
E15: Absorbancia después de 15 min. de reaccién
EY: Absorbancia inicial
o ’ 115 _ IO i & s
Actividad = = X 104 (Para la enzima inmovilizada)
Donde : C : Es el peso de enzima soluble presente el peso de enzima inmovilizada
pesado.

[15: Absorbancia después de 15 min. de reaccién

10: Absorbancia inicial
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3.1.2 Ensayo de la Actividad Enzimatica en Funcion del pH

a. Preparar soluciones de buffer fosfato a pH 5.5, 6.0, 7.0, 7.5, 8.0 (Anexo 2). Para el

ensayo a pH 9.0 no se prepara buffer (Anexo 1).

b. Preparar el substrato de caseina y la solucién de papaina ajustados a pH 5.5

(Anexo 1).
c. Desarrollar el ensayo de actividad como indica el Método Modificado de Kunitz.

d. Repetir el paso c. utilizando substrato de Caseina y solucién de papaina ajustados

apH6.0,7.0,7.5, 8.0y 9.0.

3.1.3 Ensayo de la Actividad Enzimatica en Funcion de la Temperatura

La influencia ejercida por la temperatura en la actividad enzimatica se
verificard determinando la actividad de la enzima a las siguientes temperaturas :
20°C, 30°C, 40°C, 50°C, y 60°C.

Se realiza el Método Modificado de Kunitz de la manera explicada en el numeral 2.1,
repitiendo el procedimiento para cada una de las temperaturas indicadas y

manteniendo constante el pH, durante un ensayo a 9.0 y en el otro ensayo a 6.0
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Aiiadir 1 mL. de solucién de caseina

Incubar a 40°C durante 10 min.

|

Afiadir 1 mL. de solucién de Papaina o el equivalente de enzima inmovilizada en B3, I'%, B e IV,

EO’ IO’
ﬂ ﬂ
| W
Incubar a 40°C durante 15 min.

Afiadir 3 mL. de solucién de Acido Tricloroacético en E15, IS, B e IV,

I

Afiadir el contenido de los tubos E?en los E” y el de los I° en los I”

i
I

v
Colocar en baiio a 40°C durante 1 hora
v

Filtrar

=X

b
Leer la absorbancia de los filtrados a 280 nm

Figura 8. Método Modificado de Kunitz

i |
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4. MONTAJE DE REACTORES ENZIMATICOS
4.1 TRABAJO DEL SISTEMA INMOVILIZADO A FLUJO CONTINUO DEL SUBSTRATO
4.1.1 Montaje del Reactor Tipo Columna Empacada

a. Llenar la columna de reaccién con enzima inmovilizada con una cantidad de
cilindros que contengan el equivalente a 300 mg. de enzima pura. Dejando un

espacio libre de 4 cm. en la parte superior y colocar un tapon horadado.
b. Sujetar la columna de reaccion a un soporte metalico por medio de pinzas

c. Ajustar la manguera alimentadora de substrato al tapon horadado de la parte

superior y al recipiente contenedor de substrato.

d. Adaptar a la parte inferior o salida , el recipiente receptor del liquido efluente.

4.1.2 Operacion del Reactor Enzimatico

a. La solucion de substrato consiste en cerveza, filtrada en fase de enfriamiento a la

cual no se le ha adicionado papaina atn (Anexo 3).
b. Calentar la cerveza en mechero hasta llevarla a 68 °C
¢. Colocar en estufa durante 30 min. a 68 °C.

d. Enfriar.
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e. Difundir la cerveza sobre la columna empacada a una velocidad de 4.4 mL./h. los

primeros cuatro dias y de 2.2 mL./h. los siguientes dias.

4.1.3 Seguimiento de la Reaccién Enzimatica

a. Tomar una muestra de 75 mL. del liquido efluente, previa la realizaciéon del

tratamiento enzimatico.

b. Tomar muestras del liquido efluente cada 24 horas durante 4 dias y luego cada 72

horas hasta completar 9 dias.

c. Realizar a cada muestra el andlisis de evaluacién indirecta de la accién de la

papaina por el Método Forzado de Estabilidad En Cerveza modificado.

4.1.3.1 Método Forzado de Estabilidad en Cerveza Envasada Modificado.
(Ver Anexo 4)

a. Enfriar por 24 horas a -5 °C una muestra de cerveza sin tratar

b. Hacer lecturas de turbidez (Absorbancia), previa agitacion, a 610 nm, manteniendo

la muestra dentro del rango de 4°C- 6°C.
c. Enfriar por 24 horas a -5°C la muestra tratada.

d. Realizar paso b para la muestra tratada.



e. Colocar en estufa calibrada a 60 °C durante 24 horas.

f. Enfriar a temperatura ambiente.

g. Repetir desde el paso ¢ al f. hasta alcanzar un valor de turbidez de 0.180.

Calculos.

Valor de Estabilidad = A + (B-A) X (2 -T1)

(T2-T1)

Donde: A = # de dias calientes hasta pentltima medicion

T1 = Valor de turbidez (El correspondiente a las unidades EBC en Anexo 5),

de la pentltima medicién en frio.

B = # de dias calientes de la dltima mediciéon

T2 = Valor de turbidez de la tltima medicion en frio (El correspondiente a las

unidades EBC en Anexo 5).

Normas.

Valor de Estabilidad Clasificacion
<1.0 Bajo
1.0a 2.0 Regular
2.01a5.0 Buena
>5.0 Excelente
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4.2 TRABAJO DEL SISTEMA INMOVILIZADO A FLujo DISCONTINUO DEL
SUBSTRATO.

4.2.1 Montaje y operacion del Reactor Tipo Tanque con agitacion

El reactor consiste en un contenedor de vidrio de 21 X 12 X 5 cm., que tiene 5

ranuras equidistantes en las que se colocan las placas.

&

Colocar las placas de vidrio cubiertas con la enzima inmovilizada, en cantidad

total equivalente a 340 mg. , dentro del contenedor ctibico.
b. Colocar el reactor en bafio maria a 50 °C durante 10 mir..
c. Calentar 500 mL. de leche (pasteurizada o cruda) llevando a 50°C.
d. Agregar la leche dentro del reactor.

e. Agitar el substrato cada quince min., recorriendo el ancho de el reactor 20 veces

entre cada placa con ayuda de una microespétula (Figura 9.)

4.2.2 Seguimiento de la Reaccion Enzimatica
a. Anotar las caracteristicas organolépticas del substrato en cada agitacion.

b. Suspender la reaccién cuando se tenga el producto de la reaccion formado (un

coagulo de consistencia esponjosa), mediante el retiro de las placas.
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c. Lavar las placas con agua destilada estéril y colocarlas nuevamente en el

contenedor ciibico limpio.

d. Repetir el procedimiento de operacién y de seguimiento de la reaccién hasta que

ya no se produzca la transformacion del substrato.
!
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Figura 9. Forma de Agitacion del Substrato en Reactor en Lote.
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Analisis de Resultados
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CapriTuLO III

ANALISIS DE RESULTADOS

1. RESULTADOS

1.1 INMOVILIZACION DE LA ENZIMA

Se realizaron ensayos iniciales con tres soportes, hidroxietilcelulosa, almidén y

agar-agar, para seleccionar entre ellos aquel que ofreciera :

a) Condiciones de fluidez tales que permitan, a una temperatura razonable, el
mezclado homogéneo entre el soporte y la enzima, y el moldeo requerido de la

enzima inmovilizada.

b) Consistencia sélida y resistencia a la abrasiéon de el producto enzimitico

inmovilizado final.

De acuerdo a las consideraciones expresadas los ensayos de inmovilizacion se
realizan variando la concentracion del soporte y manteniendo constante la

concentraciéon de papaina.

Se describen las caracteristicas de los productos de inmovilizacién resultantes
y luego se elige aquel que presente las condiciones que permitan un mejor trabajo

posterior en los reactores.
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Cuadro 1. Resultados de la Inmovilizacién de la Enzima en Agar-agar

CONCENTRACION
DEL AGAR-AGAR

RESULTADOS

10 %

e Las caracteristicas de flujo del soporte en solucién caliente a 47 °C no
permiten un mezclado 6ptimo con la enzima en los 3 min. establecidos
para ello, ademés en el moldeo permite tanto la formacién de cilindros de
enzima inmovilizada y de placas cubiertas con ella.

e El producto final presenta consistencia sélida y caracteristicas de no
abrasion, pero la coloracién no es homogénea: se observan partes blancas
y partes traslicidas.

9%

¢ La fluidez del soporte en solucion caliente (47 °C) no permite el
mezclado homogéneo con la enzima en el tiempo de operacién
establecido, y en el moldeo permite la formacién de cilindros de enzima
inmovilizada y placas cubiertas con ella.

e El producto final es sélido pero su coloracion evidencia la heterogénea
distribucién de la enzima en el soporte, al presentarse édreas mas oscuras y
otras més claras, ademés de tener superficie lisa resistente a la abrasién

8%

o Las caracteristicas de flujo del soporte son adecuadas para permitir un
mezclado homogéneo con la enzima en el tiempo establecido y en el
moldeo permite al principio la formacién de gotas de enzima y luego de
cilindros, ademds de permitir el moldeo en placa.

e El producto final es s6lido, de coloraciéon homogénea y de superficie
lisa resistente a la abrasion.

7 %

 La fluidez del soporte en solucién caliente (47 °C) es adecuada para el
mezclado homogéneo con la enzima, al moldear permite la formacién de
gotas de enzima al inicio de la operacién y luego da lugar a la formacion
de cilindros, y también da lugar al moldeo en placa.

s El producto final es sélido, de coloracién homogénea y de superficie
lisa resistente a la abrasion.

6%

e Las caracteristicas de flujo del soporte en solucién permiten el
mezclado homogéneo con la enzima, el moldeo en gotas durante la mitad
del proceso de moldeo, cilindros la otra mitad del proceso, y también la
inmovilizacion en forma de placas.

e El producto final es sélido de coloracién homogénea y de superficie lisa
resistente a la abrasion.




Cuadro 2. Resultados de la Inmovilizacion de la Enzima en Hidroxietilcelulosa

CONCENTRACION DE
LA
HIDROXIETILCELULOSA

RESULTADOS

20 %

o Se presenta facilidad de mezclado homogéneo de la enzima
con el soporte, y el moldeo en cubos se realiza con facilidad, sin
embargo el moldeo en placa presenta problemas de adherencia.

e La enzima inmovilizada en forma de cubos consiste en un
producto semisélido de coloracién homogénea con tendencia a
absorber agua en contacto con solucién acuosa, formado un
producto pastoso con ninguna resistencia a la abrasién. El
producto en placa consiste en una especie de pasta de coloracion
homogénea adherida a las placas con ninguna resistencia a la
abrasion.

15 %

e Fl mezclado de la enzima con el soporte se realiza con
facilidad, al igual que el moldeo en cubos. Solamente el moldeo
en placa presenta dificultad de la enzima en adherirse a la placa.

e La enzima inmovilizada en cubos consiste en un producto de
consistencia pastosa y coloracién homogénea que absorbe agua
en presencia de solucién acuosa. El producto en placa presenta
dificultad de desmoldar pues es como una pasta de coloracion
homogénea que se adhiere parcialmente a las placas y presenta
pérdida de producto en el moldeo en evidencia de su baja
resistencia a la abrasion.

10 %

e Se obtiene una mezcla homogénea enzima soporte. El moldeo
en cubos se lleva a cabo de manera aceptable, pero existen altas
dificultades en el moldeo en placa pues se dificulta su
adherencia en el material de vidrio que es liso. '

e Inicialmente la consistencia de los cubos es aceptable pero a
temperaturas mayores a los 4 °C adoptan una consistencia
pastosa , siempre presentan coloracion homogénea, y presentan
la caracteristica de absorber agua en contacto con solucién
acuosa. Como resultado de moldeo en placa solamenle se
obtiene una pasta adherida débilmente a las placas, de
coloracién homogénea y de alta sensibilidad a la abrasion.
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Cuadro 3. Resultados de la Inmovilizaciéon de la Enzima en Almid6n

61

CONCENTRACION RESULTADOS
DEL ALMIDON
40 % |e La disolucion del soporte en el agua resulta bastante dificil y por

la agitacién se produce mucha perdida de el, luego el flujo del
soporte en solucion caliente (50 °C) permite el mezclado de este con
la enzima aunque no libremente, ya que a esa temperatura existe
formacion de una sustancia bastante viscosa y de color lo
suficientemente blanco para no distinguir la distribucién de la
enzima, sin embargo el moldeo tanto en cubos como en placa se
realiza con facilidad.

o La consistencia final del producto es soélida, de coloracion
homogénea, pero presenta desprendimiento de soporte cuando
entra en contacto con una solucién acuosa.

35 %

o La disolucién del soporte en el agua resulta dificil, dandose
perdida de almidén por adhesion a las paredes del contenedor. La
fluidez del soporte en solucion caliente (50 °C) permite un
mezclado con cierta dificultad de este con la enzima, pero si da
presenta la factibilidad de moldear tanto en cubos como en placa.

s Bl producto final es so6lido, de coloracién homogénea, pero
presenta desprendimiento del soporte cuando entra en contacto con
una solucién acuosa.

30 %

e la disolucién del soporte en agua resulta levemente dificil y se
produce pérdida de almidén por adhesion a las paredes del
contenedor. Las caracteristicas de flujo del soporte en la solucion
acuosa caliente (50 °C) dan lugar a un mezclado homogéneo con
la enzima, y presenta buenas condiciones para el moldeo en
cubos y en placa.

e El producto final es s6lido, de coloracion homogénea, pei‘o
presenta desprendimiento del soporte cuando entra en contacto
con una solucién acuosa.




1.2 CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES DE LA ENZIMA LIBRE E INMOVILIZADA.

Debido a los resultados obtenidos en la inmovilizacién de la enzima en los
diferentes soportes, se selecciona el proceso de inmovilizacion en agar-agar para la

realizacion de los ensayos siguientes en el proceso experimental, ésto dadas sus

mejores caracteristicas en condiciones experimentales.

Para los ensayos de actividad se emplea el sistema enzima-soporte en forma de

cilindros que miden un promedio de 0.1 mm de didmetro y 3 cm. de largo,

seccionando de acuerdo al peso necesario para el ensayo.

1.2.1 Ensayo de la Actividad Enzimatica en Funcion del pH.

Cuadro 4. Actividad de la Enzima Libre e Inmovilizada frente a los cambios de pH.

(Temperatura 40 °C)
pHdel |Actividad de la Enzima Libre | Actividad de la Enzima Inmovilizada
Substrato (Unidades Kunitz) (Unidades Kunitz)
5.5 5.701 X 104 0.173 X 104
6.0 6.832 X 104 0.259 X 104
7.0 3.419 X104 1.093 X 104
7.5 3.025 X 104 0.768 X 10t
8.0 2.588 X 104 0.634 X 10t
9.0 1.575 X 104 0.048 X 104




Cuadro 5. Actividad Relativa de la Enzima Libre e Inmovilizada
cambios de pH. (Temperatura 40 °C)

Actividad Relativa (%)

Grafico 1.

pH del Actividad de la Actividad de la

Substrato | Enzima Libre (%) | Enzima Inmovilizada (%)
5.5 83.45 15.83
6.0 100.00 23.70
7.0 50.04 100.00
7.0 44.28 70.27
8.0 37.88 58.01
9.0 23.05 4.39

110

63

frente a los

100 /‘-‘\
a0

80

70

60

50 /
40

. /

20

10

55 6,0

4 15
p?-l del Substrato
—4— Aclividad relativa de la enzima llbre —E— Actividad relativa de la enzima inmovillizada

8,0

Efecto del Cambio de pH sobre la Actividad Enzimitica con el proceso
de inmovilizacion, Notese que hay un desplazamiento del pH éptimo de
trabajo para la enzima inmovilizada y mejora levemente su estabilidad en

el rango de pH de 7 a 8.5 aprox.



64

1.21.1 Distribuciéon “t” de student aplicada al Ensayo de Actividad en Funcién del
pH.

Para comenzar se plantean las siguientes hip6tesis :

Hipotesis Nula: Ho: No existe diferencia significativa entre la variacién de la

actividad de la enzima libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de pH.

Hipotesis Alternativa : Hy : Si existen diferencias significativas entre la variacién de la

actividad de la enzima libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de pH.

Se obtienen los datos de la media aritmética, la desviacion tipica de las
actividades relativas de la enzima libre e inmovilizada y luego se obtiene el valor de
"t de student aplicado a los resultados obtenidos del ensayo de actividad en funcién

del pH, esto de acuerdo al esquema de célculo explicado en el Anexo 8.

El valor de “t” que se obtiene para este ensayo es de 0.34, comparandolo con el valor

teorico donde t tiene (n-1=6-1) grados de libertad :
el valor critico para un nivel de significacion de1 % = 3.36
Y para un nivel de significacion de 5 % = 2.02,

se observa que el dato préactico encontrado es menor que estos valores ; por lo que se

acepta que : No existen diferencias significativas entre la variacion de la actividad

de la enzima libre y la inmovilizada frente a los cambios de pH.
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1.2.2 Ensayo de la Actividad Enzimatica en Funcién de la Temperatura (pH 9)

Inicialmente se realiza el ensayo de actividad en funci6n de la temperatura a
un pH constante de 9.0, por ser el pH basico al cual se realiza el método modificado
de Kunitz, posteriormente se realiza a pH 6.0 por ser el pH 6ptimo teérico de la

enzima libre.

Cuadro 6. Actividad de la Enzima Libre e Inmovilizada frente a los cambios de

temperatura (pH 9).
Temperatura Actividad de la Enzima Libre | Actividad de la Enzima Inmovilizada

O (Unidades Kunitz) (Unidades Kunitz)

20 0.722 X 104 0.007 X 104

30 1.131 X 104 0.030 X 104

40 1.497 X 104 0.048 X 104

50 2.696 X 104 0.218 X 104

60 3.871 X 104 0.295 X 104

Cuadro 7. Actividad Relativa de la Enzima Libre e Inmovilizada frente a los
cambios de Temperatura. (pH 9)

Temperatura | Actividad de la Actividad de la
(°C) Enzima Libre (%) | Enzima Inmovilizada
20 18.65 0.02
30 29.22 10.17
40 38.67 16.27
50 69.65 73.90
60 100 100
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Grafico 2. Efecto del cambio de Temperatura a pH 9 sobre la Actividad Enzimitica,
y la influencia del proceso de Inmovilizacién. Obsérvese cierta
estabilidad en la actividad de la enzima inmovilizada a temperaturas
menores de 40 °C y un ligero aumento a temperaturas mayores que ésta.

1.2.2.1 Distribucién “t” de student aplicada al Ensayo de Actividad en Funcién de
la Temperatura a pH 9.

Para comenzar se plantean las siguientes hip6tesis :

Ho : No existe diferencia significativa entre la variacion de la actividad de la enzima

libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de temperatura en un pH de 9.0

Hi : Si existen diferencias significativas entre la variacion de la actividad de la enzima

libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de temperatura en un pH de 9.0.
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Se obtienen los datos de la media aritmética, la desviacion tipica de las
actividades relativas de la enzima libre e inmovilizada y luego se obtiene el valor de
“t" de student aplicado a los resultados obtenidos del ensayo de actividad en funcién

de la temperatura a pH 9, esto de acuerdo al esquema de célculo explicado en el

Anexo 8.

El valor de t que se obtiene para este ensayo es 0.40, comparandolo con el valor

teérico t tiene (n -1 = 5-1) grados de libertad,

el valor critico para un nivel de significacién de 1 %

I

3.75

Y para un nivel de significacionde5 % = 2.13,

se observa que el dato practico encontrado es menor que estos valores ; por lo que se

acepta que : No existen diferencias significativas entre la variacion de la actividad

de la enzima soluble v la inmovilizada frente a los cambios de temperatura a un pH

de 9.0.
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1.2.3 Ensayo de la Actividad Enzimaética en Funcién de la Temperatura (pH 6).

Cuadro 8. Actividad de la Enzima Libre e Inmovilizada frente a los cambios de
temperatura (pH 6).

Temperatura Actividad de -la Enzima Libre | Actividad de la Enzima Inmovilizada
(Y (Unidades Kunitz) (Unidades Kunitz)
20 2115 X 104 0.065 X 104
30 4423 X 104 0.219 X 104
40 6.746 X 104 0.274 X 104
50 6.754 X 104 0.523 X 104
60 9.461 X 104 0.633 X 104

Cuadro 9. Actividad Relativa de la Enzima Libre e Inmovilizada frente a los
cambios de Temperatura. (pH 6)

Temperatura| Actividad de la Actividad de la
(°C) Enzima Libre (%) | Enzima Inmovilizada (%)
20 22.35 10.27
30 46.75 34.60
40 71.30 43.29
50 71.38 82.62
60 100 100




69

110

100

90

7
. | e/
. e
o S/
N S oA
. Y.
. <
10 m/

0

Actividad Relativa (%)

10 20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C)

—&— Actividad Relativa de la Enzima Libre (%) —&3— Actividad Relativa de la Enzima Inmovillzada (%)

Gréfico 3. Efecto del cambio de Temperatura a pH 6 sobre la Actividad Enzimatica
y la influencia del proceso de Inmovilizacion. Existe bastante similitud
en el comportamiento de la enzima inmovilizada con el de la enzima libre a
este pH, observandose siempre un descenso general de la actividad del
inmovilizado, méas acentuadamente, en este a caso, a temperaturas menores
de 50°C y un aumento a temperaturas mayores.

1.2.3.1 Distribucién “t” de student aplicada al Ensayo de Actividad en Funcién de
la Temperatura a pH 6.

Para comenzar se plantean las siguientes hip6tesis :

Ho : No existe diferencia significativa entre la variacién de la actividad de la enzima

libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de temperatura en un pH de 6.0

H, : Si existen diferencias significativas entre la variaciéon de la actividad de la enzima

libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de temperatura en un pH de 6.0
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Se obtienen los datos de la media aritmética, la desviacion tipica de las
actividades relativas de la enzima libre e inmovilizada y luego se obtiene el valor de
“¢’ de student aplicado a los resultados obtenidos del ensayo de actividad en funcion
de la temperatura a pH 6, esto de acuerdo al esquema de cdlculo explicado en el

Anexo 8.

El valor de “t” que se obtiene para este ensayo es 0.32, compardndolo con el de

la tabla donde t tiene (n -1 = 5-1) grados de libertad,

3.75

el valor critico para un nivel de significacion del %

Y para un nivel de significacion de5 % = 2.13,

se observa que el dato practico encontrado es menor que estos valores ; por lo que se

acepta que : No existen diferencias significativas entre la variacién de la actividad

de la enzima soluble v la inmovilizada frente a los cambios de temperatura a un

pH de 6.0 .

1.3 MONTAJE DE REACTORES ENZIMATICOS
1.3.1 Trabajo del Sistema Inmovilizado a Flujo Continuo del Substrato

Para este ensayo se hace el montaje de el reactor tipo columna empacada (ver

esquema 1 y figura 10), conteniendo una cantidad de enzima inmovilizada
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equivalente a 300 mg. de enzima soluble. verificandose el proceso a temperatura

ambiente (25°C- 27°C), se realiza un lavado de la columna con solucién tampon

(buffer fosfato pH 8.5) cada 6 dias.

. / Contenedor de Substrato

_ —— Tapon doble horadado

Alimentador —>
de

Substrato Enzima Inmovilizada

Columna de Reaccion

Valvula de 1a Columna

Tapon doble horadado
K—— — Receptor

Esquema 1. Reactor utilizado en pruebas con enzima inmovilizada en cilindros



T2

a) Cilindros de Enzima
Inmovilizada

b) Vista Parcial del
Reactor

c) Vista total del Reactor

Figura 10. Reactor tipo columna empacada para utilizar con flujo continuo de
substrato
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El seguimiento de la reaccién se realiza por lectura espectrofotométrica a 610
nm, empleando el método de lectura de turbidez debida a proteinas$, durante los

primeros 4 dias y luego cada 2 dias.

Cuadro 10. Actividad clarificadora de la columna con papaina inmovilizada sobre
flujo continuo de substrato cerveza.

N°de Tiempo | Volumen | Absorbancia Ciclo Absorbancia
husaa i Tratado Previa al Frio (h.) después del
(Dias) (ml.) tratamiento ‘ i tratamjento |

1 1 100 0.084 24 0.045
2 2 110 0.084 23.5 0.040
3 3 100 0.100 24 0.043
4 4 100 0.125 24 0.060
) 6* 145 0.125 24 0.079
6 8 110 0.125 24 0.061
7 10 100 0.134 24 0.196
8 12* 145 0.134 25 0.246
Y 14 100 0.134 235 0.207

* Lavado con solucién tampon

Se hace un seguimiento de la calidad de la cerveza obtenida siguiendo el
ensayo de estabilidad mencionado en el punto 4.1.3.1 del capitulo . Esta es una
prueba indirecta de la resistencia de la cerveza a la formaci6n de turbidez por el frio y
se realiza de la manera detallada en el punto mencionado : se repiten ciclos frios y

calientes hasta llegar a una lectura de turbidez limite establecida, se calcula el valor

$ CABELLO VELASCO. Manual de Microbiologia Industrial. 1a. Edicién. México DF
Universidad Auténoma de México. 1994, p. 188.



74

de estabilidad a través de la formula y finalmente, de acuerdo al resultado obtenido,

se asigna la clasilicacion de estabilidad sugerida por la norma.

0,300

0,250

0,200 : G

0,150

Absorbancia (610 nm)

0,100

0,050

0,000

0 1 2 3 4 6 8 10 12 14
Tiempo (Dias)

—&— Absorbancia Iniclal ~{3— Absorbancla despuds del tratamlento

Grafico 4. Efecto Clarificador de la Enzima Inmovilizada a Flujo Continuo de
Substrato Cerveza. La menor absorbancia indica el mayor efecto

clarificador. N6tese el stbito aumento de la absorbancia el noveno dia de
funcionamiento.
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Cuadro 11. Evaluacién de las mﬁestras de cerveza tratadas por el Meétodo Forzado
de Estabilidad en Cerveza Envasada Modificado.

N° | N°de Valor de N° de Valor de
de Dias turbidez de | Dias | turbidez de Valor Clasificacion
Mx. | Calientes la Calientes la de de
hasta | pentltima | hasta altima | gstabilidad Ciltlad
peniiltima | medicion | dltima medicion
medicion | ABS | EBC | medicién | ABS | EBC
0 0 0.054| 0.79 2 0.198| 2.18 0.87 Baja
¥ 4 0172 1.90 5 0.205| 2.25 4.29 Buena
2 2 0.167 | 1.86 5 0.193] 2.13 3.62 Buena
3 1 0.140 | 1.65 2 0.254 | 2.71 1.33 Regular
4 2 0.178| 1.95 3 0.210] 2.30 2.14 Buena
5 1 0.150 | 1.73 2 0.180 | 2.00 2.00 Regular
6 2 0.178 | 1.65 3 0.195| 2.15 270 Buena
/] 0 0.125| 1.46 1 0.19 | 2.14 0.79 Baja

1.3.2 Trabajo del Sistema Inmovilizado a Flujo Discontinuo del Substrato

Para este ensayo se hace el montaje del reactor tipo tanque con agitacion (Ver

figura 11), Conteniendo una cantidad de enzima inmovilizada equivalente a 220 mg.

de enzima soluble.

Se utiliza como substrato en cada ciclo 500 mL. de leche

ultrapasteurizada y leche cruda, verificindose el proceso a 50 °C, se cambia el lote de

substrato después de obtener el producto requerido y se lavan las placas con agua

destilada entre cada proceso.

Fl seguimiento de la reaccion y de la calidad del producto se realiza por

evaluacion cualitativa de este.
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Cuadro 12. Efecto Coagulante de la Enzima Papaina Inmovilizada sobre Substrato

Leche.
ENSAYO mfxﬁfc?m RESULTADOS EN LECHE PASTEURIZADA RESULTADOS EN LECHE CRUDA
(HORAS)
1 15-25 |Se observa la formacién de un|Se observa la formacién de un
X =2 coagulo suave, con poco drenaje |coagulo eldstico, tendencia a
del suero (Hamedo) , olor lacteo |retener el suero, olor lacteo casi
casi imperceptible, sabor amargo. imperceptible, sabor agradable.
2 | 25-3.5 |Formacién de coagulo suave,|Formacién de coagulo suave y
X=3 htimedo, olor lacteo , sabor amargo. |eldstico, retencién de suero, olor
lacteo, sabor agradable.
3 |3.4-4.5 |Coagulo suave, hiimedo, olor lacteo Coagulo suave y eldstico, retiene
X =395 | Suave, sabor amargo. el suero, olor lacteo fuerte, sabor
' agradable.
4 8-10 |Coagulo suave, htimedo, olor lacteo | Coagulo suave y eldstico, que
X=9 moderado, sabor amargo. retiene el suero, olor lacteo muy
fuerte y sabor agradable.
5 16 -20 | Coagulo suave, humedo, olor ldcteo | Coagulo suave y eldstico, que
X =18 fuerte, sabor amargo. retiene el suero, olor ldcteo fuerte
intenso y sabor 4cido.
6 20-26 |Coagulo suave, himedo, olor lcteo | Codgulos ~ suaves y elésticos
X =23 fuerte, sabor amargo. combinados con codgulos
granulares e ineldsticos, olor
lacteo fuerte intenso y sabor 4cido.
7 27 -33 |Codgulos suaves y hitmedos |Codgulos suaves y elasticos
X =30 combinados con coagulos | combinados con mayor cantidad
granulares e ineldsticos, olor fuerte|de  codgulos  granulares e
y desagradable y el sabor del|ineldsticos, olor lacteo fuerte
producto en general es amargo. intenso y sabor acido.
8 25-29 | Combinacién de codgulos suaves y | Combinacién de coagulos
X =27 hiimedos con  granulares e|granulares e ineldsticos con poca
ineldsticos, olor fuerte y |cantidad de codgulos suaves y

desagradable y el sabor es amargo
el de los primeros y regularmente
dcido el de los segundos coédgulos
respectivamente.

elasticos, Olor lacteo fuerte
intenso, sabor 4cido muy fuerte.




b)Reactor cubierto con
enzima inmovilizada

c) Reactor en
funcionamiento

Figura 11. Reactor tipo tanque agitado para utilizar con flujo discontinuo de
substrato

i
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Grafico 5. Tiempo Necesario para coagulacion de Substrato Leche con Enzima
Inmovilizada. El tiempo de reaccién aumenta a medida que se realizan
mas ensayos, se da una disminucién notable del tiempo de reaccién

necesario en el dltimo ensayo.

2. D1SCUSION DE RESULTADOS

2.1 INMOVILIZACION DE LA ENZIMA

¢ En los cuadros 1, 2 y 3 se presentan las caracteristicas cualitativas de la enzima

inmovilizada en los diferentes soportes y las diferentes concentraciones ensayadas

para cada uno de ellos
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e Para la enzima inmovilizada en agar-agar se utiliza la temperatura de 47°C como
limite de manejo, ya que permite una mejor manipulacién del material a pesar de

que se encuentra un poco alejada del rango de solidificacion.

e El agar es el material que mejor permite el moldeo en forma de cilindros, que son
preferidos respecto a los cubos ya que da lugar a la obtencién de un producto

enzimético con mayor superficie de contacto.

e El cuadro 2 presenta las caracteristicas del proceso de inmovilizacién en
hidroxietilcelulosa, el que de manera general resulta bastante dificil y produce un
inmovilizado cuyas caracterfsticas no son las mas adecuadas para un proceso
industrial en el que se establezca contacto con un substrato liquido o que contenga
una cantidad de agua considerable. Este hecho nos explica la utilizacion de

celulosas en métodos de inmovilizacién quimicos.

o La funcién de la glicerina como plastificante en la inmovilizacién de la enzima con
hidroxietilcelulosa resulta demasiado débil frente a las caracteristicas propias de

este gel.

e Fl cuadro 3 muestra los resultados de la inmovilizacién en almidén. El producto

final presenta caracteristicas de consistencia que indican la posibilidad de poder
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mejorar su resistencia a la abrasion ya sea con la utilizacién de aditivos o de un

tipo diferente de almidé6n.

2.2 CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES DE LA ENZIMA LIBRE E INMOVILIZADA

2.2.1 Ensayo de la Actividad Enzimatica en Funcién del pH

o En el cuadro 4 se presenta la actividad en unidades Kunitz de la enzima libre e
inmovilizada a los diferentes pH ensayados y a una temperatura constante de
40°C, esta actividad se calcula basandose en el incremento de la absorbancia de el
substrato caseina debido a la hidrélisis causada por la papaina, el valor numérico
presentado se obtiene aplicando la formula descrita en el método de ensayo

(capitulo II parte 3.1)

o Los ensayos de actividad se hacen por triplicado, para encontrar el valor
presentado en los resultados se toman los dos valores mas cercanos obtenidos
(calculados en unidades Kunitz) y se obtiene el promedio de ellos, el tercer valor es

descartado.

¢ La mayor actividad de la enzima libre se presenta a pH 6.0 lo que concuerda con el

pH 6ptimo tedrico.

e El sistema inmovilizado presenta su mayor actividad a pH 7 lo que indica un

desplazamiento hacia la alcalinidad, respecto al pH 6ptimo de la enzima libre.
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En general se observa una disminucién de la actividad de la enzima inmovilizada

respecto a la enzima soluble en el ensayo en funcion del pH.

La actividad al pH 6ptimo de la enzima libre (6.0) supera en un 84% la actividad al

pH o6ptimo de la enzima inmovilizada.

En el cuadro 5 se presenta la actividad relativa tanto de la enzima libre como de la
inmovilizada ; esta actividad se calcula asignando el valor de 100% al mayor valor

de actividad encontrado para cada enzima. (Célculos en anexo 7).

El grafico 1 presenta la manera en que varia la actividad de la enzima libre y de la

inmovilizada a diferentes pH.

La relacién entre las actividades de la enzima libre e inmovilizada, y el pH
presenta una tendencia a forma de campana lo que confirma la propiedad de las
enzimas, que al igual que otras proteinas, de poseer grupos ionizables cuya

conformacion puede verse afectada por los cambios de pH®).

2.2.2 Ensayo de la Actividad Enzimatica en Funcién de la Temperatura (pH 9).

o Los resultados presentados en el cuadro 6 son los de la actividad en unidades
Kunitz de la enzima libre e inmovilizada ensayando diferentes temperaturas a un

pH constante de 9.0 , se basan en el incremento de la absorbancia del substrato



caseina debido a la hidrélisis causada por la papaina, el valor numérico obtenido
en unidades Kunitz se obtiene aplicando la férmula descrita en el método de

ensayo (Capitulo II parte 3.1)

La mayor actividad de la enzima libre, y también de la inmovilizada, se presenta a
la mayor temperatura estudiada (60°C). Esto confirma que la enzima es

enormemente activa a temperaturas altas.

La preparacién del substrato caseina para el ensayo de actividad realizado requiere
de un calentamiento a ebullicién (Anexo 1), lo que descarta el hecho de que la alta

temperatura aplicada pueda ser una fuente de datos erréneos.

La actividad de la enzima inmovilizada presenta una evidente disminucion de la
actividad en comparacién con la actividad de la enzima libre, en este ensayo en

funcién de la temperatura.

En la temperatura 6ptima (60°C), la actividad de la enzima libre supera en un 92%

la actividad de la enzima inmovilizada.

En el cuadro 7 se presenta la actividad relativa tanto de la enzima libre como de la
inmovilizada, ésta actividad se calcula asignando el valor de 100% a la mayor

actividad encontrada para cada enzima (Calculos en anexo 7).
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o Fl grdfico 2 presenta la manera en que varia la actividad de la enzima libre a

diferentes temperaturas a pH constante de 9.0.

s En general la actividad de la enzima libre a diferentes temperaturas se presenta
més uniforme que la actividad de la enzima inmovilizada, en la cual se observan

variaciones bastante pronunciadas entre 40°C y 50°C.

2.2.1 Ensayo de la Actividad Enzimatica en Funcion de la Temperatura (pH 6)

o En el cuadro & se presenta la actividad en unidades Kunitz de la enzima libre e
inmovilizada ensayadas a diferentes temperaturas a un pH constante de 6.0, estos
resultados se basan en el incremento de la absorbancia del substrato caseina
debido a la hidro6lisis causada por la papaina, el valor numérico obtenido en

unidades Kunitz se obtiene aplicando la férmula descrita en el método de ensayo

(Capitulo II parte 3.1)

e La actividad de las enzimas es mayor a pH 6.0 que a pH 9.0, y a 60°C que a otra
temperatura. Confirmando que la enzima es enormemente activa a temperaturas

altas.

e FEn este ensayo en funcion de la temperatura, nuevamente se observa que la
actividad de la enzima inmovilizada presenta una evidente disminucién de la

actividad en comparacién con la actividad de la enzima libre.
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o En la temperatura 6ptima (60°C) y a pH 6.0, la actividad de la enzima libre supera
en un 93.3% la actividad de la enzima inmovilizada, bastante cercana a la variacién

apH9.0.

¢ En el cuadro 9 se presenta la actividad relativa tanto de la enzima libre como de la
inmovilizada, ésta actividad se calcula asignando el valor de 100% a la mayor

actividad encontrada para cada enzima (Calculos en Anexo 8).

o El grafico 3 presenta la manera en que varfa la actividad de la enzima libre a

diferentes temperaturas manteniendo constante el pH a 6.0.

» En este ensayo la actividad de la enzima libre a diferentes temperaturas se presenta
mas uniforme que la actividad de la enzima inmovilizada especialmente en el

rango de 40°Ca 50°C.

2.3 MONTAJE DE REACTORES ENZIMATICOS.

2.3.1 Trabajo del sistema inmovilizado a flujo continuo del substrato

o Para el montaje del reactor del tipo columna empacada, se hizo necesario la
adaptacion de dos tubos extra (esquema 1), uno en el tapon del contenedor de
substrato y otro en el tapon del receptor del producto, esto para poder lograr un

flujo uniforme del substrato en la columna de reaccion.
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e En teoria se utilizan aproximadamente 2 mg. de papaina para clarificar 100 mL. de
cerveza. Para el montaje del reactor utilizado no se toma en cuenta este dato pues
no era posible determinar con exactitud la cantidad de substrato que seria posible
clarificar con la cantidad contenida en €], finalmente la relacién entre papaina y

cerveza clarificada es de aproximadamente 29 mg. para cada 100 mL.

e En el cuadro 10 se presentan los diferentes factores observados en el
funcionamiento del reactor: tiempo de actividad, volumen de substrato
transformado, absorbancia del substrato previa al tratamiento, duracién del ciclo
frio posterior al tratamiento (necesario de acuerdo al ensayo indicado para medir

indirectamente el efecto de la papaina) y absorbancia después del tratamiento.

¢ La absorbancia tanto previa como posterior al tratamiento indican la cantidad de
agregados proteicos presentes en la cerveza, por lo que observando la disminucion
de este parametro posterior al tratamiento pone en evidencia de que el sistema

ejerce la funcién esperada.

e La actividad de la enzima, de acuerdo a los datos del cuadro 10, se mantiene
constante durante los primeros tres dias, y aunque con mayor variacion aun se
aprecia un efecto hasta el octavo dia esto nos indica que en principio la enzima

inmovilizada puede utilizarse en forma continua.
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e Existen diversos factores que pueden haber afectado los resultados en este
experimento, los relacionados con el substrato son: oxidacién y crecimiento
microbiano principalmente®, y los relacionados con el reactor : compresion de la

columna, obstruccion y contaminacién microbianal®.

o En el cuadro 11 se presentan los parametros utilizados para calcular de manera
indirecta la eficiencia de la enzima impidiendo la formacion de turbidez debida al
frio. Se tienen el nimero de dias en los que se le da seguimiento al ensayo, los
datos de absorbancia obtenidos se traducen a unidades EBC valiéndose de la
curva de calibracion (Anexo 5), y los valores y clasificacion final se hacen aplicando

la ecuacién y la norma explicada en el método de ensayo (capitulo II parte 3.1)

e la muestra denominada con el nimero cero representa el blanco, es decir que no
fue sometida al tratamiento de clarificacion, por lo que al hacer la evaluacién de

calidad obtiene un bajo valor de estabilidad y una clasificacién de calidad baja.

o Todas las muestras obtenidas durante el perfodo en que se considera activa la
enzima (ocho dias: muestra seis) reportan buenos resultados de estabilidad, de
buena a regular, y tomando en cuenta que las condiciones del ensayo a las que
fueron sometidas son més intensas que las del ensayo base (anexo 4), se puede

considerar que el tratamiento a través de la enzima inmovilizada fue eficiente.
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o El grafico 4 muestra el efecto clarificante de la enzima durante el tiempo en
funcionamiento. Este gréfico indica que el funcionamiento de la enzima durante
los primeros tres dias es bastante homogéneo, disminuye un poco el cuarto dia y el
sexto dia disminuye méas dando la pauta para realizar el primer lavado, asi su
actividad aumenta viendose el efecto al octavo dfa. Después del octavo dia de
funcionamiento de la columna ocurre un aumento stbito de la absorbancia, lo que
indicaba un tipo de problema en el sistema, se espera el dia doce para realizar el
siguiente lavado y comienza a disminuir la absorbancia pero la contaminacion

microbiana ya es evidente.

2.3.2 Trabajo del sistema inmovilizado a flujo discontinuo del substrato

¢ El cuadro 12 muestra el tiempo de reacciéon necesario para la formacién del queso
utilizando la enzima inmovilizada, ademas de las caracteristicas observadas en é1

para cada substrato (leche ultrapasteurizada y leche cruda).

o Para obtener los rangos de tiempo presentados en el cuadro se realizan ensayos
con 2 Iétes de enzima inmovilizada para el tratamiento de leche ultrapasteurizada ,
y 1 lote para el tratamiento de leche cruda. Se toman el resultado de tiempo mayor
y menor para cada lote de leche, a los cuales también se les calcula la media

aritmeética.
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La leche cruda necesita mayor tiempo para ser transformada por la enzima que la
leche ultrapasteurizada, y la mayoria de los limites de tiempo de reaccién mayores

se refieren a su proceso.

La leche cruda da lugar a un producto de calidad superior al de la leche
ultrapasteurizada, lo cual abre una enorme posibilidad para la utilizacion de la

papaina en la industria lactea.

El grafico 5 muestra los tiempos de reaccion necesarios para obtener el producto en
lotes consecutivos de leche y con la misma enzima. La transformacién de hasta al

menos 7 lotes indica la posibilidad de reutilizacion de la enzima.

Los primeros tres lotes de leche transformados presentan un buen tiempo para la
transformacién de substrato sin embargo los dltimos lotes, es demasiado el tiempo

requerido.

La disminucién en el tiempo de reaccion del dltimo lote puede indicar el inicio de
una fermentacion debida a microorganismos y a la misma acidez de la leche,

motivo por el cual es suspendido hasta ese ensayo el experimento.

La carga microbiana del substrato es un factor muy importante que influy6 en el

funcionamiento de la enzima en los dos reactores montados.
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CONCLUSIONES

¢ De los tres soportes ensayados para la inmovilizacién de la enzima papaina, el
agar-agar fue el que presenté las mejores caracteristicas para la elaboracién de un
producto enzimitico utilizable en procesos de transformaciones industriales

continuos y discontinuos con substratos fluidos.

+ La inmovilizacion de la enzima papaina en agar-agar permite el moldeo y
utilizacion de la enzima al menos en dos formas fisicas : en cilindros y en placa,
aplicables al montaje de reactores del tipo columna empacada y reactores en lote

respectivamente.

¢ Los resultados obtenidos reflejan que el proceso de inmovilizacién produce un
descenso de la actividad de la enzima que oscila entre el 84% y 95%, sin embargo
esto no implica un impedimento a su actividad por tratarse de una enzima muy

potente.

+ El pH 6ptimo de actividad de la enzima papaina se desplaza en 1 unidad de pH
arriba de la normal (6.0) debido al proceso de imnmovilizacién, no obstante

demuestra actividad atn en contacto con substratos de pH bajo (cerveza: pH=

4.3).
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¢+ La enzima inmovilizada al igual que la enzima libre muestra una gran estabilidad
cuando se expone a temperaturas altas, mostrando su mayor actividad a la
temperatura més alta ensayada (60°C), aunque también permite trabajar con el

sistema inmovilizado a condiciones ambientales (25°C-28°C).

¢ La papaina inmovilizada en gel de agar-agar puede ser utilizada en procesos
continuo, de acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de actividad con

substrato cerveza.

¢ La papaina inmovilizada en gel de agar-agar puede ser utilizada y reutilizada en
procesos discontinuos, en base a los resultados obtenidos en el ensayo de actividad

con substrato leche.

+ La papaina inmovilizada en gel de agar-agar presenta buenas posibilidades de

utilizacién en la industria cervecera y en la industria del queso.
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RECOMENDACIONES

0 El almidén es un soporte que presenta muy buenas caracteristicas para la
inmovilizacién de enzimas, por lo que es recomendable hacer ensayos con materia
prima de diferente calidad a la utilizada en este trabajo, con otros aditivos y

A
variando la técnica de inmovilizacion.

0 Se recomienda ensayar la inmovilizacién de la enzima papaina en otros soportes
como el alginato u otro que pueda dar lugar a caracteristicas que la hagan
utilizable con substratos s6lidos o menos fluidos, o en reactores del tipo tanque

agitado conteniendo enzimas inmovilizadas.

¢ Tomando en cuenta los datos presentados en diferentes investigaciones : estudios
de prefactibilidad para una planta de papaina refinada, un estudio econémico
sobre la agroindustrializacion de la Papaya en El Salvador, y la presente
investigacion es importante recomendar estudios a nivel laboratorio y luego a
nivel industrial acerca de la extraccién y purificacion de papaina a partir del latex
de Carica papaya, dando lugar a una propuesta de agroindustrializacién mas

concreta de este fruto.

0 En cuanto al estudio del funcionamiento de la enzima papaina inmovilizada en gel

de agar es recomendable realizar mas estudios a nivel de laboratorio y a nivel



92

industrial, en los que se tomen en cuenta los diferentes factores experimentales y
econémicos que puedan afectar su actividad en los procesos especificos planteados

en este trabajo : la clarificacién de cerveza y la producciéon de queso.

Es recomendable la exploracion de las posibilidades de aplicacion de la enzima
papaina inmovilizada en la industria farmacéutica, como en el caso de
medicamentos utilizados en el tratamiento de cicatrices de la piel, medicamentos

de auxilio digestivo, y para la produccién de aminoédcidos especificos.

Se recomienda hacer estudios en las demds perspectivas de aplicacién de la

papaina inmovilizada especialmente en procesos de la industria alimenticia.
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PREPARACION DE REACTIVOS PARA EL ENSAYO DE ACTIVIDAD
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Reactivo

Material

Procedimiento

Agua Endurada
artificialmente a
30° DH!

0.630 g. de CaCl,.2H,0

0.466 g. de MgCl,.6 H,0
1 L. de agua destilada o
buffer fosfato del pH

requerido

Disolver el CaCl;.2H,0 y el
MgCly.6H20 en 1 L. de agua
destilada o Buffer fosfato del
pH requerido.

Solucion de
Fosfato
Trisodico 2 g/L.

4.63 g. de NazPO4.12 H20
1 L. de agua destilada o
buffer fosfato del pH

requerido

Disolver el NazP04.12H20 en
1 L. de agua destilada o
buffer fosfato del pH

requerido

Substrato de

Caseina

1 g. de Caseina
Hammarstein

Solucion de fosfato
trisédico 2 g/L.

Agua (endurada
artilicialmente a 30°DH)

e Disolver la caseina en 50
mL. de solucion de fosfato
trisodico.

e Ajustar el pH a 9.0 o al pH
requerido con acido citrico
0.05M o NaOH 0.2 N

e Calentar por 15 min. en
agua hirviendo

e Enfriar

e Colocar la solucion en un
balon volumétrico de 100
mL.

e Aforar la solucion con el
agua endurada (30 °DH).

¢ Ajustar el pH a 9.0 o al pH
requerido con acido citrico
0.05 M o NaOH 0.2 N

! °DH : Grados de Dureza
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Fosfato

Trisodico 2

Reactivo Material Procedimiento
Solucién de |e 5 g, de Acido Disolver el Acido Tricloroacético
Acido Tricloroacético en agua y diluir a 100 mL. *
Tricloroacético | 100 mL. de agua
destilada
Agua e 0.315 g. de CaClL.2H,0 |Disolver el CaCl..2H,O y el
Endurada |e 0.233 g. de MgCl,.6H20 | MgCl.6H20 en 1 L. de agua
Artificialmente |e 1 L. de agua destilada o|destilada o Buffer fosfato del
a 15 °DH buffer fosfato del pH|pH requerido.
requerido
Solucién de |e 9.26 g. de Disolver el NazP04.12H20 en 1

NaszPO4.12H20
1 L. de Agua Endurada

L. de Agua Endurada (15°DH),
ajustar a pH 9.0 o pH

Papaina

g/L en Agua Artificialmente a 15°DH |requerido, con acido citrico
Endurada 0.05 M.
Artificialmente
a 15 °DH
Solucién de |e 0.015 g. de Papaina e Disolver la papaina en

Solucion de Fosfato
Trisodico 2 g/ L en
Agua Endurada
Artificialmente a 15
°DH ajustada a pH 9.0

o pH requerido

solucién de Fosfato Trisodico
2 g/L en Agua Endurada
Artificialmente a 15 °DH.

e Colocar en un  balén
volumétrico de 50 mlL.

e Aforar con la solucion
mencionada.

*Realizar el procedimiento tomando precauciones necesarias.
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PREPARACION DE BUFFER FOSFATO A PH 5.5 6.0, 7.0, 7.5 Y 8.0

Reactivo

Material

Procedimiento

Fosfato de
Potasio
Monobéasico
0.2M

23.22 g. de KH,PO4
Agua libre de CO;

Disolver el KH,PO, en agua libre de
CO; y aforar a 1000 mL.

Bulffer
Fosfato pH
5.5

50 mL. de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M
3.3 mL. de NaOH 0.2 N
Agua libre de CO,

Colocar la solucion de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M en un
balén volumétrico de 200 mlL.
agregar el NaOH indicado y aforar
con agua libre de CO,

Buffer
Fosfato pH
6.0

50 mL. de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M
5.6 mL. de NaOH 0.2 N
Agua libre de CO;

Colocar la solucién de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M en un
balon volumétrico de 200 mlL.
agregar el NaOH indicado y aforar
con agua libre de CO,

Buffer
Fosfato pH
7.0

50 mL. de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M
29.1 mL. de NaOH 0.2 N
Agua libre de CO,

Colocar la solucion de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M en un
balon volumétrico de 200 mL.
agregar el NaOH indicado y aforar
con agua libre de CO;

Bulffer
Fosfato pH
7.5

50 mL. de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M
40.7 mL. de NaOH 0.2 N
Agua libre de CO,

Colocar la solucion de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M en un
balon volumétrico de 200 mL.
agregar el NaOH indicado y aforar

con agua libre de CO;

Buffer
Fosfato pH
8.0

50 mL. de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M
46.1 mL. de NaOH 0.2 N
Agua libre de CO;,

Colocar la solucion de Fosfato de
Potasio Monobasico 0.2 M en un
balon volumeétrico de 200 ml.
agregar el NaOH indicado y aforar
con agua libre de CO,
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ANEXO 3
PROCESO DE ELABORACION DE LA CERVEZA

El proceso de elaboracion de cerveza consta de tres etapas claramente
definidas, que son cocimiento, fermentacién y maduracién las cuales dependen
exclusivamente del tipo de cerveza que se piensa elaborar, debido a que segin la

clase de cerveza varia la cantidad y tipo de materia prima®.

Con el nombre de maduracion se distingue la etapa siguiente a la fermentacion
y comprende todo el tiempo que dure la cerveza en los tanques a baja temperatura
antes de ser filtrada. Comtanmente se divide en dos etapas que son reposo y acabado,
entre el reposo y el acabado puede haber una prefiltracion, preenfriamiento y

precarbonatacion @.

Al final de la maduracién como se va a llevar a cabo una filtracién y por lo
tanto una eliminacién de la levadura , se tendréa que proteger la cerveza agregéndole
antioxidantes para que se combinen con el oxigeno y evitar que se combine con la
cerveza pudiéndose emplear acido ascorbico o bisulfito de sodio o potasio para
mejorar la clarificacion de la cerveza se emplean clarificantes que pueden ser gelatina,
viruta y una mezcla de bentonita con é4cido tanico. La clarificacién normal de la
cerveza en maduraciéon es afectada por maltas muy frescas que no han tenido el
debido tiempo de reposo, temperaturas altas en maduracién, alto extracto

fermentable residual, poco tiempo de maduracion, falta de presién positiva en los



102

tanques de maduracién y también por maltas mal modificadas o con un alto

contenido de beta glucanos®.

Para proteger la cerveza contra la turbiedad fina o por frio se emplean
estabilizadores que son enzimas proteoliticas de origen vegetal como la papaina de la
papaya o la bromelina de la pifia. El efecto de los estabilizadores contra la turbiedad
por frio es degradar proteinas, proteosas y peptonas hasta polipéptidos para que no
se combinen con los antocian6genos y no se formen los complejos proteina-tanino

que ocasionan la turbiedad, estos se agregan por lo general antes de la filtracién®.
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ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE 1A ESTABILIDAD DE LA CERVEZA FOR METODO

FORZOSO UTILIZADOS POR LA CONSTANCIA S.A. DE C.V.

LA _CONSTANCIA, S, A,

MEMORANDUM

29 OCTUBRE 1987
GMH/MDEG

A + DR, ALIRIO MENJIVAR - JEFE LABORATORIO CONTROL DE CALIDAD
DE i G M IHAUSINGER -~ MAESTRO CERVECERO
ASUNTO :’V ¢ TERMINACION DE ESTABILIDAD CON METODO FORZOSO

PRINCIPIO: C baste et

SE MANTIENE LA MUESTRA DE LA CERVEZA A UN RITMO PREVIAMENTE FIJADO, A UNA
TEMPERATURA DE 0°C v G0°C, CUANBO | LA TURBIDEZ ALCANZA 2.0 UNIDADES E.B.C.,

SE TERMINA EL TRATAMIENTO TERMICO Y EL RESULTADO SE REFLEJA EN DIAS CALIEN_

TES,
APARATO NECESARIO : HAZE - METER TIPO : UKML.

REFRIGERADORA 0°C , CON UNA EXACTITUD DE MAS G MENOS : 0.1°C.
BAflo MARTA , REGULABLE CON UNA EXACTITUD DE MAS & MENOS : 1°C.
BOTELLAS CLARAS.

METODOLOGIA ‘.S)Q_{__uw“ﬂ
lo, EN U BOTELLAS SE TERBMINA LA TURBIDEZ INICIAL,
20, TEMPERATURA DE 2U HoRrAS A 60°C.

20, TEMPERATURA DE 211 1IORAS A 0°C.,

o, MEDICION DE TURBIDEZ CON PREVIA AGITACION,

50, REPETICION DE LOS PUNTOS ANTERIORES MASTA LLEGAR A UNA TURBIDEZ DE 2
UNIDADES [E.B.C., MAS LA TURRBIDEZ INICIAL.

FORMULA DE _CALCULO :
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YA

A+ (B-A)X(2-T1)
= VR

A = DIAS CALIENTES HASTA LA PENULTIMA MEDICION
T1 = TURBIDEZ DE LA PENULTIFA MEDICION,

B = DIAS CALIENTES ULTIMA MEDICION
T2 = TURBIDEZ ULTIMA MEDICION,

NORMAS :
MENOS QUE 1 = BAJO
1- 2 = REGULAR
MAS QUE 2 = BUENO
MAS QUE 5 = BEXCELENTE
NOTA:
SI NO TIENE BOTELLA CLARA, SE PUEDE USAR BOTELLA AMBAR, SIN
MUCHOS RAYONES, EN ESTE CASO, HAY QUE MEDIR LA TURBIDEZ U
VECES POR BOTELLA, GIRANDOLA CADA VEZ A 90° Y USAR RESULTADO
PROMEDIO.
ATENTAMENTE,
GERHARD MICHAEL HAUSINGER ®
cC: ING J A SALAZAR
ING L A GUEVARA



Turbidez - (7))

LA CONSTANCIA, S. A o

ESTABILIDAD EN CERVEZA ENVASADA

1. METODO FORZADO.

a - Principio:
Manlener la muestra,cerveza en bolella,a un ritmo de 24 horas, a una temperatura de 0° y 0°C., hasta que alcance un
valor de turbidez de 2.0 unidades EBC,(138 FTU ASBC),se termina el tralamiento témmico y el resuitado sé expresa en

dias calientes

b - Equipos:

- Haze Meter.(Con escala FTU de EBC o ASBC)
- Equipo enfriador & 0°C,con exactitud de 0.1°C

- Bafio de marfa, regulable con una exactilud de 1: 1.0°C
- Botellas Claras o Ambar sin muchos rayones, en esle caso hay que hacer 4 mediciones de lurbidez en cada bolella,

cada 90°y vasar un resultado promedio.

¢ - Procedimiento:

1. Seleccionar 4 botellas, con minimo de rayaduras,
2. Marcar sobre corona, un cuadranle, para puntos de referencia,y colocar punto de inicio,para la primera

lectura.
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3. Enfriar por 24 horas a 0°C , para efectuar lecturas de Inicio de la prueba,cada 90°. Rotar las botellas en sentido de las agujas

deireloj , para cada mediclén ( Equipo Haze Meter )
4. Colocar en estufa calibrada a T. de 60"C , y mantener las botellas a 60°C por 24
5. Enfriar a temperatura ambiente.(despues de cada ciclo caliente.(Bajo agua del grifo,para evitar choque

Térmico)
6. El agua del Haze Meler debera ser a 0°C.(evitar choque Térmico)
7. Efecluar lecluras de lurbidez en frio,igual que en punto # 3.con previa agitacion
8. Repetir desde paso #4 al 8 hasta alcanzar un valor de turbidez de 2.0 Unidades EBC mas la tubidez Inicial.

Nota: Se puede considerar que , cada ciclo completo , calentamiento y enfriamiento equivale a 30 dlas de estabilidad es el estante.

d. CALCULO
(B-A)x(2-T1)

Valor de Estabilidad = A + ——————
. (T2-T1)

donde: A= # Dias Calientes hasta la penuilima medicién
T1= Valor de Turbidez(EBC),de la penultima medicién en [rio.
B= # Dias calientes de la ultima medicién '
T2= Valor de turbidez de la ultima medicién, en frio

c. NORMAS
Valor de Estabilidad Clasificacion
< 1.0 Bajo
1-0a2-0 Requiar
de2.01a5.0 Buena
»50 Excelente

Hacer representacion gréfica
f. Tiempo de analisis;
Tiempo:

g. Referencia: Entregado por Sr.Hausinger en Oct.29,1989
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i. Formato de Control de datos:
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Turbidez-7 y a 20°C

Marca: Presentacion: Fecha Trasiego:
Coci.#: Observacion s:
Bol# 1 Bot. #2 Bot. # 3
Fecha Ciclo 90 - 180 - 270 - 360 90 -180- 270 - 360 90 - 180 - 270 - 360
Inicio
Caliente
Frio
Caliente
Frio
Norma (2 x 69 )+Lecl Inicial

2- METODO DE ESTABILIDAD A 25°C

- PRINCIPIO:

2-7)

Determinar el incremento de la turbidez a 25°C. cada 30 dias de reposo hasla un valor de 2 Unidades EBC+ Lectura Iniclal

a, Equipos

- Haze Meter
- Lugar almacenamiento a 25°C
- Enfriador regulado a 0°C

b. Procedimiento

1. Enfriar por 24 horas a 0°C , para hacer lecturas de Inicio, a O horas
2. Guardar botellas en espacio a 25°C por 30 dias

3. Enfriar a 0°C. por 24 horas.

4. Hacer lecturas de Turbidez a 0°C.{(Agua del baiio debera eslar 0°)
5. Repetir desde paso 2 cada 30 dias

c. Tiempo de Analisis

d. Referencia: Lab.LC
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ANEXO5.
GRAFICO DE RELACION ENTRE MEDIDAS DE TURBIDEZ EN UNIDADES EBC Y

ABSORBANCIA EN ESPECTRO VISIBLE.
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ANEXO 6.
CERTIFICADOS DE ANALISIS DE MATERIAS PRIMAS Y REACTIVOS
B7-14-99 @8: 29 MERCK QUIMICOS " pBL
Quimicos Mesa
‘ 13/07/99 0T:08 AM
Destinatanlos: Cesm Lopez/MCEN/Merck@MGEN
cc: Juan Fernandez/MCEN/Merck@MCEN

Asunio; CERTIFICADOS DE ANALISIS

Estimado César:

Te agradeceria muche si por favor me envias los certificados de analisis de los sigulentes
articulos;

CODIGO ARTICULO LOTE No.
1.01614.1000 Agar Agar V189914 824
1.04873,0250 Potasio fosfato monobasico AB995073 844
1.02382,0500 Calcio claruro TAB23082 844

. 1.06833.0250 Magnesio cloruro TAZG203 814
1.04070.0500 Gelalina V21570 831
1.01252.0250 Almidén soluble F273852 71
1.02242.0100 Caselna Hammerstein V255742 B41

. B.22068.0100 Hidroxietilcelulosa 526848 906

i 1.07144.0025 Papalna F484544 909
1.02414.1000 Acido tricloroacelico 13027
1.086966.0001 Titrlsol scdlo hidroxido 1 N 70263617
1.09970.0001 Titrisol Acldé®lorhidrice 1 N 60156674

Te agradezoo de antemanc Wy ayusla. Quitdo & la espera de cualquler comentario.

Saludos

Giovanni
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wac&m%\
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Entrada fecha: 1A—Ji-—tako i
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2 (1 computo
Cesma [ impottaciones
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[ Ciduitos/Gahros
1 Archivo
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BA7-/14-99 ag: 31 MERCK QUIMICOS B3
L, UL, Loy ey MERLE KiaHH B0l relrissl . MR, 577 5.3-15

- MERCK

Certificate of Analysis

1.01614.1000 Agar-agar purified and free from inhibitors granulated

for microbiology
Batch V199914 . ﬂ |
!
Tast dars; 6, 08.1908 5 !
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| i

Dr, Metzger |
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T
This decumernt hay been produced elsctronicaily and bears no slgnature, f
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Kunde:
Marek Controsmearlcans S.A.

KM 13 4/2 Garretera foosevelt
Ciudad cde Quatemsla
Guatemala

MERCK GUIMICOS

FeZ ol

111

818

M. 57 5, 18716

MERCK

Inr Ansprachpariner: '

-

Myriam orr i
Tslefomn L og15172 6198
Telefax: | PE151=72 738]
i
Kundennupuner: i 179576
Dritckdaiupn: : 14,07, 1600
1.01252.0250 Stiirke loslich zur Analyse ISO i
Charge F273852 .
Spegitikation Chargenwerie
Auspehen \
Bube weill weild |
Beschreibhung feines Fulver felnep Pulver
pl-Wark (2 %5t Wasser) 60 -75 69 |
Empiindlichkeit enteprioht entapricht
Reduziersnde Aniaile (als Maltope) mnx 0.7 Yo w07 . %
$ulfstasche max .5 % w05 %h
Trocknungsverinst (105 *C, 2 5id.) mp3 30 % 5 2
Rignuog als Bozymeubstrat (fliy Amylasen) entapricht entaprioht
Iso-Tieagens !
Dr, Zwing |
Zantrale T2ensts Ann‘:rdk
Dissas Dokument wirde muschinell arstallt und (st ohne Unrerschrift gilitig.
i
Merck KGaA 64271 Darmstadt ‘l'el. (0B1&1)770 Salte Yvon 1
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Analysenzertifikat ;_ |

Kunde:

Merck Cantroamericana S.A.
KM 13 1/2 Carretera Roosevalt
Cludad de Guatemala
Guatemala

Ihr Anspros

Myriam OT
Telefion:
Telefgx:

Rurtdsanps

Druekdaru

H

'
1
'
'
i
|
'

Epnﬂﬂﬂﬂ‘

Q6151-72 5198
06151-72 758)

179576

THEry |
i

2 14.07.19858

8,23068.0100 FYDROXYETHYLCELLULOSE ZUR SYNTHHESE

Charge S206848
Gehalt [an Celluloseether)
Identitdt [IR]
Datum der Prifung: 13.41
tindemstens varwendbar bis: 18.10.%
Dr. Belksrt Tel, (08102) $03d-LG67
pualicdcakentyrolle Pr. Th.

Diesas Dokument wirde maschinell arsrelir und ist ohne Untersehr{ft gulig,

Mearck KGad 64271 Datmetadt Tel. (06161)72.0
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Apartado Postal 727 DﬂééUERIA
Avenida Iraz( 166

Colonia Costa Rica </m IMAR >

San Salvador, El Salvador
Tel.: 270 -0222 con 5 Troncales

Fax: 270-1501 LABORATORIOS
INFORME DE ANALISIS DE MATERIA PRIMA
NOMBRE  GLICERINA No. DE CONTROL _1150
FECHA INGRESO 08-12-98 FECHA REANALISIS _ —————--——-
FECHA ANALISIS 08-12-98 LOTE CQ 981207
FECHA EMISION 08-12-98 CODIGO _~~~—""—=
Hamobo A& Gsar USP XIT USP M1
DETERMINACIONES RESULTADOS ESPECIFICACION
CUMPLE LIQUIDO CLARO, INCOLORO, SIRUPOSO DE
L CARA
DESCRIPCION ESPECIFICACION DLUTRO (CROR. CARRCIERESIIC, SARCH
J— AL CALENTAR VARIAS GOTAS DE GLICEROL
CON BISULFITO DE POTASIO OLOR ACRE A
IDENTIF ICACION ESPECIFICACION 7 ACROLEINR.
GRAVEDAD
ESPECIFICA 1.2813 NO MENOR DE 1.249
ACROLEINA, GLUCOSA Y CUMPLE NO SE VUELVE AMARILLO AL CALOR, NI
COMPUESTO DE AMONIO ESPECIFICACION OLOR DE AMONIACO
CUMPLE
CLORUROS ESPECIFICACION NO MAS DE 0.001%
CUMPLE
SULFATOS ESPECIFICACION NO MAS DE 0.002%
pH 6.0 NEUTRO AL PAPEL TORNASOL
NO MENOS DEL 95.0% Y NO MAS DE 101.0%
ENSAYO 98.75%
— EL, INFORME CORRESPONDE A LA MUESTRA REMITIDA
REFERENCIAS DECISION
USP XII USP XXII ——
AUTORIZO
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87-14-99 B8: 3o MERCK QUIMICOS 811
- e w3 ws o - O Mty PSRN LTS St T NR. S77? 8.11716

MERCK

Analysenzertifikat |
|

Kuynde:
Merck Ceniroamericana S.A.

KM 18 1/2 Carvetera Roossvalt
Cludad do Guatamala
Guatsmals

Ihr Arisprechpariner:
Myriam QTT Jd
Teleyne: 15172 5198
Trlgghix. o Or151-02 7591
Kundennummar: | 170576
i
Drruckdanimy i 14071998
|
1.02242.0100 Casein nach HAMMARSTEN LAB {
Charge V255742 |
|
" d —
|
Spezifikation Chargehwerts
. . ] ———
Geliplt (aue N, ber. auf getepcknets Substanz) 295 % ys } Y%
PFrele SHure (nls MilchsBure) 50,1 Y% 20.1 b1
Wasserldgliche Antalls % 0.2 1] < 0.2 i %
Patte =01 % <01 | %
Glusoge (D) < U085 Y % 0.05! T
Lactose (DC) £0.05 % = 0.03 l 9
Sulfatasche (800 *C) =15 9% 0.1 | T
Trocknungsverlugt (108 *0) 4. ) 3 i Fa
Misrobisiogieche Prifung entsprioht entepricht
or, Metzger

Zenwala Dontte Analydk

Dieses Dekument wirde masohingll ¢rstells ynd isr ohne Unisrsahrifi glllig

Marek KGaA 64271 Darmstadt Tel. (AB15{)72-0 Salte Tvon 1

FA% bui HUETA HIRA + LT RAO0R0KAD Y 45D ‘
Cephilitasiung (arpld J, RAREDAY muﬂmr‘fmmm___w;}mmmmmﬂm
homis qnesaleabhnih, Jan Bombl okl == asmps

nen Jossling Tan g
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A7 1493 ©ne: 38 MERCK QUIMICOS B13
19, JUL, 1999 Hiag MERUK KGHA BB151 727591 ¢ , M. 577 S5.13-716
' MERCK
\ . T : ; A
Analysenzertifikat | :
I 1
Eunda: ]1 i

Merek Centroamearioana 8.A,

KM 13 1/2 Carretera Ro6gavalt .
Cludad da Guatemala !

Guatemaln
Thr Anspreghpatnar:
Myriam 02T '
Telefun: 1!06151-?'2 6198
Twlafax: ‘08151.73 738)
Kundepnwupmer: 179576
I J .
| .
i ‘
i |
Drwchfm;di 2

L 24070858

! 1
1
'

PR S

1.07144.0025 Papain (aus Carica papaya) wasserlgslich 36000 USP-
U/mg fiir biochemische Zwecke 1C 3.4.22.2

Charge F484544 )
i
Spezifilation : Ch m‘gg',nwm’te
Avssslion ' } :
Parbe gelblich-brann I gelblichsbraun
Rexchratbung (adnes Bujyer | feinag Prlyes
AkUviU {Curetn, pH 8,0, 40 *C) = 20000 USP-Urmg 80180 Lrsp-Uanp
USP-81andard borwchnet auf LISP.-Standur] G entsprichy
(Akrtvipue 4200 USP.-Ulmg)
|
i
| [}
b I
Dy, Metger ;
Zemrents Diensio Amdlyuk '

Diases Dokiment wurde maschinell arstellt und ist ohne Unfersohrift giiliig.

Merck KQaA 64271 Darmstadt, Tel, (06151)72-0
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Analysenzertifikat

Kurnida:
Marek Centroamesricana S.A.

KM 18 1/2 Carrotera Roossvall
Cludad de Guatemala

MR, ST

116

815
5. 15716

MERPK

Guatemala
Ihr Anspreghpariner:
Myrieon QLT
Telcfon: 0G131-72 GIPE
Telafax: 0425172 #50}
Kurrdanrivr Lmsr: | I79576
I
!
!
Drwckdaiuh: ]! 14.07.1958
|
|
- , ! '
s g | '
1.09956.0001 Natronlauge fitr 1 I MaBlosung ¢(NaOH) = 1 mol/l (1
N) Titrisol® i
- !
Charge 70253617 ;
o e B E |l 1 Pomiriin.
Ronzentration nach verdinnen a1l c(NaQH) = 1 mol/) ;
)
Chargenyrerte 1
it bttt ] 118 TR _.!..
Titer (20 *C) 0.998 - 1,002 \
|
Freigabedamn! 22,10,1997 !
nuindestens veywendbar blg;  $1.10.2002 l
|
Wollgan s Garnayl d ;
— '.
. Analytiaches Lasbor !
Digses Dokumeant whrde maschinell ersiellt und iyt ohne Unterschi{ft gUHR, i
i
I
)
I
1
I
|
1
Marok KGaA 64271 Darmetact Tal, (06161)72-0 | Belte 1von 1
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@16

NR. 20 8.16-16

MERCK

Kunda:
Morok Gentroamerlcans 8.4.

KM 13 1/2 Carretera foosevelt

Cludad de Guatemaia

Guatemala
Ihr Anspre
Myriam O
Talefon:
Talgfioe:

Rundenria

Druckdanan:

thumum
¥ i i
108152-72 6185
od151-72 7591
e 179576
H 14.07.29%9

1.09970.0001 Salzsiure 36,461 g HCI fir 11 MpBlisung c(HCD = 1

moV¥1 (1 N) Titrigol®

Charge 60152674

Marck KGaA 84271 Darmstadt Tel. (08151)72.0
A7 Axhy BAYITIE UARID  JORSHORIEOONGAD Y- 00
a3, Haaxid 3 Sokrid

Ronsentration nach verdinnen anf 1l ¢(HCDe 1 moll

Ohprgentyerts

Titer (20 °C) 0.098 .~ 1.002
ITrejgabedeatum, 1.10,1996
mindasiens vernvendbar bls:  30.0.200]

Waltgang Gernay

r

FProwsssuientierts Qu
Diases Analysengertifikat wurda maschinell apstellt und st ahme Uptepsohrift ghltiy.
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A7,14-99 @8: 31 MERCK QAUIMICOS ' o
14, JUL, 19w “ids MERCK KiGAA B5151 TETIS9L NR. 577 8812314;/16

| MERCK

———

Certificate of Analysis

Customer: ‘
Merck Gentroamerioana S.A. |
|
KM 13 1/2 Carrotera Roosavelt Z
Gludad de Guatemala | {
Gustemala " :
Yowur aenfact persoin
Myritm orr i
Talaphore: 06]181-72 8128
Telafax 06151.72 7591
Cugtomer nin! | y70578
| '
J
| !
Date of pring: | 14,07.1009
. . i !
i |
1,04873.0250 Potassium dihydrogen phosphate GR ISO
Batch A995073 } '
| 1
- A WA | g P
| i
Gumanised Values ; Tatch Velnes
; Askry (aoiaimotrio) min 59,8 % : 1 1000 "
pH-valuk (5 7b} watar) 4.2-4.5 {45
Chleride (C1) mex 00005 % 1 £0.0005 h
Sulphate (S04) max 0.003 9% < 0,003 %
Total nitragen (N) mnx 0,001 L3 = 0,001 P
Henvy metals (85 Pb) max 0.001 Yo & boo! %
Cu (Copper) meax 0,0003 % . | % 0,0003 %
Fo (lrott) max 0,001 % | £0.000 %
Na (Sodivm) max 0.02 P < 0,01 [
I (Load) max 0.001 To ; < 0.001 %
Wutér mex 0,2 b | 0.01 g%
Hesr dare! 15.12,1857 5 i
Mnimum shelf life: 31.12.2002 | '
| ‘.
Mond, Renats | ;
Annlylionl Libsoratory ] !
hts documens has bean praducued einctronically and beors no gignatura ;
| .
Merck KGaA 64271 Darmatadt Tel (oai151)7T2-0 " ' 1 Page 1 of 1
S By KRIMP MR- abemyrpanaleravt b\, Bl i |
wasid -1 L fediSalaitim g a0 W _voraitzendan A _Aul adurioh Hoenal

it JOAANI T AATREG W WAt f ik e BoahyiidA R fon Blollpaan
papapa . Flismaat TRARaY, Barnhaxd Srhmnkls, Thowan Bohresicnbachs, Jah Bodibroalt




« Wizl

119

: K QUIMICOS ) ' p14
8rs14-99 @8: 32 5 NE.57T7 8. lar1t

AT IR T L T e T L

D E e i W e F

Analysenzertifikat \

Kundge: !

Merck Centroamaricana S.A, '

KM 18 1/2 Garretera Ropgevelt
Ciudad de Guatamala :

Guatemala
Ihy Angpi Gf;fhpart‘ner.'

Myriam 01T '

Talefor: | edy51-72 1198
Telefan: O8151-72 7591
Kundeomudivner: 129570

[
Druckdrzm?-t.' 14.07.1940

1.09414.0001 Trichloressigsiureldsnng 300 mrhol/l
Enteiweifiungsmittel fiir die Gluc¢osebestimmung mit

der GOD-PAP-Methode ;
- [/
Charge 13027
Spezifikation i Chargenwerie
Auprahen Jlar, ferblos | entapriehi
Gehall 4.5 8% T | 45 ~558 %
Funktiongkonirolls {(an Humenseren) entapricht | enfspricht
|
[
vanvendbar Dis! '28.2,2002
Dt, Wilz

Zenwais Disnsts A\N:W}'U‘k

Dieses Dokumant wirde maschinal] erstallt und ta2 ehye Unrersohrift guitig. !

Marck KG4A 64271 Darnatsdt Tel, (08151)72-0 i Sajte Tvan 1

PANT AN FPFTEC LLLLTS « JEMADRR IR Vi AN
Aagenis s)win g1

ot T Sahetan (ate Yetn s TIAEAD B IANG, - Sernlteaprtar A Aubaldhjurata: Elauirich MABNAL
tmorass Grlveckerbanh, Jan BOIBIORK "|

e T AL nrmann (Wnos ) M
ponacd Michagl Fomsay, Barnhard Bohaupla,
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OMYA PERALTA GmbH

 CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Citric acid monohydrate gran.
DAB/Ph.Eur./BP/USP/NE/FCC/E330

Quantity 300 kg nct

TPacking 25 kg bags

J

Batch No. 98-1693-05

'Mfg.Date May 1998

Exp.Dare May 2001

Description mecets requ. (E.P./USP)

Identification conforms (E.P./USP)

Assay (anhydr.) 99,5 -100,5 %

,Solution conforms (E.P.)

 Readily carbonisable substances  conforms (E.P./USP)

iSulphatcd ash max. 0,05 %

 Sulphate max. 150 ppm

| Chloride max. S0 ppm |

{ Iron max. 5 ppm

‘[ Heavy metals (as Pb) max. 5 ppm

' Arsenic max. 2 ppm

 Oxalate max. 100 ppm

| Calcium max. 75 ppn

| Barium conforms (E.P.)

1 Water 7,5-8,8 %

iVolatilc organic impurities conforms (USP)

'Lead max. 0,5 ppm

| T T / T

Data as lccc‘l_\_f_cyj/on( oy upplicr/manufacturer
e M

OMYATERPSONII

Ve
"
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@7/14,99 @8: 32 MERCK GQUIMICOS @85
L, JUL . LI R PMLINLAE KSHH Welll reodl HR..S?"F 5.5-16
Certificate of Analysis ; '
Custorner:
Merok Centroamaricana 5.A.
|
KM 13 1/2 Carrelera Roossvelt
cludad de Buatemala
Guatemaln
Your coryrey parsary
Myyium 019
Telephona! QBl5i-72 6188
Telefaxe 06151-72 7581
Custorner ng.: 170576
Date qurhﬁ:.' ' 14.07.1000
1.02382.0500 Calcium chloride dihydrate cryst GR for analysis ACS
Batch TAS523082 '
Cruapnnfeed Yaluesy Tuteh Values
Agany (comploXsmatsio) min 893 Fa 1004 P
Identity eonfonns conforme
Appearance of solutian (10 %; WareT) wvonforms oonforms
pli-value (3 %; water) A8 -6.5 L
Svlphate (504) mag D.LUS 9% = 0.008 L
Tawl nitragen (N) max 0.002 ¥ % 1.002 )
Heavy motaly (a8 Pb} max 0.0005 % £ 0.000% %
Ba (PBarium) ek 0.003 % < 0.003 %
Gu (Copper) wmax 0.0005 % % 0.0005 %
Fe (Iron) Hint 90,0003 % = 0.0008 th
X (Potassivm} max 0.01 [+ = 0.01 L]
Mg (Magnesium) max 0.005 % £ 0.005 %
N (Sedium) mas 0.01 % % 0.01 %
$r (Stréntiten) ; max 0.05 o % 0,08 %
Substandes pmcipl!h!ed by smunenia
(ra oxldes) max 0.01 % £0.01 L
Oxidizing substancas (ag NOz) max 0.003 Fo = 0.003 T4
Conforms to ACS.
|
|
]
Merok KG&A 64271 Darmstach Vel (08161)72-0 Pagw t of 2
haal FAmnr, Barnhard Sohoubls, Thamoa “Bobroukentamh, Jon Gempmadls

[-1-1s1.1:] 3
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B7/14-99 @8: 32 MERCK QUIMICOS (=)
e TS DD PRLFCLP, Il 0L e L ferl M. 577 5.6-16

| MERCK

!
[
! |

: |
1.02382.0500 Calcium chloride dilvyydrate crystg] GR for analysis ACS
Batch ' TA523082 i ':
i 5
Tear deo? 19.08.1008 L
Mintmum shelf Tife: 71,08.2003 |
DrHana I, Miih*w- ‘
Anndyienl Laberotery| (rrnohioim l
Thic dacumment has besn produced electronleally and bears e .rimmmr:u. i; |
i !
i |
i '
i !
b :
‘i |
] 4
,
! s
¢ :
!
I‘ii :
Ii :
i
‘ !
i ;
! :
i !
! f
I! '
|
[ |
| E
: |
! ]
| l
s i
. |
| '
i i
! :
:'! 1
f} i
T‘ :
|
E. |
l Merok KGnA 64271 Darmstadt 'fel. (usib1)r2-0 : ‘ Pege 2 of 2
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ea7
5.7716

MERCK

MNR. 377

Chstomer!
Marck Centroameticana 8.A.
KM 13 1/2 Carretera Roossvelt ;
Cludad de Guatemala i
Guatemala
Your epntacds porson:
Myriam C?HT
Telephane! 06154-72 A28
Telefus: 0615172 7551
Customar ng.: ‘ 170576
ate of prme 14,041 92%
1.05833.0250 Magnesium chloride hexahydratﬁa GR ACS,ISO
Batch TA262033 "
Apec. Values Barch Values
Agsay (complsRonslic) DO L1020 b 10U0.0 T
Tdentity sonforns ' conformek
Appesrance of snlution (20 %) waier) oontarms CONTOIIS
Tn waier ingajoble matter max 0,005 o < a.po3 %
pHrvalue (5 o; water) 5.0 -6.5 5.5
Phesphate (FLg) max 0.0005 7o < (,0008 b
Sulphms ($04) max 0002 B « 0,002 i
Tots} nitrogsn (N} max 0.0002 % = 0,0002 %
Heavy metale (a8 Fi) max 00005 % « 4,L00% %
Barlum and Stondum (A Bn) mex. 0,002 % < 0,002 %
tea (Calcinm) mex 0,003 % < 0.003 %
Cu (Copper) max 0.0005 % < 0.0005 %
Fe (Iron) max 0,0005 % < 0.00G5 %
K (Prwssium) max 9.001 b < (.001 %
Mn (Manganese) max 0.0005 ¥ < 0.0045 9%
Na (Soddmm) max 0.001 o < 0.001 L
Phb (Lead) max 0.0005 L) « 0,00D5 %o
Merck KGaa 684271 Darmstadt Tel. (08151)72-0 Pags 1 of 2

““Micknal Rimen Rernk

“hev e, Hnradn Muh e i Inm Bn EaIg
rvd Brheuble, Thomas Gonranitanbach, Jud Pevanrosk
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Certificate of Analysis

a7-/14-33 @8: 34 MERCK GQUIMICOS
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- Be3
[RafRIae S.8716

MERCK

1.05833.0250 Magnesium chloride hexahydrate GR ACE,ISO

f

Batch TA262033
Yest date: 22,1,1997
Minimiuny shely life: 31,1.2002

Conforms to ACS and IEQ.
1or, CGletards

Annlytioal Lebaraiary

This dopuwmenr has been produced electranically and bears ne signatire,

Merck KGaA 64271 Darmstadt Tel. (06181)72-0

Crornhatin

| Page £ of 2

| anAEAR AT Ao Autylaniaraye Halnadah e et
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|__,,. Jangmuny LVooadEaxald ) Sahedian (abe.
_ IMichasl BomaT, PRarnhavd Bahsunie, Thomey fohracipenbasis, Jan Bonhresls

1



125

ANEXO7.
ESQUEMA DE CALCULO

1. Calculos de Actividad Relativa

100 % de actividad Relativa = Mayor Magnitud de Actividad Observada.

Magnitud de Actividad Buscada . X 100
Valor 100% de Actividad Relativa

Actividad Relativa (%) =
Ej. Resultados de la enzima libre a pH = 5.5y 40 °C. (Ver cuadro 4)
Mayor actividad de la enzima soluble (pH 6.0) = 6.832 X 10
Actividad Buscada (pH 5.5) =5.701 X104

Actividad Relativa (%) = MX 100 = 83.45

6.832 X 10*

2.Distribucion “t” de student aplicada a los Ensayos de Actividad

Ver los datos fuente en cuadro 5 de los resultados. A partir de estos se obtienen
los datos de la media aritmética y la desviaci6n tipica de las actividades relativas de la

enzima libre e inmovilizada.

Calculos.

Media Aritmética®®: X = LN}L

Donde : > X= Sumatoria de los valores de actividades relativas
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N= Namero de actividades relativas.

Media de la Actividad Relativa de la Enzima Libre : X1 3 368.7 = 56.45

Media de la Actividad Relativa de la Enzima Inmovilizada : X; =-2%*2—= 4537

Tabla 5. Calculo de la Media Aritmética y'Desviacién Tipica de la Actividad Relativa
de la Enzima libre e Inmovilizada frente a los Cambios de pH.

(Temperatura 40 °C).
'SEES;'EL Ei;i‘idiif: (l‘;,) (X- Xy Enziistli::::jiltal;a (%) (X~ X5
5.5 83.45 729.00 15.83 872.61
6.0 100.00 1896.60 23.70 469.59
7.0 50.04 41.08 100.00 2984.43
7.5 44.28 148.11 70.27 620.01
8.0 37.88 344.84 58.01 159.77
9.0 23.05 115.56 439 1679.36
A 338.70 427519 272.2 6785.77
X =5645 |S=29.24 X =45.37 S=36.84
¥ (X-X)2
Varianza®%:. S= n-1

Donde : X = Actividad relativa individual
X = Media de las actividades relativas

n = Tamarfio de la muestra

]

4275.19
Varianza de la Actividad Relativa de la Enzima Libre: S; = N 5 29.24
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6785.77
Varianza de la Actividad Relativa de la Enzima Inmovilizada: 5= ‘\/ 5 =236.84

Se plantean las siguientes hipotesis :

Hipotesis Nula : Ho: No existe diferencia significativa entre la variacion de la

actividad de la enzima libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de pH.

Hipotesis Alternativa : Hi: Si existen diferencias significativas entre ]a variacién de la

actividad de la enzima libre y la enzima inmovilizada frente a los cambios de pH.

X - X, n,S;” + mS;
Bajo la Hipotesis Ho= t=—"1%x donde 6 = n, + ny-2
c Ni/m; +1/n,

En estas formulas®):
t - Indica la distribucién “t” de student.
X; y Xa:Medias aritméticas de las series de datos analizadas
my nz: Tamaiio de las series de datos analizadas.

S; y S2: Desviaciones tipicas de cada una de las series de datos analizadas.

o : Desviacion tipica de las 2 series analizadas.
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. 6(56.45)" + 6(45.37) ,\/ 19119.615 + 12350.6214
Entonces 6 = 6 +6-2 10 = 56.09

56.45 - 45.37 11.08

56.09 '\/1/6 + 1/6

Comparando este valor de t obtenido (0.34), con el de la tabla donde t tiene (n -1 = 6-

1) grados de libertad, el valor critico para un nivel de significacion de 1 % = 3.36
Y pafa un nivel de significacion de 5 % = 2.02,

se observa que el dato préctico encontrado es menor que estos valores ; por lo que se

acepta que : No existen diferencias significativas entre la variacién de la actividad

de la enzima libre y la inmovilizada frente a los cambios de pH.
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ANEXO 8
ENSAYOS DE HIPOTESIS Y SIGNIFICACION ESTADISTICOS.

Muy a menudo en la practica, se tienen que tomar decisiones sobre
poblaciones, partiendo de la informacién muestral de las mismas. Tales decisioﬁes se
llaman Decisiones Estadisticas. Para llegar a la toma de decisiones, conviene hacer
determinados supuestos o conjeturas acerca de las poblaciones que se estudian. Tales

supuestos que pueden ser o no ciertos se llaman Hip6tesis Estadisticas.

Al realizar una prueba de significacion comprobamos la veracidad de una
hip6tesis denominada hipétesis nula. Adoptamos como hipétesis nula aquella
mediante la cual un método no se encuentra sujeto a errores sisteméaticos. El término
nulo se utiliza para indicar que no hay mas diferencia, entre lo observado y el valor

conocido, que la que puede atribuirse a la variacion aleatoria.

Las pruebas o ensayos de significacion se realizan relacionando los datos con
diferentes distribuciones estadisticas establecidas. En el caso de analisis de muestras
una de estas distribuciones es la “t” de student, la cual generalmente es utilizada para
probar si: Una media muestral difiere de un valor estandar, las medias de dos
muestras independientes difieren o las muestras por parejas difieren; suponiendo

que estas muestras provienen de poblaciones normales.

Si al finalizar la prueba de significacién los resultados observados en una

muestra al azar difieren marcadamente de aquellos que cabria esperar con la
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hipétesis nula y con la variacién propia del muestreo aleatorio, se dice que son

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS y estard en condiciones de rechazarse.

El nivel de significacion de una prueba es la probabilidad de rechazar una hipétesis

nula que sea verdadera, se denota por a [En la practica se acostumbra utilizar

niveles de significacion del 0.05 6 0.01 (5% 6 1%)].

De acuerdo con lo dicho, se puede formular la siguiente regla de decisién o

ensayo de hipétesis y significacion.
Ej. Paran-1=5-1 grados de libertad.
a. Se rechaza la hipétesis nula al nivel de significacion del 5% si la “t” obtenida del

estadistico muestral se encuentra fuera de los puntos criticos de -2.13 a +2.13. Esto

equivale a decir que el estadistico muestral observado difiere del valor hipotético a

un nivel del 5%.

b. En caso contrario se acepta la hip6tesis (o si se desea no se toma decisién alguna) .



nada 4rea o de cola super

Distribucion “t” de student con v Crados de Libertad

La siguiente tabla proporciona los valores d

{or y un namero

0

’u

e 1, que corresponden @ una determi-

especificado de grados de libertad.

Area a de cola superior

i

l
I

f

Grados
de . I [
libertad A 05 025 01 005 0025 001 0005
1 1078 6.314 12706 31.821 63.657 127.32 31831 636.62
2 1.886 2.920 4303 6965 9925 14.089 22.327 31598
3 1.638 2.353 3,182 4.541 5.841 7453 10214 12924 - .
4 1.533 2.132 2776 3747 4.604 5.598 7.173 8.610
5 1.476 2015 2,571 3365 4032 4773 5.893 6.869
6 1.440 1943 2447 3.143 3707 4317 5.208 5.959 -
7 1.415 1.895 2365 2998 3.499 4029 4,785 5.408
8 1.397 1.860 2.306 2896 3355 3833 4,501 5041
9 1383 1.833 2262 2821 3250 3.690 4.297 4781
10 1371 1.812 2228 2764 3.169 3.581 4.144 4.587
11 1.363 1.796 2201 2718 3. 106 3.497 4.025 4437
12 1356 1782 2179 2681 3055 3428 3.930 4318
13 1.350 1.771 2160 2.650 3.012 3.372 3.852 4221
14 1345 1761 2145 2624 2971 3.326 3,787 4.140
15 1341 1.753 2131 2602 2947 3.286 3.733 4073
16 1.337 1.746  2.120 2.583 2921 3.252 3.686 4.015
17 - 1333 1740 2110 2.567 2.898 3222 3.646 3.965
18 1.330 1.734 2101 2552 2878 3197 3.610 3.922
19 1328 1729 2093 2539 2.861 3.174 3.579 3.883
20 1325 1725 2.086 2528 2.845 3.153 3.552 3.850
21 1323 1721 2080 2518 2831 3.135 3.527 3.819
72 . 1321 117 2074 © 2508 2819 3.119 3.505 3.792
23 1.319 1714 2069 2.500 2.807 3.104 3.485 3.767
24 1318 1711 2,064 2492 2797 3.091 3467 3.745
_ 25 1316 1.708 2060 2485 2.787 3.078 3.450 3.725
4 26 1.315 1.706 2056 2.479 2.779 3.067 3.435 3.707
27 1314 1,703 2052 2473 2,771 3.057 3.421 3.690
28 1313 1701 2048 2467 2763 3.047 3.408 3.674
; 29 1311 1.699 2045 2462 2.756 3.038 3.396 3.659
i 30 1.310 1.697 2042 2457 2.750 3.030 3.385 3.646
40 1303 1.684 2021 2423 2704 2971 3.307 3.551
60 1. 1671 2000 2390 2.660 2915 ~ 3.232 3.460
120 1269 1.658 1980 2358 2617 2.860 3.160 3.373
o} 1.282 1.645 1.960 2326 2576 2.807 3.090 31.291
Fuente: De Ronald A. Fisher: Statistical Methods Jor Research Workers, 14th ed.,

copyrig

nt ® 1970, University of Adelaide.
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