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RESUMEN

CARACTERIZACION DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA (GOX)
(EC1.1.2.4.) LIBRE E INMOVILIZADA EN DOS SOPORTES (ALGINATO DE
SODIO Y AGAROSA) PARA LA PRODUCCION DE ACIDO GLUCONICO.

El objetivo de este trabajo consiste en la caracterizacion de la enzima comercial glucosa
oxidasa GOX EC(1.1.2.4) marca Maxazyme 4000 L de Novonordys libre e inmovilizada en

dos tipos de soportes alginato de sodio y agarosa.

Inicialmente se caracterizo fisicoquimica y cinéticamente la enzima libre en cuanto a sus
parametros Optimos de pH, temperatura y concentracién de sustrato, obteniendo unos
valores de 5, 55°C y 0,22 M de glucosa como sustrato respectivamente. La enzima muestra
un comportamiento Micheliano con un Vmax: 714.2 y un Km de 22.8 mM, por el método
de Lineweaver Burk. Las condiciones Optimas de inmovilizacion en alginato fueron: 2% de
alginato de sodio y 1.5% de cloruro de calcio (CaCl,), con un tamafio de particula y la
concentracion de agarosa fue del 3% p/v. Para la enzima inmovilizada en alginato y agarosa
las condiciones de reaccion Optimas son las siguientes: temperaturas: 50°C, 55°C, pH: 6 y

9, y una concentracion de sustrato del 400 y 440 mM respectivamente.
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DELIMITACION DEL TEMA

El presente trabajo consiste en la caracterizacion de la enzima comercial Glucosa oxidasa

GOX Maxazyme 4000 L libre e inmovilizada en dos soportes (alginato de sodio y agarosa).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El acido glucoénico es un producto de gran demanda por su diversidad de aplicaciones a
nivel industrial; por ejemplo en la industrial textil se usa para inhibir las precipitaciones en
las fibras, en productos de higiene oral reemplaza al sorbitol y no produce caries, en la
industria de alimentos es un regulador de la acidez, también imparte un sabor amargo a
algunos zumos de frutas, vinagre y también es usado como complemento para alimentos
dietéticos, pero el uso principal de este acido es como agente de limpieza para la
eliminacion de depdsitos de calcio en instalaciones de tratamiento y elaboracion de cerveza
y remover depositos de oxido.

Mediante la caracterizaciéon e inmovilizaciéon de la enzima Glucosa oxidasa se pretende
optimizar su produccion, implicando una forma econémica, segura, versatil y facil de usar a
gran escala. Para lograr esto es necesario conocer las condiciones de la enzima para un
mejor aprovechamiento y un desarrollo de equilibrio cinético.
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JUSTIFICACION

Actualmente la produccion de Acido Glucénico se obtiene mediante la ~ fermentacion en
cultivos sumergidos del microorganismo Aspergillus niger. Separando la biomasa del

sobrenadante, este a su vez es purificado de residuos extra celulares como proteinas,

carbohidratos o fuentes de nitrato.

Biomasa
° o LT
N

Fermentacion

Sobrenadante

Purificacién - Proteinas

- Carbohidratos
- Fuentes de Nitrato

Acido Gluconico

Basados en la inmovilizacion enzimatica se busca una nueva alternativa de produccion de

Acido gluconico de una manera mas limpia.
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APLICACIONES DEL ACIDO GLUCONICO EN LA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS

+ Regulador de la acidez en  vinos, vinagre y
zumos de frutas.

% Complemento en productos dieteticos.

% Productos para diabeticos: Gomas de mascar,

ACIDO GLUCONICO chocolates, caramelos, mermeladas, bebidas y helados
entre otros.

% Industria lactea para retardar la sedimentacion en laj

leche.
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INTRODUCCION

Hoy dia la biotecnologia ha logrado grandes avances en diferentes areas de la industria,
aplicando procesos catalizados por las enzimas para obtener productos que marcan pautas

significativas.

Uno de estos productos es el acido gluconico, el cual se obtiene a partir de la glucosa
mediante la enzima Glucosa oxidasa, y tiene muchas aplicaciones industriales. El
proposito de este trabajo es caracterizar la enzima para optimizar su utilizacion y
aprovechamiento, ya sea como enzima libre, o como enzima inmovilizada. La enzima

inmovilizada se caracterizard en dos soportes (alginato de sodio y en agarosa).

El 4cido gluconico es un acido organico usado en la industria de alimentos como
acidulante.  Este acido es un ingrediente muy versatil debido a su solubilidad,
higroscopicidad, propiedades tampon (buffer) y de quelacion. Es ampliamente usado en
productos dietéticos. Tiene ademas muchos usos en la industria farmacéutica, agropecuaria
y textil. Sus propiedades como quelante le permiten formar complejos solubles de iones
metalicos en presencia de agentes quimicos que normalmente producirian precipitados en
soluciones acuosas. En productos de limpieza es utilizado como detergente. En productos

de higiene oral reemplaza al sorbitol, gracias a que no produce caries.

Para su obtencion industrial se utiliza la enzima Glucosa oxidasa inmovilizada, para ello se
debe tener en cuenta los métodos de inmovilizacion que pueden ser activos, como por
ejemplo la unioén covalente de las enzimas o pasivos como la absorcion de las enzimas.
Como soportes de inmovilizacion se emplean una gran variedad de compuestos naturales o
sintéticos, organicos o inorganicos, que difieren en tamafio, forma, densidad y porosidad, y
que se utilizan en forma de ldminas, tubos, fibras, cilindros, o0 mas popularmente esferas. El
tamafio de particula del soporte es un factor crucial puesto que determina la extension de

las restricciones de difusion de la actividad enzimatica.
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Generalmente no hay un método aceptado como el mejor para inmovilizar enzimas, es muy
importante en la experimentacion disponer de analisis por los que se comparen los métodos
disponibles, debido a que la actividad, estabilidad y facilidad de uso de los biocatalizadores
inmovilizados pueden variar enormemente y de forma imprescindible en funcion del

método de inmovilizacion utilizado.

La inmovilizacion elegida debe ser reproducible, econdmica, segura, versatil y facil de usar
a gran escala. El método usado en realidad depende de una gran variedad de aspectos
cientificos, ingenieriles y econdmicos del proceso. La inmovilizacion utilizada debe
permitir el control facil de la cantidad de enzima y que esta no abandone el soporte a lo
largo del almacenamiento. Para lograr esto es necesario conocer las condiciones de la

enzima para un mejor aprovechamiento y un desarrollo de equilibrio cinético.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e (aracterizacion de la enzima comercial glucosa oxidasa GOX libre e inmovilizada
en dos soportes (alginato de Sodio y agarosa), para la produccion de acido

glucoénico.

OBJETIVOS EPECIFICOS

¢ Inmovilizar la enzima glucosa oxidasa GOX en dos soportes: alginato de sodio y

agarosa.

e (aracterizar la enzima libre e inmovilizada, en cuanto a pH, temperatura y

concentracion de sustrato.
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1.1.

1.1.

1. MARCO TEORICO

ENZIMOLOGIA

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores de procesos bioldgicos muy
potentes y altamente selectivos tanto en el sustrato como en la accién. La principal
funcién de una enzima consiste en disminuir la energia de activacion para facilitar que
una reaccion quimica especifica tenga lugar. Los factores que afectan la actividad de
una enzima son: concentracion de la enzima, concentraciéon del sustrato, pH, y

temperatura.

La enzima Glucosa oxidasa [EC 1.1.2.4] es una oxido-reductasa que cataliza la
oxidacion de la glucosa, reduciendo el oxigeno a perdxido de hidrogeno. Es una flava
proteina que contiene FAD, y es altamente especifica para -D-glucosa. Es producida por
algunos organismos del reino fungi, y tiene actividad antibacterial en presencia de
glucosa y oxigeno debido al peréxido de hidrégeno producido. Se usa para estimar la
concentracion de glucosa en la sangre o en la orina gracias a la formacion de tintas

coloreadas por el perdxido de hidrogeno.

1. NOMENCLATURA Y CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS
Segun la funcion que realizan las enzimas, éstas se clasifican en seis grupos:
Oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas o sintetasas.
De acuerdo con esta clasificacion, para denominar una enzima se cita primero el
nombre de un sustrato, a continuaciéon el nombre de la coenzima, si la hay, y

finalmente la funcion que realiza la enzima.

En la clasificacion actual, cada enzima estd numerada con cuatro cifras: la primera

20



indica la clase, la segunda la subclase, la tercera la subdivision de la subclase y la

cuarta es la especifica de la enzima. '

Tabla No. 1

Funciones y clasificacion de las enzimas

FUNCIONES Y CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS

Clases Funcion Subclases mas importantes
1. Oxidorreductasas 1.1 corresponde a las enzimas que actuan sobre
Reacciones de >CH-OH
oxido — reduccion 1.2 actiian sobre >C=0

1.3 actan sobre >C=CH-
1.4 actian sobre >CH-NH2,

1.6. Actlian sobre NAD' 0 NADP™

2.1. Grupos de un atomo de C

2. Transferasas Transferencias de 2.2. Grupos aldehidos o cetonicos

Grupos 2.7. Grupos fosfato

3.2. Enlaces glucosidicos

3. Hidrolasa Hidrolisis 3.4. Enlaces peptidicos

Catalizan la separacion | 4.1 actian sobre enlaces >C=C<

de grupos quimicos del | 4.2 actuan sobre enlaces >C=0

4. Liasas sustrato por via no 4.3 acthan sobre enlaces >C=NH
hidrolitica (adicion de

grupos a dobles enlaces

5. Isomerasas Isomerizacion 5.1. Racemasas

6.1. Enlaces C—- 0O

6. Ligasas Formacion de 6.3. Enlaces C— N

Enlaces 6.4. Enlaces C - C

' www.novozymes.com
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1.2.

1.2.1.

CINETICA ENZIMATICA

La cinética enzimatica estudia la velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas. Estos estudios proporcionan informacion directa acerca del mecanismo de
la reaccion catalitica y de la especificada de la enzima. La medida se realiza
siempre en las condiciones Optimas de pH, temperatura, presencia de cofactores,
etc., y se utilizan concentraciones saturantes de sustrato. En éstas condiciones, la
velocidad de reaccidon observada es la velocidad méxima (Vmsy); 12 velocidad puede
determinarse bien midiendo la aparicion de los productos o la desaparicion de los
reactivos.

Al seguir la velocidad de aparicion de producto (o de desaparicion del sustrato) en
funcion del tiempo se obtiene la llamada curva de avance de la reaccion. A medida
que la reaccién transcurre, la velocidad de acumulacion del producto va
disminuyendo porque se va consumiendo el sustrato de la reaccion; para evitar esta

complicacion se procede a medir la velocidad inicial de la reaccion (V.

La velocidad inicial de la reaccion es igual a la pendiente de la curva de avance a
tiempo cero. De esta forma la medida de (Vy se realiza antes de que se consuma el
10% del total del sustrato, de forma que pueda considerarse la [S] como

esencialmente constante a lo largo del experimento. *(Peter and John. 1990).

Enzima Micheliana

Las aplicaciones analiticas de las enzimas pasan por un mejor conocimiento de su
comportamiento cinético. Un elevado numero de enzimas monosustrato, siguen las
pautas de un comportamiento cinético similar, que de forma totalmente empirica fue
descrito por Michaelis-Menten. El conocimiento de la cinética enziméatica permite
un mejor aprovechamiento de las enzimas, tanto en el desarrollo de métodos de

equilibrio como cinéticos. El mecanismo de las reacciones enzimaticas fue

2 P Gasesa y J. Hubble, tecnologia de las enzimas, Editorial Acribia. S.A., Segunda Edicion,
Zaragoza Espana, 1990.
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interpretado por Michaelis y Menten. El caso mas simple de reaccion enzimatica,
implica la reaccién de un substrato (S) con un enzima (E) para formar el complejo
activado (ES) el complejo se descompone originando el producto (P) y la enzima o

bien se revierte hacia el substrato.

1.2.2. Enzima Alostérica

De gran importancia en el fendémeno de la actividad enzimatica es el hecho de que,
en las proteinas, pueden existir dos (o cuando menos dos) sitios diferentes desde el
punto de vista estereo-especifico y que, ademas, estén en lugares distintos. Uno de
estos sitios es el centro activo, donde el sustrato es atacado para dar origen a los
productos de la reaccion y por lo tanto donde reside el aspecto funcional de la
proteina. El otro sitio se denomina sitio alostérico y en ¢l puede acomodarse de
manera complementaria - pero reversible - alguna sustancia llamada efector
alostérico; al efectuarse esta union se produce una alteracion discreta de la
estructura de la proteina, la transicion alostérica, que modifica la actividad biologica
de la proteina, porque altera la distancia, las propiedades del sitio activo. Es muy
importante que el efector alostérico normal no tiene relacion quimica o metabdlica
alguna con el sustrato de dicha enzima y que su accidn tan especifica se debe a que

altera de tal modo la conformacion de la proteina que modifica su centro activo. >
1.3. GLUCOSA OXIDASA

A partir de una cepa de Aspergillus niger, se prepara en el comercio una mezcla
conteniendo una proporcion considerable de esta enzima. Esta enzima es especifica
para la Glucosa la cual oxida con velocidades hasta 400 veces superiores que a
otros azucares; esta reaccion es la base de algunas aplicaciones analiticas y médicas.
Su actividad maxima esta entre los 20 y los 45 °C con un pH entre 3.0 a 6.5 con un

optimo en 5,5 y se inactiva rapidamente a temperaturas superiores a 60°C.

3 Cardenas Eduardo. Enzimas alostéricas: cooperatividad en la unién y en catdlisis. Ediciones H.
Blume. Madrid 1978. Pag. 71 — 84.
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Tabla No. 2

Nombres alternativos de la Glucosa oxidasa

NiceZyme View of ENZYME: EC 1.1.3.4

Official Name

Glucose oxidase.

Alternative Names(s)

- Glucosa oxyhydrase

- Beta-D-glucose:oxygen 1-oxido-reductase
- Glucosa aerodehydrogenase

- D-Glucose-1-oxidase

- Glucose oxyhydrase

- Gox

Reaction Catalysed

Beta-D-glucose + O(2) <=> D-glucono-1,5 -lactone +
H(2)0(2)

1.3.1. Reaccion de la Glucosa oxidasa

La Glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de la glucosa en acido gluconico

utilizando el oxigeno como aceptor de los electrones formando 2H,O.

CH,OH

HO OH e

u ] HO vl
o — H:)/Tl
CH,OH calore £ HT HO OH e

o

0 OH
“%/

CH4OH
——0OH J L

Figura No.1. Reaccion de la Glucosa oxidasa
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1.3.2. Activadores de la Glucosa oxidasa

A diferencia de los catalizadores inorganicos las enzimas actuan en condiciones
moderadas de pH y temperatura. En su mayoria presentan especificidad por el
sustrato aunque en grado variable, por ejemplo -Glucosa oxidasa una enzima
presente en hongos y bacterias, cataliza la oxidacion de D-glucosa a 4cido
gluconico, pero no oxida L-glucosa. La velocidad de oxidacion de -D-glucosa es
157 mayor que la de oxidacion de L-glucosa. La especificidad de esta enzima es de

tal grado que diferencia los esteroisémeros.

Algunas enzimas necesitan de la presencia de componentes adicionales conocidos
como cofactores para la actividad. El complejo enzima-cofactor, cataliticamente
activo se denomina holoenzima y la proteina en ausencia del cofactor se denomina

apoenzima.

Los cofactores pueden ser: iones inorganicos, coenzimas y/o grupos prostéticos.
Los iones metélicos inorganicos pueden ser parte integral de la estructura de la
enzima o pueden asociarse con el sustrato, ayudando a la unién con la enzima y
aumentando la actividad catalitica. Por ejemplo el Fe™ se encuentra asociado con el
grupo hemo en la peroxidasa y la catalasa encontrandose fuertemente unido a la
enzima, mientras que el Mg™ se compleja con el ATP y es un componente
esencial en las reacciones que involucran a esta molécula como aquellas catalizadas

por fosfotransferasas.
El FAD es otro transportador de atomos de hidrogeno asociado con enzimas

oxidantes como la Glucosa oxidasa. El grupo hemo de la catalasa y la peroxidasa

con su anillo de porfirinas también se conoce como grupo prostético.
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Cofactores de la Glucosa oxidasa

Tabla No. 3

Cofactors
FAD

Flavin Adenin Dinucleétido

HH,
. s
(AJ
Cl)—CH2 o W
O:llifo
1
OH
0:1?_07 OH
o
| OHOHCOH
HC CH,
HHH

. ., . . 4
A continuacion se enumeran un grupo de enzimas que requieren cofactores .

Enzimas que requieren cofactores

Tabla No. 4

Enzima Clase Cofactores Tipo de cofactor
Subtilisina Hidrolasa Ninguna | = -
(proteasa)

Acido lactico oxidoreductasa NAD+ Coenzima
deshidrogenasa

Glucosa isomerasa Isomerasa Co+2 ;Mg +2 Ion activador

Peroxidasa Oxidoreductasa Grupo hemo Grupo prostético
conteniendo Fe
+2

Glucosa oxidasa Oxidoreductasa FAD Grupo prostético

Fe con activador

4 www.igb.fcien.edu.uy/pdf/Repartido%20enzimas.pdf
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1.4.

1.4.1.

SUSTRATO

Un sustrato (bioquimica) es una molécula que experimenta una reaccion, para la
cual la presencia de una enzima baja la energia de activacion. El sustrato ata con el
sitio activo de la enzima, y la enzima provee de un camino de reaccion alternativo

una entalpia mas baja de la entalpia de la activacion.

La entalpia (simbolizada por H, también llamada “contenido de calor”) es la suma
de la energia interna de un sistema. Al ocuparse de un sistema de gases es el
producto de su volumen multiplicado por la presion. La entalpia es una funcién
cuantificable del estado, y la entalpia total de un sistema no se puede medir
directamente; el cambio de la entalpia de un sistema se mide en lugar de otro. La

entalpia se puede aplicar solamente a un cuerpo en la presion constante.’

GLUCOSA

La glucosa es un monosacarido con férmula empirica C¢H1,0g, la misma que la
fructosa pero con diferente posicion relativa de los grupos -OH y O=. Es una
hexosa, es decir, que contiene 6 atomos de carbono, y es una aldosa, esto es, el

grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula.

H,COH
H O H
OH
HO OH
B OH

Figura No. 2. Estructura quimica de la glucosa

3 Kirk, Raymond, Enciclopedia de Tecnologia Quimica, Tomo VI, primera Edicién, Editorial
Uteha, Espana 1962.
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Las propiedades de la Glucosa se explican por la presencia simultdnea de un grupo

caracteristico aldehido y de un grupo caracteristico de los alcoholes.

Es uno de los carbohidratos mas importantes. Los carbohidratos (literalmente
hidratos del carbon) son los compuestos quimicos que actian como los medios
bioldgicos primarios de almacenar o de consumir energia, otras formas son las
grasas y las proteinas. Los carbohidratos relativamente complejos se conocen como

polisacaridos.

1.5. INMOVILIZACION ENZIMATICA

1.5.1 ALGINATO DE SODIO

1.5.1.1 Origen
Sal sodica del 4cido alginico, es un polisacarido de origen natural producido por
diferentes algas de la familia Phaeophyceae (Macrocystis pyrifera, Laminaria

digitata, L. cloustoni, Ascophyllum nodosum) en Estados Unidos y el Reino Unido.

1.5.1.2. Caracteristicas

Agente espesante y emulsificante.

1.5.2 Estructura quimica de los alginatos

Los alginatos son las sales del 4cido alginico, polisacarido lineal constituido por dos
unidades monoméricas, el 4cido -D-manuronico (M) y el acido -L-gulurénico (G).
Estos se agrupan en bloques de secuencias MM, MG, unidos por enlaces

glucosidicos (1-4); y bloques GG, GM, unidos por enlaces glucosidicos (1-4).

Las formulas clasicas de Haworth para los dos mondmeros se muestran en la figura
3, mientras la figura 4 ilustra las llamadas féormulas de silla que permiten ver en

forma mas clara el arreglo tridimensional de las moléculas:

28



COOH

H @] OH
H
OH HO
HO H
H H
B - D - Mannurenic Acid o =L -Guluronic Acid

Figura No. 3. Formulas clasicas de las dos unidades monomeéricas del acido alginico

CH

COOH
H o HOO 0

H

B- D - Mannurcnic Acid o - L= Guluronic Acid

Figura No. 4. Formulas en formas de silla
1.5.3 Propiedades de la solucion de alginato de sodio

El alginato de sodio es soluble en agua fria y caliente. Esta solucién de pH neutro es

. : 6
un liquido suave y viscoso.

1.5.4. Efecto del Peso Molecular

La viscosidad de la solucioén acuosa de alginato de sodio depende directamente del

peso molecular, es decir, del grado de polimerizacion del alginato de sodio.

1.5.5 Efecto de la concentracion

La viscosidad de la solucion acuosa de alginato de sodio aumenta logaritmica mente

a medida que aumenta la concentracion del alginato de sodio.

® www.monografias.com/trabajos12/alginato/alginatos.html
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1.5.6. Efecto de la temperatura

La viscosidad de la solucion de alginato de sodio disminuye a medida que aumenta
la temperatura. La temperatura no tiene mayores incidencias en las propiedades de

congelacion / descongelacion. Su viscosidad es muy sensible a la temperatura.

1.5.7. Efecto del pH

El descenso del pH de la solucién provoca la transicion del anion de alginato soluble
en un acido alginico insoluble y se traduce en una mayor viscosidad. A un pH 2,0 o

menor, el acido alginico precipita.

1.6 Agarosa

La agarosa esta compuesta de cadenas de azlicares y tiene una consistencia similar
a la de la gelatina cuando se utiliza para este proposito. La agarosa es un

polisacarido que no interacciona quimicamente con la mayor parte de las proteinas.

Figura No.5. Estructura quimica de la agarosa

Es un polimero lineal formado por la repeticion de unidades del disacéarido

agarobiosa, cuya estructura es:
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-(1-3)--D-Galactosa-(1-4)[ 3,6 anhidro]--L-galactosa-

p-D-Gal 3,6 anhidro-a-L-Gal

bch,0H a
HO
(9]
4 2 1
.-n.D
) 3
2 oH 4
- CH.OH
Agarobiosa :

Figura No. 6. Estructura Disacarido agarobiosa

Para obtener un gel de agarosa se mezcla agitando de forma continua un volumen
apropiado de disolucion buffer con el polvo de agarosa para obtener un gel de
agarosa. Se calienta la mezcla hasta que hierve para asi romper los enlaces entre las

fibras de agarosa.

1. 7. Acido glucdnico

El 4cido gluconico (CHOH(CHOH)sCOOH) es un dacido hidrocarboxilico
optimamente activo. Es el 4cido carboxilico correspondiente a la Glucosa (azucar

tlpO aldosa).7 CH,0H
i

H |

1/ H

i\ OH H JC-0
OHN\ I |

1 |

H

OH

Figura No. 7. Estructura quimica del acido gluconico

El 4cido glucénico se fabrica también haciendo uso de los sistemas enzimaticos del
Aspergillus niger, pero el proceso es mucho mas simple, ya que la reaccion consiste
solamente en convertir el grupo aldehido terminal de la glucosa en un radical

carboxilo.

’ Diccionario Quimica Oxford Univeristy 1.997 31



CH,OH ——0OH
HO 2 ] HO —— - HZO HD";:,C 0

- —— JH N H\‘m
HO ' T OH + HO
CH %D CH,OH calore §F H OH e

Figura No. 8. Obtencion de acido gluconico

Debido a que esta reaccion no depende del crecimiento de los microorganismos,
sino solamente de la disponibilidad de la enzima especifica, el micelio puede ser

recirculado extensivamente y suspendido en concentraciones muy altas de glucosa.

Es posible usar hasta el 30% de concentracion en presencia de cantidades limitadas

de SOsMg, PO4H; y PO4H(NH4), mas CO3;Ca en exceso como regulador del pH.

Esta ultima sustancia produciria normalmente un precipitado de gluconato de calcio,
pero puede ser inhibido por accion del borax. Se emplean pequeiias cantidades de
acido gluconico en preparados antianémicos de gluconato ferroso, pero el uso
principal es como agente de limpieza y separador. En este sentido se usa en
operaciones de limpieza y moldeado en las industrias del metal y también para
eliminar depoésitos en instalaciones de tratamientos de leche y elaboracion de

cerveza.

El 4cido gluconico estd presente en forma natural y es producido por fermentacion
con Aspergillus niger o Gluconobacter suboxydans a partir de glucosa y también
por medio de la inmovilizacion de la enzima Glucosa oxidasa. Este es un acido

organico y se usa por lo general en:

1.7.1. Industria alimentaria:

e El 4cido gluconico es un acido organico hidroxi — carboxilico y se usa por lo
general como acidulante capaz de comunicar un pH acido o intensificar el sabor

acido o disminuir el pH alcalino de los alimentos y bebidas, es uno de los
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ingredientes mas versatiles debido a su solubilidad, higroscopicidad, propiedades
tampon ( buffer) y de quelacion®. Esta ultima es la que forma complejos solubles de
iones metalicos en presencia de agentes quimicos que normalmente producirian

precipitados en soluciones acuosas.

e Es usado para la higiene y limpieza para eliminar residuos de los productos y
suciedades que contengan microorganismos que constituyan una fuente de
contaminacion de los productos; dentro de la clasificacion de los detergentes
encontramos los detergentes acidos (acido gluconico) considerados excelentes en la
practica sanitaria en la limpieza de tanques de almacenamiento, clarificadores,
tanques de pesaje y otros equipos y utensilios. El uso de este detergente alternado
con soluciones alcalinas logra la eliminacion de olores indeseables y disminucion de
la cuenta microbiana, ademas corroe el estafio y el hierro menos que el acido citrico,
tartarico y fosforico. Las propiedades del detergente acido son: Completa y rapida
solubilidad, no ser corrosivo a superficies metalicas, brindar completo
ablandamiento del agua, o tener capacidad para acondicionar la misma, excelente
accion humectante, excelente accion emulsionante de la grasa, excelente accion
solvente de los solidos que se desean limpiar, excelente dispersion o suspension,

excelentes propiedades de enjuague, accidon germicida, no toxico.

e Partiendo del 4cido glucénico se produce el xilitol, cuyo procedimiento consiste en
la transformacion del mismo en arabinosa, hidrogenacion de la misma formandose
arabitol, isomerizacion de este ultimo a una mezcla de pentitoles y posterior

separacion de los mismos. El xilitol se usa como edulcorante, principalmente:

e En alimentos dietéticos: Productos para diabéticos: gomas de mascar, chocolates,

caramelos, jaleas, dulces, mermeladas, bebidas, helados.

¥ Moresi y Parente, 1999. 33



e En preparaciones farmacéuticas — pastillas, tabletas, jarabes y en soluciones para

uso parenteral.

e Para la alimentacion parenteral es una fuente alternativa a la dextrosa por el hecho
que el xilitol no es insulino - dependiente. Ofrece ademas la ventaja que, por

e, . 9
esterilizacion con calor, las soluciones no se coloran.

1.7.2. Industria farmacéutica:

Debido a su baja higroscopicidad y buena compresibilidad asi como al bajo punto
de fusion es muy util en la preparacion productos farmacéuticos. Ademads sus sales
o0 sus esteres son usados como materia prima en los medicamentos preparados para

usos terapéuticos o profilacticos.

1.7.3. Produccion de envases y equipamientos:

El 4cido gluconico es una sustancia auxiliar y funciona como un agente estabilizante
de fijacion y apergaminante usado en la produccion de envases y equipamientos
celuldsicos en contacto con alimentos destinados a entrar en contacto con alimentos
y materias primas para alimentos, inclusive aquellos materiales celuldsicos
revestidos o tratados superficialmente con parafinas, resinas poliméricas y otros. Se
aplica también a envases y equipamientos de uso doméstico, elaborados o revestidos
con papel y cartdn, o envases compuestos por varios tipos de materiales, siempre

que la cara en contacto con el alimento sea celulosica.

? www.capitulo8/limpieza.htm
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1.7.4. Usos agropecuarios:

Para la produccion agricola existen productos quimicos que contienen acido
gluconico los cuales ayudan a la prevencion y correccion de carencias de calcio en
la tierra, corrector de suelos salinos y corrector de suelos sddicos. Las funciones del
calcio en la planta son importantes, pues intervienen en el crecimiento de las raices,
transporte de carbohidratos y proteinas asi como proporcionan la consistencia de las
plantas y combaten las diferentes fisiopatias relacionadas con el calcio como el
Bitter-pit en manzanas, rajado en citricos y cerezas y necrosis apical en tomate y

pimiento, tipburn en fresa, corazon negro en remolacha, lechuga, etc.
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2.1.

2.2.

23.

24.

25.

2.5.1

2. METODOLOGIA

Glucosa Oxidasa (GOX) (EC 1.1.2.4.)

La enzima utilizada, es una Glucosa oxidasa comercial, nombrada como Maxazyme
4000 L, obtenida por fermentacion con Aspergillus niger. El extracto enzimatico es
una mezcla de dos tipos de enzimas: Glucosa oxidasa y catalasa. Ver anexo A.

Unidades De Actividad Enzimatica (U)
La unidad de actividad enzimatica fue definida como:

Es la cantidad de enzima necesaria para causar una disminucioén de 0.1 unidades de
pH por minuto, a una temperatura de 55°C, un pH inicial de 5 y una concentracion
de glucosa como sustrato del 0,11 M.

Sustrato

El sustrato utilizado fue glucosa anhidra, grado analitico. La solucion se prepar6, a
una concentracion de 0,11 M, en buffer fosfatos 50 mM a pH 5.

Reaccion Enzimatica

La reaccion enzimatica se realizo en un vaso de precipitado, conteniendo 5 ml de la
solucion del sustrato (numeral 2.3) donde se calentd a una temperatura de 55 °C por
un tiempo de 10 minutos, utilizando un bafio termostatado; luego se adiciond 50 pl
(0.45 U, relaciéon 4,54 U/g de glucosa), de la solucidon enzimadtica en una relacion
(100:1) con respecto al sustrato; se midi6 la variacion del pH cada minuto durante
diez minutos, tomando como tiempo cero el momento de adicion de la enzima.

Caracterizacion de la Enzima Libre

En cuanto a la caracterizacion de la enzima GOX en estado libre se determind el
efecto de la temperatura, pH y concentracion de sustrato sobre su actividad
enzimatica.

Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

La temperatura 6ptima se determin6 por mezclas de reaccion igual que las utilizadas
para los ensayos de actividad enzimatica (numeral 2.4). Los valores evaluados

fueron: 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 °C.
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2.5.2

253

2.6

2.6.1.

Efecto del pH sobre la actividad enzimatica

Los valores de pH evaluados fueron 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, utilizando buffer fosfatos
50mM. A cada uno de los ensayos se le midi6 actividad enzimadtica, manteniendo la
cantidad de enzima constante. Los ensayos de actividad, se realizaron de acuerdo al
numeral 2.4.

Efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad enzimatica

La influencia de la concentracion inicial de sustrato en la reaccion enzimatica se
evalu6, variando el contenido de glucosa inicial en 0,0; 0,05; 0,11; 0,22; 0,33 y 0,44.
Molar. Los ensayos de actividad, se realizaron de acuerdo al numeral 2.4.

Inmovilizacion De La Enzima

Alginato De Sodio

La inmovilizaciéon de la enzima en alginato de sodio, es posible por las propiedades
quimicas de formacion de gel, en presencia de iones calcio. Se utilizdo una mezcla

de alginato de sodio grado USP y enzima; la polimerizacion se realizd por goteo
sobre una solucion de cloruro de calcio.

2.6.2. Determinacion de la concentracion optima de alginato de sodio

Se realiza una matriz experimental variando las concentraciones de alginato de
sodio y cloruro de calcio (CaCly) en 1, 1.5, 2.0, 2.5, y 3.0 % P/V de ambos
reactivos.

Para cada ensayo se prepara Sml de una solucion en agua destilada de Alginato de
Sodio a las diferentes concentraciones; conteniendo 200ul de enzima (1.8 U). 0.2gr
de esta solucion se adiciond en 800ul de CaCl, _ de las diferentes concentraciones se
llevan a uno micro tubos de 1.5 ml, se centrifuga a 2000 rpm x 5 minutos, al
sobrenadante como a la enzima inicial, se determind concentracion de proteina
utilizando el método de Keldahl. La diferencia entre la concentracion de proteina
inicial y la concentracion de sobrenadante indica la cantidad de enzima
inmovilizada.

2.6.3. Preparacion de las esferas de alginato de sodio con enzima atrapada

La mezcla de enzima y alginato se efectua tomando 20 ml de buffer fosfato SO0mM a
pH 5 en un vaso de precipitado, se agregaron 0.6 g de alginato de sodio ( 2% p/v) y
I ml de la enzima comercial Glucosa oxidasa (Gox) (9U). Se agitdé suavemente
hasta su disolucion completa. Parte de la mezcla se introdujo en una jeringa de 5 ml.
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En otro vaso de precipitado se prepara una solucion de 100 ml de CaCl, al 1.5%
P/V. Utilizando la jeringa, se adiciona por goteo la solucion de alginato de sodio en
la solucién de CaCl,, formandose las esferas y atrapando la enzima; Las esferas se
recuperan por filtracion y se lavan con agua destilada.

2.7. Determinacion de la concentracion optima del gel de agarosa

Se realizan pruebas cualitativas variando la concentracion de agarosa al 2%, 3% y
4%, se toma 50ml de agua destilada en un vaso de precipitado se adiciona la agarosa
de acuerdo al porcentaje a analizar, se lleva la muestra a temperatura de ebullicion
por 2 minutos, se deja enfriar y se vierte en un molde rectangular plastico,
formando una pelicula de 3mm de espesor, se observa la textura del gel por tacto.

2.7.1. Preparacion del gel de agarosa con enzima

En un vaso de precipitado se toman 20ml buffer fosfato S0mM a pH 5y se agregan
0.8 g de agarosa (3% p/v), se lleva a ebullicion por 3 minutos, se deja enfriar hasta
alcanzar una temperatura de 40 - 45 °C evitando su polimerizacion; en estas
condiciones se adiciona 1 ml de la enzima comercial (9U), se mezcla y se vierte en
un molde plastico formando una pelicula de 3 mm de espesor, se cortan pequeios
cubos de 27 mm’, se filtran y lavan con agua destilada.

2.7.2. Cuantificacion de la enzima inmovilizada
Para analizar los ensayos de actividad se determina la relacion peso enzima
inmovilizada sobre volumen enzima libre. Bajo esta relacion se determina el peso
de enzima inmovilizada correspondiente a 50ul de enzima libre.

2.8. Caracterizacion de la glucosa oxidasa inmovilizada en alginato de sodio

Se determina la influencia de la temperatura (°C), pH y la concentracioén de sustrato
sobre la actividad enzimatica de la enzima inmovilizada en alginato de sodio.

2.8.1. Efecto de la temperatura (°C) sobre la actividad enzimatica

La temperatura Optima se determina por mezclas de reaccion igual que las utilizadas
para los ensayos de actividad enzimatica (numeral 2.4) utilizando enzima
inmovilizada, manteniendo la relacion de actividades igual a los de la enzima libre
(0.45U). Las temperaturas evaluadas fueron: 30. 40, 50 y 60 °C.

2.8.2. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica

Los valores de pH evaluados fueron 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, utilizando buffer fosfatos
50mM. A cada uno de los ensayos se le midi6 actividad enzimatica, manteniendo la
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cantidad de enzima inmovilizada constante (0.45 U).

2.8.3. Efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad enzimatica

Para el analisis del efecto del sustrato inicial sobre la actividad de la enzima
inmovilizada, se evaluaron las concentraciones de glucosa: 0,0; 0,05; 0,11; 0,22;
0,33; 0,44; 0,55; 0,83. Molar.

2.9. Caracterizacion de la glucosa oxidasa inmovilizada en gel de agarosa

Se determina el efecto de la temperatura (°C), pH y la concentraciéon de sustrato
sobre la actividad enzimatica de la enzima inmovilizada en agarosa.

2.9.1. Efecto de la temperatura (°C) sobre la actividad enzimatica

La temperatura 6ptima se determina por mezclas de reaccion igual que las utilizadas
para los ensayos de actividad enzimatica (numeral 2.4) utilizando enzima
inmovilizada, manteniendo la relacion de actividades igual a los de la enzima libre
(0.45U). Las temperaturas evaluadas fueron: 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70 y 80°C

2.9.2. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica
Los valores de pH a evaluar son 2, 3, 4,5, 6 7, 8, 9, 10 y 11, utilizando buffer
fosfatos 50mM. A cada uno de los ensayos se le mide actividad enzimatica,

manteniendo la cantidad de enzima inmovilizada constante (0.45 U).

2.9.3. Efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad enzimatica

Para el analisis del efecto del sustrato inicial sobre la actividad de la enzima
inmovilizada, se evaluan las concentraciones de glucosa: 0,0; 0,05; 0,11; 0,22; 0,33;
0,44; 0,55; 0,83 Molar.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACION DE LA ENZIMA LIBRE

3.1.1. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla No.1 y graficas No.1,2y 3

Tabla 5. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima comercial Glucosa
oxidasa GOX Maxazyme 4000 L, libre e inmovilizada

Actividad (U/ml)
Temperatura  Enzima Enzima en Enzima en

°O) Libre alginato agarosa
20 7,37

25 7,37

30 6,77 1,41

35 7,78 2,52
40 6,06 3,23 2,32
45 6,06

50 6,67 3,33 3,33
55 9,09 8,68
60 7,68 0,00 2,52
70 4,04
80 0,00
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Aactividad enzimatica (U/ml)
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Grdfico 1. Efecto de la Temperatura sobre la actividad enzimdtica en la  enzima
comercial Glucosa oxidasa GOX Maxazyme 4000 L libre. Las condiciones de la reaccion
fueron: Buffer fosfatos 50 mM a pH 5 y una concentracion de sustrato (glucosa) de 0.11
M. Se mantuvo la relacion enzima — sustrato en 4,54 U/g de glucosa. n =3 96=0.09

La Glucosa oxidasa Gox (Maxazyme 4.000L) presenta su maxima actividad enzimatica a
una temperatura de 55 °C.

Cuando se incrementa la temperatura, también ocurre un aumento de velocidad de
reaccion, al llegar al pico 1, sucede el descenso causado por la desnaturalizacion de la
enzima. Este comportamiento se ocasiona por el aumento de energia cinética de las
moléculas reactantes, al llegar a 57°C los enlaces débiles (de hidrégeno) que conservan su
estructura secundaria y terciaria de la enzima se rompen, por consiguiente, a esta
temperatura predomina una pérdida precipitada de actividad catalitica.’

En la (Grafica 1) se observa un incremento rapido en la actividad; (5,32% en su actividad
por grado centigrado o sea un total de 26.6%), en tanto que el descenso es menor
(disminuye 1,82% por grado centigrado en total 9.1%).

En la ficha técnica de la enzima comercial GLUCOSA OXIDASA MAXAZYME 4000 L
establece que la temperatura Optima para su activacion oscila entre 20 y 45°C, esto implica
que la estabilidad de esta enzima muestra una temperatura dptima superior a la de la ficha
técnica. La enzima se inactiva rapidamente a temperaturas superiores a 60°C, tal como se
podria predecir dado su naturaleza proteica.

La teoria cinética quimica de Arrhenius; dice que el efecto de las temperaturas de 40°C
hasta 45°C sera por lo general positivo sobre la velocidad de reaccion, por encima de 45°C
la velocidad alcanza rapidamente un limite variable segin la enzima considerando
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raramente superior a 80°C. Lo que nos indica que en la actividad enzimadtica de la enzima
libre a temperaturas de 40- 45 °C muestra una actividad del 66.7%

La Glucosa oxidasa Gox (Maxazyme 4.000L) permite su utilizacion en condiciones
prolongadas de operacion pues los rangos de estabilidad de la enzima abarca desde 35 hasta
55 °C., los resultados también dependen del sustrato que puede ejercer un efecto
estabilizante sobre la enzima al formase el complejo ES". Para el sistema sustrato glucosa y
enzima Glucosa oxidasa Gox (Maxazyme 4.000L) el rango recomendable de temperatura
para su estabilidad, estd ubicado entre los puntos (53 °C y 58 °C).

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

30 -

Actividad Enzimatica (Uml)

20 -

10

O T T T T T T 1
25 30 35 40 45 50 55 60 65

Temperatura (°C)

Grdfico 2: Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica en la enzima
comercial Glucosa oxidasa GOX Maxazyme 4000 L inmovilizada en alginato de sodio. Las
condiciones de la reaccion fueron: Concentracion de alginato 3% p/v, buffer fosfatos 50
mM a pH 5 y una concentracion de sustrato(glucosa) de 0.11 M. Se mantuvo la relacion
enzima — sustrato en 4,54 U/g de glucosa n=2. 6=0.05
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Grdfico 1. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica en la enzima comercial
Glucosa oxidasa GOX Maxazyme 4000 L inmovilizada en agarosa. Las condiciones de la
reaccion fueron: Concentracion de agarosa 3% p/v, buffer fosfatos 50 mM a pH 5 y una
concentracion de sustrato (glucosa) de 0.11 M. Se mantuvo la relacion enzima — sustrato
en 4,54 U/g de glucosa. n=2 6=0.07

Segun la grafica No.l, a temperaturas de 20, 25, 30°C la enzima libre muestra una
actividad enzimatica estable y a los 35°C aumenta su actividad a un 85,6% pero siendo la

temperatura 6ptima de 55°C, donde su actividad fue del 100%.

En la grafica No.2 la influencia de la temperatura en la enzima GOx inmovilizada en
alginato de sodio a los 40°C alcanza una actividad enzimatica del 97% donde su

temperatura optima es a los 50°C su actividad es del 100%.

En la grafica No.3 la influencia de la temperatura en la enzima GOx inmovilizada en
agarosa alcanza un 100% de actividad a una temperatura de 55°C haciendo un descenso en
la temperatura de 60°C con un 29% de actividad y a los 70°C muestra un acenso con una

actividad del 46,5%.

En la ficha técnica de la enzima comercial GLUCOSA OXIDASA MAXAZYME 4000 L
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establece que la temperatura Optima para su activacion oscila entre 20 y 45°C, esto implica
que la estabilidad de esta enzima muestra una temperatura dptima superior a la de la ficha

técnica.

La enzima se inactiva rdpidamente a temperaturas superiores a 60°C, tal como se podria

predecir dado su naturaleza proteica.

La teoria cinética quimica de Arrhenius; dice que el efecto de las temperaturas de 40°C
hasta 45°C serd por lo general positivo sobre la velocidad de reaccion, por encima de 45°C
la velocidad alcanza rapidamente un limite variable segin la enzima considerando
raramente superior a 80°C. Lo que nos indica que en la actividad enzimadtica de la enzima
libre a temperaturas de 40- 45 °C muestra una actividad del 66.7% y en la actividad de la
enzima inmovilizada con alginato de sodio muestra una similitud con esta teoria, y con la
enzima inmovilizada con agarosa igualmente muestra un ascenso positivo sobre la
velocidad de reaccion.

3.2. Inmovilizacion De La Enzima
3.2.1. Determinacion de la concentracion 6ptima de alginato de sodio

Tabla 6. Eficiencia de inmovilizacion (%) con respecto a la concentracion de proteina
no atrapada en diversas combinaciones de alginato con cloruro de calcio. Nimero de
replicas n: 2, 6 =0.08

Cloruro de calcio Alginato de sodio (%)
(%) 1 1.5 2 2.5 3
1 20,5 51,5 59,5 48,3 59,5
1.5 34,3 57.8 72,0 53,0 63,8
2 54,8 48,5 57,8 56,0 68,5
2.5 57.8 53,3 56,3 53,0 56,3
3 32,8 51,5 32,5 18,5 61,0

La eficiencia es la relacion entre la proteina total destinada a inmovilizar y la proteina libre no atrapada. %E:
100 — (100/C)C,. donde C,: Concentracion de proteina total, C,: concentracion de proteina libre(sin atrapar)

Seguin estos resultados la mayor eficiencia en la inmovilizacion, se encuentra con un 2%
p/v de alginato de sodio y 1.5 % de cloruro de calcio CaCl,.
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3.3 Efecto del pH sobre la actividad enzimatica

Tabla 7. Efecto del pH sobre la actividad enziméatica de la enzima comercial Glucosa oxidasa
GOX Maxazyme L 4000 inmovilizada en agarosa

Actividad U/ml
pH Enzima Enzima Enzima
Libre en en
Alginato Agarosa
2 0,00 4,87 1,19
3 0,10 3,12 2,07
4 2,02 2,47 3,17
5 5,15 1,10 1,10
6 1,01 2,38 0,00
7 0,00 1,33 2,29
8 5,32 5,41
9 10,84 5,87
10 18,68
11 3,80
100
90 ~
E 80 ~
2 70
g 60 |
‘0
E 50 -
S
w 40 -
°
3 30
2
T 20 -
<
10 -
0 v T T T T v 1
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pH

Grdfico 4: Efecto del pH sobre la actividad enzimatica en la enzima comercial — Glucosa
oxidasa GOX Maxazyme 4000 L libre bajo los parametros de temperatura a 55°C 'y
Concentracion de Sustrato 0.11M n=3 6 =0.11
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Actividad enzimatica (U/ml)
[op]

Grdfico 5: Efecto del pH sobre la actividad enzimdtica en la enzima comercial Glucosa
oxidasa GOX 4000 L inmovilizada en alginato de sodio bajo los parametros temperatura
50°C y concentracion de sustrato [8] , 0,44M , n=2, 5=0.03

Actividad enzimatica (U/ml)
o

Grdfico 6: Efecto del pH sobre la actividad enzimdtica en la enzima comercial Glucosa
oxidasa GOX Maxazyme 4000 L inmovilizada en agarosa bajo los parametros temperatura
55°C y concentracion de sustrato 0.44M, n =2, 0= 0.10

En la grafica No. 4 observamos que a pH 4 alcanza un 39,2 % de actividad aumentando
notablemente a un pH de 5 obteniendo un 100% de actividad y desciende su actividad a
19,6% que corresponde a pH 6.

La Actividad enzimdtica de la enzima Gox inmovilizada en Alginato de Sodio (grafica
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No.5) nos indica que a pH 2 se obtiene una actividad de 44,9% y a pH 3, 4 y 5 desciende

notablemente ya pH 9 alcanza su méxima actividad.

La grafica No.6 de la influencia del pH sobre la actividad enzimatica de la enzima GOx
inmovilizada en agarosa nos muestra que la velocidad de reaccion en pH 2, 3 y 4 aumenta
lentamente y disminuye en pH 5 y 6, retornando notablemente su velocidad hasta alcanzar

el 100% en el pH 10.

De acuerdo a la ficha técnica de la enzima comercial Glucosa oxidasa MAXAZYME 4000
L, indica que el rango del pH para su activacion oscila entre 3 — 6,5. Esto implica que el
pH obtenido en la actividad de la enzima libre se encuentra dentro del rango lo cual puede

deberse a que la afinidad del sustrato por la enzima sea el adecuado.

En las inmovilizaciones realizadas de la enzima en alginato de sodio (pH 9) y agarosa (pH
10) se observa que durante el proceso de caracterizacion de la enzima aumento la actividad
enzimatica, tal vez debido a la desnaturalizacion por el calor y/o cambios de pH generados
durante el proceso. Sin embargo, en algunos casos estos efectos han demostrado ser utiles,

por ejemplo cuando la enzima deseada resiste las condiciones de desnaturalizacion.

Las causas de que la actividad decaiga a ambos lados del pH optimo puede ser debido a:

e E] hecho de que la enzima, el sustrato y/o el complejo enzima- sustrato se encuentren
mayoritariamente en una forma idnica no activa.
¢ Que el pH afecte la actividad de la enzima, ocurriendo desnaturalizacion irreversible

., 10
e (Combinacion de ambos efectos.

10 Enzimas-campos de aplicacién. En: Folleto Técnico de Novo-Nordisk a/s (1989). Dinamarca.

Teal, A. R., y Wymer, P., En: Enzymes and their role in biotechnology;
http://www.biochemistry.org/education/basc03.htm
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3.4 Influencia de la concentracion sustrato sobre la actividad enzimatica

Tabla 8. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad enzimatica de la enzima
comercial Glucosa oxidasa GOX Maxazyme 4000L inmovilizada en agarosa

800

700

600

500

400

300

200

Actividad enzimatica U

100

Actividad U/ml
Glucosa Enzima
(Molar) Enzima en Enzima
libre  Alginato Agarosa
0,0 0 0 0
0,05 4,95 14,50 5,19
0,11 5,86 13,58 5,23
0,22 6,57 6,15 3,26
0,33 6,87 2,76 4,36
0,44 7,47 2,67 7,67
0,55 7,37 2,38 6,62
0,83 6,67 2,16 4,78
1,11 6,87 2,85 3,68

L N

0] 200

8 O IS VYISO S S PR S IO M) RS S A E S |

800
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1000 1200
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Grdfico 7: Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad — enzimdtica en la
enzima comercial Glucosa oxidasa GOX Maxazyme 4000 L libre bajo los parametros de
temperatura a 55°C ypHS5 n=30=0.06
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Actividad enzimatica (U/ml)

o0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Glucosa (M)
Grdfico 8: Efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad enzimatica en la

enzima comercial Glucosa oxidasa GOX Maxazyme 4000 L inmovilizada en agarosa bajo
los parametros de temperatura 55°C y pH 8, n= 2, 6= 0.06

Actividad enzimatica (U/ml)
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Grdfico 9: Efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad enzimdtica en la
enzima comercial Glucosa oxidasa GOX Maxazyme 4000 L inmovilizada en alginato de
Sodio bajo los parametros de temperatura 50°C y pH 6 n = 2, 0=10.04

En la grafica No. 7 nos muestra que a concentraciones de 0, 05, 0,11, 0,22 y 0,33 Molar
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registra un aumento de actividad enzimatica de forma constante y obteniendo una actividad

del 100 % en 0,44 Molar.

La influencia de la concentracion del sustrato sobre la actividad en la enzima inmovilizada

en agarosa (Figura 8) presenta su mayor actividad en una concentracion de 0,44 Molar,

También se observo que las concentraciones 0,22 y 1,11 Molar fueron una de las minimas

actividades que presento la enzima; es aqui donde se puede hacer una comparacion de la

teoria con la préctica ya que de acuerdo a la cantidad de sustrato si es muy baja o alta la

velocidad de reaccidon enzimatica disminuye.

3.5 CINETICA ENZIMATICA DE LA GLUCOSA OXIDASA (Gox) LIBRE

Tabla 9: Relacion entre la concentracion de sustrato y la actividad enzimatica

Sustrato Actividad

(mM) U 1/8 1/U
0 0
50 495,9 0,0200 0,0020
110 593,8 0,0091 0,0017
220 658,5 0,0045 0,0015
330 688,8 0,0030 0,0015
440 755.4 0,0023 0,0013
550 740,3 0,0018 0,0014
830 667,6 0,0012 0,0015
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Grafico 10: Linealizacion de la relacion entre sustrato y actividad enzimatica
utilizando la ecuacion de Lineweaver Burk.

3.5.1 Linealizacion Kmy Vm
1/V=k/Vmax *1/[S]+1/V max

De acuerdo a la grafica la pendiente dio: 1/V= 0,032 (1/S) + 0,0014
Vmax=1/C
Vmax=1/0.0014=7142 U

Km =0.032 * V max
Km=0.032 *714.2 =22.8 mM
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3.6 CINETICA ENZIMATICA DE LA GLUCOSA OXIDASA (Gox)

INMOVILIZADA EN ALGINATO DE SODIO

Tabla 10. Valores de actividad y sustrato de la enzima (Gox) inmovilizada en alginato

de sodio.

[S] 1/[S] Pendiente \% 1/V
0,0 0,00 0,0 0,0 0,0
0,05 20,0 0,1436 1450,4 0,0007
0,11 9,09 0,1345 1358,5 0,0007
0,22 4,55 0,0609 615,1 0,0016
0,33 3,03 0,0273 275,7 0,0036
0,44 2,27 0,0264 266,6 0,0038
0,55 1,82 0,0236 238,4 0,0042
0,83 1,20 0,0214 216,1 0,0046
1,11 0,90 0,0282 284.8 0,0035

0,0060 -
0,0050 -

0,0040 -

1V

0,0030 -

0,0020 -

y = 0,0037x + 0,001
0,0010 -

0,0000

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1/[S]

Grafico 11: Cinética Enzimatica

3.6.1 Linealizacion Kmy Vm

I/V=k/Vmax *1/[S]+1/V max

De acuerdo a la grafica la pendiente dio: Y = 0.0037x + 0,001
Vmax=1/C

V max =1/0,001 =1.000

Km = 0,0037* V max
Km =0,0037 * 1.000 = 3,7
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3.7

CINETICA ENZIMATICA DE LA GLUCOSA OXIDASA
INMOVILIZADA EN AGAROSA

(Gox)

Tabla 11. Valores de actividad y sustrato de la enzima (Gox) inmovilizada en agarosa.

[S] 1/[S] Pendiente \4 1/V
0,0 0,00 0 0 0
0,05 20,00 0,0514 519,14 0,0019
0,11 9,09 0,0518 523,18 0,0019
0,22 4,55 0,0323 326,23 0,0031
0,33 3,03 0,0432 436,32 0,0023
0,44 2,27 0,0759 766,59 0,0013
0,55 1,82 0,0655 661,55 0,0015
0,83 1,20 0,0473 477,73 0,0021
1,11 0,90 0,0364 367,64 0,0027
0,0040 -
0,0035
0,0030 - /\
0,0025 -
20,0020 - L ~ -
0,0015 1 \/
0,0010 1 y = -9E-06x + 0,0022
0,0005
0,0000

0,00

5,00

10,00
1/[S]

20,00

Grafico 12: Cinética Enzimatica

3.7.1 Linealizacion Kmy Vm
1/V=k/Vmax *1/[S]+1/V max

De acuerdo a la grafica la pendiente dio: Y = 0.0007 x + 0.0013
Vmax=1/C
Vmax=1/0.0013=769.23 U

Km =0.0007 * V max
Km =0.0007 * 769.23 = 0.538 mM

25,00
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4. DISENO EXPERIMENTAL

La caracterizacion de la enzima Glucosa Oxidasa (GOx) libre e inmovilizada en los dos
soportes, se desarrollo en cada ensayo de forma independiente, realizando por duplicado
cada experimento, sin que las variables en estudio se relacionen entre si, implicando que

entre ellas no exista influencia alguna.
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CONCLUSIONES

Se determina la cantidad de enzima Glucosa Oxidasa necesaria para producir
una disminucion de 0.1 unidades de actividad de pH por minuto, a una

temperatura de 55°C, pH inicial de 5 y una concentracion de glucosa como

sustrato del 1% P/V.

Los resultados obtenidos en esta caracterizacion se muestran a continuacion:

Tabla 12. Resultados de la inmovilizacion de la enzima Glucosa oxidasa

Caracteristica de la enzima

Parametro 6ptimo . Inmovilizada
Libre -
Alginato  Agarosa

Temperatura (°C) 55 50 55
pH 5 9 10
Conc. de sustrato (mM) 220 400 440
Vmax 714.2 Dn Dn
Km (mM) 22.8 Dn Dn
Actividad (U) 5.1 10.8 18.6
Agarosa (%) -- -- 3
Alginato (%) -- 2 --
CaCl, (%) -- 1.5 --

Dn: datos no concluyentes.

Lo cual implica que la inmovilizacion en agarosa y alginato presentan

diferencias en las condiciones de actividad de la enzima libre.

Aunque no se realizd el analisis respectivo para saber la cantidad de acido
gluconico se produjo y en qué grado de pureza se encuentra; se pudo establecer
que efectivamente si hay produccion del acido y queda para futuros trabajos
analizar lo que se deja como base de datos en este trabajo como punto de

partida para futuras investigaciones.
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RECOMENDAICONES

Hacer estudios de laboratorio con miras a la obtencion de informacion que nos

permitan un escalamiento a planta piloto.

Con base en esto, se pueden establecer pardmetros econdmicos para determinar

la viabilidad del proceso.
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GLOSARIO

Alginato:

Un polisacarido que se obtiene de los feofitos, se usa y comercializa del mismo modo que
el agar o el carrangin. Las algas pardas son también fuente de vitaminas y minerales y se
utilizan como fertilizantes. Algunas especies (como el kobu) constituyen un aporte

alimenticio importante, especialmente en la comida japonesa.

Enzima:
Cualquiera de las numerosas sustancias organicas especializadas compuestas por polimeros

de aminodcidos, que actiian como catalizadores en el metabolismo de los seres vivos.

Catalizador:

Sustancia que altera la velocidad de una reaccion quimica sin sufrir en si ningiin cambio
quimico. Las enzimas, que se encuentran entre los catalizadores mas importantes, tienen
una funcién esencial en los organismos vivos donde aceleran reacciones que de otra forma

requeririan temperaturas que podrian destruir la mayoria de la materia organica.

Velocidad de reaccion:
Cantidad de sustancia que se transforma en una reaccion quimica en la unidad de tiempo.

Las reacciones quimicas tienen lugar a muy distintas velocidades

Sustrato:

Sustancia sobre la que actia una enzima.
Reaccion quimica:

Proceso en el que una o mas sustancias —los reactivos— se transforman en otras sustancias

diferentes los productos de la reaccion.
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Inmovilizacion de enzimas:
Es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima en una region definida del
espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad catalitica y que pueden

ser reutilizadas repetidamente.

Indice de intercambio:

Me¢étodo absoluto de expresar actividades enzimaticas.

Holoenzima:

Es una enzima que esta formada por una proteina (apoenzima) y un cofactor.

Apoenzima:

Parte proteica de una enzima que juntamente con la coenzima forma una enzima completa.

Cofactor:
Es un ion metalico, termoestable y de baja masa molecular necesario para la accion de una
enzima. El cofactor se une a la estructura proteica denominada apoenzima y a este

complejo se le denomina holoenzima.

Enzima Alostérica:
Aquella cuya actividad es regulada por la unién no covalente de un metabolito especifico a

un centro de la enzima distinta del sitio activo.

FAD:
Flavin adenin dinucleotido se encuentra como grupo prostético en las flavo proteinas que
pueden hacer la transferencia secuencial de un electrén o bien simultdnea de 2 electrones la

cual rodea el estado de semiquinona.

NAD:
Nicotinamida adenin dinucleotido es una coenzima de la vitamina B3 cuya funcion

principal es el intercambio de hidrogeniones en la produccion de energia de todas las
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células. Forma el primer complejo en la captacion de hidrogenos en la fosforilacion

oxidativa aparece en multiples reacciones del metabolismo.
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ANEXOS
ANEXOS A. ENSAYOS EN LABORATORIO

ENSAYOS EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LA
ENZIMACOMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX MAXAZYME L 4000 LIBRE
BAJO LOS PARAMETROS DE TEMPERATURA A 55°C Y CONCENTRACION

DE SUSTRATO 0.11M
Tabla No. 1: Ensayos a pH 2

Ensayo Ensayo Ensayo

Tiempo 1 2 3 Promedio
0 3,0 2,6 3,3 2,97
1 3,1 2,6 3,3 3,00
2 2,6 2,6 3,2 2,80 35
3 26 32 34 3,07 oo .
4 2,6 2,6 3,3 2,83
5 3,1 3,1 33 3,17 >
6 2,6 3,1 3,3 3,00 291
7 32 2,6 33 3,03 271 y=0,0264x+29015
8 3,2 2.9 3,2 3,10 25 : ; ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12
9 3,2 33 3,3 3,27 —e—Ensayo 1 —=— Ensayo 2 Ensayo 3
10 2.9 33 3,2 3,13 Promedio —— Lineal (Promedio )

Figura No.1: Ensayos a pH 2

Figura No.2: Ensayos a pH 3

Ensayo | Ensayo | Ensayo
Tiempo 1 2 3 Promedio

0 3,4 3,4 3,5 3,43
1 3,6 3,6 3,6 3,60 3.75
2 3,7 3,6 3,7 3,67 o 5N \
3 3,6 3,6 3,7 3,63 36 WAL ANV \ N
4 3,6 3,5 3,6 3,57 3,55*
5 3,7 3,5 3,7 3,63 35 l
6 36 33 37 353 345 y =-0,0015x +3,5773

B B B D) 3,4 4 . . . ¥ . X
7 3,6 3,5 3,6 3,57 0 2 4 6 8 10 12
8 3,4 3,5 3,7 3,53 . . .

—e—Ensayo 1 —=— Ensayo 2 nsayo 3

9 3,5 3,5 3,6 3,53 Promedio —— Lineal (Promedio )
10 3,6 3,5 3,6 3,57

Tabla No.2: Ensayos a pH 3
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Tabla No.3: Ensayos a pH 4

Ensayo | Ensayo | Ensayo
Tiempo 1 2 3 Promedio
0 4,6 4,6 4,5 4,57
1 4,2 4,4 4,3 4,30 48
2 4,1 4,3 4.4 4,27 2,; i
3 3,9 4,4 4.4 4,23 45- \
4 4,3 4,3 4,4 4,33 2:‘3‘
5 4,3 4.4 4,3 4,33 4,2
6 43 4,4 4,2 4,30 . *
7 42 43 42 4,23 391 N ‘ Y= 10,0200 £,3%68
8 4,4 4,3 4,2 4,30 0 2 4 6 8 10 12
9 4’3 4’3 4’2 4’27 —e—Ensayo 1 —=—Ensayo 2 Ensayo 3
10 4’1 4’1 4’2 4’13 Promedio ——Lineal (Promedio) ——Lineal (Promedio)
Figura No.3: Ensayos a pH 4
Tabla No.4: Ensayos a pH 5
Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Promedio 52
0 5 5,1 5 5,03 5.1
1 4,9 5 4,9 4,93 °
2 5 47 4.9 4,87 .
3 4’9 4’7 4,8 4,80 7 y =-0,0518x + 4,9803
4 4,9 4,7 4,7 4,77 6
5 48 47 4.6 4,70 ol |
6 4,7 4,6 4,6 4,63 0 2 4 6 8 10 12
7 4,6 4,6 4,6 4,60 —s—Ensayo 1 —=—Ensayo 2 Ensayo 3
8 4,6 4’5 4,6 4,57 Promedio ——Lineal (Promedio )
9 4,6 4,5 4,5 4,53
10 45 45 45 4,50 Figura No.4: Ensayos a pH 5
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Tabla No.5: Ensayos pH 6

Tabla No. 6: Ensayos a pH 7

Ensayo | Ensayo | Ensayo
Tiempo 1 2 3 Promedio
0 6,1 6 6,2 6,10
1 6,1 6,1 6 6,07
2 6,2 6,1 6,1 6,13
3 6,2 6,1 6,1 6,13
4 6,2 6,1 6,1 6,13
5 6,1 6,1 6,1 6,10
6 6,2 6,2 6,1 6,17
7 6,1 6,1 6 6,07
8 6,1 6 5,9 6,00
9 6 6,1 6 6,03
10 6 6 6 6,00
Figura No.5:

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Promedio
0 7,1 7,3 7,3 7,23
1 7 7,2 7,2 7,13
2 7,1 7,3 7,2 7,20
3 7,4 7,3 7,1 7,27
4 7,2 7,3 7,2 7,23
5 7,3 7,3 7,3 7,30
6 7 7,3 7,3 7,20
7 7,3 7,3 7,3 7,30
8 7,3 7,1 7,1 7,17
9 7,2 7,1 7,1 7,13
10 7,3 7,3 7,2 7,27

6,3
6,25

6,2 -

6,15 -
6,1 %

6,05 -
51 2o\
5,95 - y=-0,0103x + 6,1364
5,9 ; ; ; , ;
0 2 4 6 8 10

—e—Ensayo 1
Promedio

—s—Ensayo 2 Ensayo 3

Lineal (Promedio )

Ensayos a pH 6

7,45
7,4 4
7,35
7,34
7,25
7,2 4
7,15
7,1 4
7,05

7

18

V

0

12

A
4
n Y/
y =0,0009x +7,2167
6 8 10

7 b5
2 4

—e—Ensayo 1 —=— Ensayo 2 Ensayo 3

Promedio ——Lineal (Promedio )

Figura No. 6: Ensayos a pH 7
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ENSAYOS EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA ENZIMA COMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX
MAXAZYME L 4000 LIBRE BAJO LOS PARAMETROS DE PHSY UNA
CONCENTRACION DE SUSTRATO (GLUCOSA) DE 0.11 M

Tabla No.7: Ensayos a temperatura de 20°C

Tiempo | Ensayo1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Promedio
0 5 4,8 5 4,93
1 4,7 4,8 4,9 4,80
2 4,8 4,6 4,8 4,73
3 4,6 4,6 4,7 4,63
4 4,6 4,5 4,6 4,57
5 4,5 4,5 4,5 4,50
6 4,4 4,2 4,4 4,33
7 4,4 4,3 4,4 4,37
8 43 4,2 43 4,27
9 4,3 4,1 4,3 4,23
10 4,3 4,2 4,1 4,20

y =-0,0736x + 4,8742

Tiempo

——ENSAYO1 —=—ENSAYO2 ENSAYO3 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No.7: Ensayos a temperatura de 20°C

Tabla No.8: Ensayos a temperatura de 25

Ensayo | Ensayo
Tiempo | Ensayo 1 2 3 Promedio 4; .\
0 5 4,9 5 4,97 48 ]
1 4,7 4,7 4.8 4,73 ZZ ]
2 4,7 4.8 4,7 4,73 B4
3 4,7 4,7 4,7 4,70 Z:;‘ y=-0,0739x + 4,8758
4 4,5 4,5 4,7 4,57 jf ]
5 4.4 4.4 4,6 4,47 4 —
6 4,3 4,2 4,6 4,37 R SO A
7 4,2 4.2 4.6 4,33
S j’? 442 3,2 3’;? —e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 ENSAYO 3 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)
10 4,1 4,1 4,4 4,20 Figura No.8: Ensayos a temperatura de 25°
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Tabla No.9: Ensayos a temperatura de 30°C

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Promedio
0 4,9 4,8 5 4,90
1 4,9 4,8 4,8 4,83
2 4,9 4,7 4,8 4,80
3 4,9 4,8 4,7 4,80
4 4,7 4,7 4,6 4,67
5 4,7 4,7 4,6 4,67
6 4,6 4,6 4,4 4,53
7 4,6 4,6 4,3 4,50
8 4,5 4,5 4,1 4,37
9 4,5 4,3 4,2 4,33
10 4,3 4,3 4,1 4,23
Tabla No.10: Ensayos a temperatura de 35°C
Tiempo | Ensayo1l | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Promedio
0 5 4,9 5 4,97
1 4,8 4,8 5 4,87
2 4,8 4,6 4,9 4,77
3 4,7 4,6 4,9 4,73
4 4,7 4,5 4,9 4,70
5 4,6 4,4 4,9 4,63
6 4,4 4,3 4,7 4,47
7 4,4 4,2 4,7 4,43
8 4,3 4,1 4,5 4,30
9 4,2 4,1 4,5 4,27
10 4,2 4 4,4 4,20
Tabla No.11: Ensayos a temperatura de 40°C
Tiempo | Ensayol | Ensayo2 | Ensayo3 | Promedio
0 5 5 5 5,00
1 4,9 5 4,9 4,93
2 4,9 4,8 4,9 4,87
3 5 4,8 4,8 4,87
4 4,9 4,9 4,7 4,83
5 4,9 4,8 4,6 4,77
6 4,8 4,8 4,5 4,70
7 4,7 4,6 4,5 4,60
8 4,7 4,5 4,4 4,53
9 4,7 4,2 4,3 4,40
10 4,6 4,4 4,3 4,43

Tiempo

—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 ENSAYO 3 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No.9: Ensayos a temperatura de 30°C

4,8 -
r 464
S
4.4 -
4,2 y = -0,077x + 4,9606
4 T »
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo

—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 ENSAYO 3 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No.10: Ensayos a temperatura de 35°C

\-—v

pH
IS
>

y = -0,0603x + 5,0227

Tiempo

—&—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 ENSAYO 3 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No.11: Ensayos a temperatura de 40°C
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Tiempo

—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 ENSAYO 3 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Tiempo | Ensayol | Ensayo2 | Ensayo3 | Promedio
0 5 5 5 5,00
1 4,9 5 4,9 4,93
2 4,9 4,9 4,8 4,87
3 5 4,8 4,8 4,87
4 4,9 4,9 4,7 4,83
5 4,9 4,8 4,6 4,77
6 4,8 4,8 4,5 4,70
7 4,7 4,6 4,5 4,60
8 4,7 4,5 4,4 4,53
9 4,7 4,2 4,3 4,40
10 4,6 4,4 4,3 4,43

Tabla No.12: Ensayos a temperatura de 45°C

Figura No.13: Ensayos a temperatura de 50°C

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo2 | Ensayo3 | Promedio
0 4,8 4,8 4,8 4,80
1 4,7 4,7 4,7 4,70
2 4,6 4,7 4,7 4,67
3 4,5 4,6 4,6 4,57
4 4,5 4,6 4,6 4,57
5 4,5 4,5 4,5 4,50
6 4,4 4,4 4,5 4,43
7 4,4 4,4 4,4 4,40
8 4,4 4,3 4,3 4,33
9 4,1 4,2 4,2 4,17
10 4 4,1 4,1 4,07

Tabla No.14: Ensayos a temperatura de 55°C

Ensayo | Ensayo
Tiempo 1 2 Ensayo 3 | Promedio
0 4,7 4,8 4,8 4,77
1 4,6 4,6 4,6 4,60
2 4,5 4,6 4,5 4,53
3 44 4.4 4.4 4,40 B
4 4,3 4,3 4,3 4,30
5 4,1 4,2 4,3 4,20
6 4,1 4,2 4,1 4,13
7 4 4,1 4,1 4,07
8 3,9 4 4 3,97
9 3,9 3,9 3,9 3,90
10 3,9 3,8 3,8 3,83

Figura No.12: Ensayos a temperatura de 45°C

y = -0,0664x + 4,7773

Tiempo

—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 ENSAYO 3

PROMEDIO

Lineal (ENSAYO 1)

Tabla No.13: Ensayos a temperatura de 50°C

=
42 y = -0,0909x + 4,7 Ko -
4 + T T T *< 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo

—4—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 ENSAYO 3 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No.14: Ensayos a temperatura de 55°C
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Tabla No.15: Ensayos a temperatura de 60°C

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Ensayo3 | Promedio
0 4,7 4,7 4,7 4,70
1 4,6 4,6 4,6 4,60
2 4,5 4,5 4,6 4,53
3 4,5 4,5 4,5 4,50
4 4,3 4,4 4,3 4,33
5 4,3 4,4 4,2 4,30
6 4,2 4,3 4,2 4,23
7 4,1 4,3 4,2 4,20
8 4,1 4,1 4,1 4,10
9 4 4 4 4,00
10 3,9 3,9 3,9 3,90

4,9 1
4,8 1
4,7
4,6 -
4,5 1
4,4 1
4,3 1
4,2 1
4,11

pH

y =-0,0764x + 4,6909

—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2

Figura No.15: Ensayos a temperatura de 60°C

ENSAYO 3 PROMEDIO

Tiempo

Lineal (PROMEDIO)

ENSAYOS EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ENZIMA COMERCIAL GLUCOSA
OXIDASA GOX MAXAZYME L 4000 LIBRE BAJO LOS PARAMETROS DE pH 5

Y CONCENTRACION Y TEMPERATURA A 55°C

Tabla No. 16: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,05

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Ensayo 3 Promedio
0 4,3 4,1 4,3 4,2
1 4,2 4,0 4,2 4,1
2 4,1 4,0 4,1 4,1
3 4,1 3,9 4 4,0
4 4,0 3,9 4 4,0
5 4,0 3,8 3,9 3,9
6 3,9 3,8 3,9 3,9
7 3,9 3,7 3.8 3,8
8 3,9 3,7 3.8 3,8
9 3,8 3,7 3,7 3,7
10 3,8 3,7 3,7 3,7
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(s

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 ENSAYO 3

PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No.16: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,05

Tabla No.17: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,11

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Ensayo 3 Promedio
0 4,4 4,3 4,3 4,3
1 4,2 4,2 4,2 4,2
2 4,1 4,1 4,1 4,1
3 4,0 4,0 4,1 4,0
4 4,0 3,9 4,0 4,0
5 3,9 3,8 4 3,9
6 3,8 3,8 3,9 3,8
7 3,8 3,7 3,9 3,8
8 3,8 3,7 3,8 3,8
9 3,7 3,7 3,8 3,7
10 3,7 3,7 3.8 3,7

4,5
44
43
42715
E 4.1
4
3,9
3.8 y =-0,0588x +4,2394
3,7 J
2 3 4 5 6 7 9 10
[s]
—+—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 ENSAYO 3
PROMEDIO —— Lineal (PROMEDIO)

Figura No.17: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,11
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Tabla No.18: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,22

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Ensayo 3 Promedio
0 4,5 4,5 4.4 4.5
1 4.4 4.4 42 43
2 43 43 4.1 42
3 42 42 4,1 42
4 4,1 4,1 4,0 4.1
5 4,1 4,1 4 4,1
6 4 4 3,9 4,0
7 4 3,9 3,9 3,9
8 3,9 3,9 3,8 3.9
9 3,9 3,8 3,8 3,8
10 3,8 3.8 3,7 3.8

45
44
43
42 -
T 41
4
3.9 y = -0,0653x + 4,3912
3,8
3,7 T T T T T T T T T i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[S]
—e—ensayo 1 —=—ensayo 2 ensayo 3
promedio ——Lineal (promedio)

Figura No.18: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,22

Tabla No.19: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,33

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio
0 4,5 43 4,5 4.4
1 4.4 4,2 4,3 4,3
2 4,2 4,1 4,2 4,2
3 4.1 4.0 4.1 4.1
4 4,1 3,9 4,2 4,1
5 4.0 3,9 3,9 3,9
6 3,9 3,8 3,9 3,9
7 3,9 3,8 3,8 3.8
8 3,8 3,7 3,8 3,8
9 3,8 3,7 3,8 3,8
10 3,7 3,7 3,8 3,7
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PH
IS
L

y =-0,0682x + 4,3348 S~

1 2

—e—ENSAYO 1

PROMEDIO

3 4 5 6

TIEMPO

—=—ENSAYO 2

ENSAYO 3

——Lineal (PROMEDIO)

Figura No.19: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,33

Tabla No.20: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,44

Tiempo Ensayo1 | Ensayo2 | Ensayo 3 Promedio
0 4,5 4,6 4,6 4,6
1 4.4 4.4 4,5 4,4
2 4,3 4,1 43 4,2
3 4,2 4,2 4,2 4,2
4 4,1 4,1 4,1 4,1
5 4,0 4,1 4 4,0
6 3,9 4.0 4 4,0
7 3,9 3,9 3.9 3.9
8 3,8 3,9 3.9 3.9
9 3,8 3,9 3,8 3.8
10 3,7 3,8 3,8 3,8

—e—ENSAYO 1

PROMEDIO

TIEMPO

—s—ENSAYO 2
——Lineal (PROMEDIO)

ENSAYO 3

Figura No. 20: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,44
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Tabla No. 21: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,55

Tiempo Ensayo1l | Ensayo2 | Ensayo3 Promedio
0 4,6 4,7 4,5 4,6
1 4,5 4,5 4,4 4,5
2 4,3 4,4 4,2 4,3
3 4,3 4,2 4,1 4,2
4 4,2 4,1 4,0 4,1
5 4,1 4,1 4 4,1
6 4,1 4,0 3,9 4,0
7 4 3,9 3,9 3,9
8 4 3,9 3,8 3,9
9 3,9 3,9 3,8 3,9
10 3,9 3,8 3,8 3.8

4,7
46
45 -
4,4
T 431
& 42
4,1 4
47 = - X + 4, :
a0 ] y = -0,0733x + 4,4818 \ ‘>
3.8 ‘ ‘ | ~
0 1 2 4 5 6 7 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO 1 —s—ENSAYO 2 ENSAYO 3
PROMEDIO —— Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 21: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,55

Tabla No. 22: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,83

Tiempo Ensayo1l | Ensayo2 | Ensayo 3 Promedio
0 4,7 4,6 4,6 4,6
1 4,6 4,3 4,4 4,4
2 4,5 4,2 4 4,2
3 4,4 4,1 4,2 4,2
4 4,3 4,1 4,2 4,2
5 4,2 4 4 4,1
6 4,1 3,9 4 4,0
7 4,1 3,9 4 4,0
8 4 3,9 3,9 3.9
9 4 3,8 3,9 3,9
10 4 3,8 3,9 3.9




TIEMPO

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 ENSAYO 3
PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 22: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,83

Tabla No. 23: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 1,11

Tiempo | Ensayol | Ensayo2 | Ensayo3 | Promedio
0 4,7 4,7 4,7 4,7
1 4,7 4,7 4,7 4,7
2 4,6 4,6 4,6 4,6
3 4,5 4,5 4,5 4,5
4 4,4 4,4 4,4 4,4
5 4,3 4,4 4,4 4,4
6 4,3 4,3 4,3 4,3
7 4,2 4,2 4,2 4,2
8 4,1 4,2 4,2 4,2
9 4,1 4,1 4,1 4,1
10 4 4,1 4,1 4,1

5.
49
48
4,7
46
T 454
4,44
43
4,2 4
414 y =-0,0688x + 4,7167
4 T T T T T T T T T »
o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 ENSAYO 3
PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 23: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 1,11
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EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ENZIMA
COMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX MAXAZYME L 4000 INMOVILIZADA
EN ALGINATO DE SODIO BAJO LOS PARAMETROS TEMPERATURA 55°C Y

CONCENTRACION DE SUSTRATO 0,44M

Tabla No. 24: Ensayos a pH 2

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 2 2 2,0
1 2,1 2,2 2,2
2 2,3 2,3 2,3
3 2,4 2,4 2,4
4 2,5 2,5 2,5
5 2,5 2,5 2,5
6 2,5 2,5 2,5
7 2,5 2,5 2,5
8 2,5 2,6 2,6
9 2,5 2,6 2,6
10 2,5 2,6 2,6

Tiempo

—&e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 24: Ensayos a pH 2
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Tabla No. 25: Ensayos a pH 3

Tiempo Ensayo 1 | Ensayo 2 Promedio
0 3 3 3,0
1 3 3 3,0
2 3,1 3,1 3,1
3 3,1 3,1 3,1
4 3,1 3,2 3,2
5 3,2 3,2 32
6 3,2 3,2 32
7 3,2 3,2 32
8 3,2 3,3 3,3
9 33 3,3 3,3
10 33 33 3,3
3,35
3,3
3,25
3,2 1
Z 315
3,1
3,05 y = 0,0309x + 3,0091
37
2,95 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
Tiempo
—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 25: Ensayos a pH 3

Tabla No. 26: Ensayos a pH 4

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 4,3 4 4,2
1 4,3 4,1 4,2
2 4,3 4,2 4,3
3 4,3 4,3 4,3
4 4,3 4,3 4,3
5 4,4 4,3 4,4
6 4,3 4,3 4,3
7 4,4 4,4 4,4
8 4,4 4,4 4,4
9 4,4 4,4 4,4

10 4,4 4,4 4,4
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45
4,45
44
4,35
43 4

T 425

4,24

4,15 -
4,1

y =0,0245x + 4,1909

4,05
4 m T T T T T
0 1 2 3 4 Tiem5p° 6 7 8 9 10
—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)
Figura No. 26: Ensayos a pH 4
Tabla No. 27: Ensayos a pH 5
Tiempo Ensayo 1 | Ensayo 2 |Promedio
0 4,9 4,9 4,9
1 4,9 4,8 4,9
2 4,9 4.9 4,9
3 4,9 4.9 4,9
4 4,8 4.8 4,8
5 4,8 4,8 4,8
6 4,8 4,8 4,8
7 4,8 4,8 4,8
8 4,8 4.8 4,8
9 4,8 4,8 4,8
10 4,8 4,8 4,8

—e—ENSAYO 1

—=—ENSAYO 2

Tiempo

PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 27: Ensayos a pH 5
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Tabla No. 28: Ensayos a pH 6

Tiempo Ensayo1 | Ensayo 2 | Promedio
0 5,9 5,9 5,9
1 5,9 5,9 5,9
2 5,9 5,9 5,9
3 5,8 5,8 5,8
4 5,8 5,8 5,8
5 5,8 5,8 5,8
6 5,8 5,8 5,8
7 5,7 5,7 5,7
8 5,7 5,7 5,7
9 5,7 5,7 5,7
10 5,7 5,7 5,7

5,95 4

59 v

5,85

T i
5 58

5,75 4

57 y = -0,0236x + 5,9091
5,65
0 1 2 s 4 5 6 7 8 9 o
Tiempo
—e—ENSAYO 1 —=— ENSAYO2 PROMEDIO
—— Lineal (PROMEDIO) —— Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 28: Ensayos a pH 6

Tabla No. 29: Ensayos a pH 7

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 6,9 6,9 6,9
1 6,9 6,8 6,9
2 6,8 6,8 6,8
3 6,8 6,8 6,8
4 6,8 6,8 6,8
5 6,8 6,8 6,8
6 6,8 6,7 6,8
7 6,8 6,7 6,8
8 6,8 6,7 6,8
9 6,8 6,7 6,8
10 6,8 6,7 6,8
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6,6

Tiempo

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 29: Ensayos a pH 7

Tabla No. 29: Ensayos a pH 8

Tiempo | Ensayo 1l | Ensayo 2 | Promedio
0 7,9 7,8 7,9
1 7,9 7,8 7,9
2 7,8 7,7 7,8
3 7,7 7,6 7,7
4 7,6 7,5 7,6
5 7,5 7,5 7,5
6 7,5 7,5 7,5
7 7,5 7,4 7,5
8 7.4 7,4 74
9 7.4 7,4 7,4
10 7.4 7,3 7,4

y =-0,0527x + 7,8318

—e—ENSAYO 1 —=— ENSAYO 2 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 29: Ensayos a pH 8



Tabla No. 30: Ensayos a pH 9

Tiempo Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 8,9 8,9 8,9
1 8,8 8,7 8,8
2 8,6 8,7 8,7
3 8,4 8,6 8,5
4 8,2 8,6 8,4
5 8,1 8,4 8,3
6 8,1 8,2 8,2
7 8 8,1 8,1
8 8 8 8,0
9 7,9 8 8,0
10 7,8 7,8 7,8

9
!
8,8 1
8,6 4
8.4 4
T
o
8,2 4
84

7,8

7.6

y =-0,1073x + 8,8455

0 1

—e—ENSAYO 1

2

—=—ENSAYO2

4 5
Tiempo

PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 30: Ensayos a pH 9
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA ENZIMA COMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX
MAXAZYME L 4000 INMOVILIZADA EN ALGINATO DE SODIO BAJO LOS
PARAMETROS TEMPERATURA 50°C Y pH 6

Tabla No. 31: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,05

TIEMPO | ENSAYO1 | ENSAYO 2 | PROMEDIO
0 6,1 5,6 5,9
1 5,9 6,0 6,0
2 5,8 5,8 5,8
3 5,6 5,6 5,6
4 5,4 5,3 5,4
5 5,1 5,0 5,1
6 5,0 4,8 4,9
7 4,9 4,8 4,9
8 4,7 4,7 4,7
9 4,7 4,8 4,8
10 4,7 4,7 4,7

TIEMPO

—e—ENSAYO1 —=— ENSAYO2 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 31: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,05
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Tabla No. 32: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,11

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 5,8 5,8 5,8
1 5,8 5,8 5,8
2 5,6 5,7 5,7
3 54 5,5 5,5
4 5,1 5,3 5,2
5 4,9 5,2 5,1
6 4,8 5 4,9
7 4,7 4,9 4,8
8 4,6 4,8 4,7
9 4,5 4,8 4,7
10 4,5 4,8 4,7

5,7

5,5 y = -0,1345x + 5,8227

5,3

o 5,1 N

4,9

4,7

4,5 T T T T T T T T e
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TIEMPO
—e—ENSAYO 1 —s—ENSAYO 2

PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 32: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,11

Tabla No. 33: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,22

Tiempo Ensayo1l | Ensayo2 | Promedio
0 6,0 5,9 6,0
1 5,9 5,9 5,9
2 5,9 5,8 5,9
3 5,8 5,7 5,8
4 5,8 5,6 5,7
5 5,8 5,6 5,7
6 5,7 5,5 5,6
7 5,7 5,4 5,6
8 5,6 5.3 5,5
9 5,6 5,2 5,4
10 5,6 5,1 5,4




y = -0,0609x + 5,9591

5,7 -
5,5 -
5,3 -
5,1 T T T T T T T T T '!'
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO 1 —=— ENSAYO 2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 33: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,22

Tabla No. 34: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,33

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 5,9 5,9 5,9
1 5,9 5,9 5,9
2 5,8 5,9 5,9
3 5,8 5,8 5,8
4 5,8 5,8 5,8
5 5,8 5,7 5,8
6 5,7 5,7 5,7
7 5,7 5,7 5,7
8 5,7 5,7 5,7
9 5,7 5,6 5,7

10 5,7 5,6 5,7

59 y = -0,0273x + 5,9
58
Zss
57 e W
57
5,6 T T T T T T T * »
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 34: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,33
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Tabla No. 35: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,44

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Promedio
0 5,9 5,8 5,9
1 5,8 5,8 5,8
2 5,8 5,8 5,8
3 5,7 5,7 5,7
4 5,7 5,7 5,7
5 5,7 5,7 5,7
6 5,7 5,6 5,7
7 5,6 5,6 5,6
8 5,6 5,6 5,6
9 5,6 5,6 5,6
10 5,6 5,6 5,6
5,9 -
5,9 1
58 7
58 y=-0,0264x + 58227
T 57
5,7 |
56 1 n
5,6 -
55 ; ; ; ; ; ; ‘ ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—+—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 35: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,44

Tabla No. 36: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,55

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 5,9 5,8 5,9
1 5,8 5,8 5,8
2 5,8 5,8 5,8
3 5,7 5,7 5,7
4 5,7 5,7 5,7
5 5,7 5,7 5,7
6 5,7 5,7 5,7
7 5,6 5,7 5,7
8 5,6 5,7 5,7
9 5,6 5,6 5,6
10 5,6 5,6 5,6
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y = -0,0236x + 5,8227

z 57
56 n
5,5 T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 36: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,55

Tabla No. 37: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,83

Tiempo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 5,8 5,8 5,8
1 5,8 5,8 5,8
2 5,7 5,7 5,7
3 5,7 5,7 5,7
4 5,7 5,7 5,7
5 5,7 5,6 5,7
6 5,7 5,6 5,7
7 5,6 5,6 5.6
8 5,6 5,6 5,6
9 5,6 5,6 5,6
10 5,6 5,6 5,6
5’8 EAY
58
57 y = -0,0214x + 5,7795
z 57
5,6 n
5,6
55 + t t t t t t t t |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO 1 —&— ENSAYO 2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 37: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,83
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Tabla No. 38: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 1,11

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Promedio

0 5,8 5,8 5,8
1 5,7 5,7 5,7
2 5,7 5,7 5,7
3 5,7 5,6 5,7
4 5,6 5,6 5,6
5 5,6 5,6 5,6
6 5,6 5,6 5,6
7 5,6 5,5 5,6
8 5,5 5,5 5,5
9 5,5 5,5 5,5
10 5,5 5,5 5,5

58 -

58

571
5,7 4
5,6 1
5,6 4

55

1

——ENSAYO 1 —#—ENSAYO 2

Figura No. 38: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 1,11

PROMEDIO —— Lineal (ENSAYO 1)
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE

LA ENZIMA COMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX MAXAZYME L 4000
INMOVILIZADA EN ALGINATO DE SODIO BAJO LOS PARAMETROS
CONCENTRACION DE SUSTRATO 0.44M Y pH 6

Tabla No. 39: Ensayos a temperatura de 30°C

Tiempo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 4,9 4,9 4,9
1 4,8 4,8 4,8
2 4,8 5 4,9
3 4,8 4,9 4,9
4 4,8 4,9 4,9
5 4,8 4,8 4,8
6 4,8 4,8 4,8
7 4,8 4,8 4,8
8 4,8 4,7 4,8
9 4,8 4,7 4,8
10 4,8 4,7 4,8
5 -
497
481 —_— ¢

4,7

46 y = -0,0141x + 4,8841

4,5 T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo

——ENSAYO1 —s—ENSAYO2 PROMEDIO

Lineal (PROM EDIO)

Figura No. 39: Ensayos a temperatura de 30°C
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Tabla No. 40: Ensayos a temperatura de 40°C

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio
0 5,1 5,1 5,1
1 5 5 5,0
2 5 4,9 5,0
3 4,9 4,8 4,9
4 4,9 4,8 4,9
5 4,9 4,7 4,8
6 4,8 4,8 4,8
7 4,8 4,7 4,8
8 4,8 4,7 4,8
9 4,8 4,7 4,8
10 4,8 4,7 4,8

511

1SS
4,9 4
T8 2

47 |

4,6 1 y =-0,0327x + 5,0136

4,5 T ; .

0 1 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo
——ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO e Lingal (PROM EDIO)

Figura No. 40: Ensayos a temperatura de 40°C

Tabla No. 41: Ensayos a temperatura de S0°C

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo2 | Promedio
0 5,0 5,0 5,0
1 4,8 4,9 4,9
2 4,8 4,9 4,9
3 4,7 4,9 4,8
4 4,7 4,8 4,8
5 4,7 4,8 4,8
6 4,6 4,8 4,7
7 4,6 4,8 4,7
8 4,6 4,8 4,7
9 4,6 4,8 4,7
10 4,6 4,8 4,7
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4,9
T48
47
46 y =-0,0336X + 4,8682
45 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
——ENSAYO 1 —#—ENSAYO 2 PROMEDIO e Lineal (ENSAY O 1)

Figura No. 41: Ensayos a temperatura de 50°C

Tabla No. 41: Ensayos a temperatura de 60°C

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio
0 4,9 5,0 5,0
1 4,9 5 5,0
2 4,9 5 5,0
3 4,9 4,9 4,9
4 4,9 4,9 4,9
5 4,9 4,9 4,9
6 4,9 4,9 4,9
7 4,9 4,9 4,9
8 4,9 4,9 4,9
9 4,9 4,9 4,9
10 4,9 4,9 4,9

5,1

y=-0,0055x + 4,9409

Tiempo

—&—ENSAYO 1 —a8—ENSAYO 2 PROMEDIO e Lineal (PROM EDIO)

Figura No. 41: Ensayos a temperatura de 60°C
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA ENZIMA COMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX
MAXAZYME L 4000 INMOVILIZADA EN AGAROSA BAJO LOS PARAMETROS
TEMPERATURA 55°C Y pH8

Tabla No. 42: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,05

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 10,1 10 10,05
1 9,9 9,8 9,9
2 9,8 9,7 9,8
3 9,8 9,7 9,8
4 9,8 9,6 9,7
5 9,7 9,6 9,7
6 9,7 9,6 9,7
7 9,6 9,5 9,6
8 9,6 9,5 9,6
9 9,5 9,4 9,5

10 9,5 9,4 9,5

y =-0,0514x + 9,9295

T 98
o
9,6
9,4 T T T T T T T T i -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO 1 —=— ENSAYO 2
PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 42: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,05

Tabla No. 43: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,11

Tiempo | Ensayo 1l | Ensayo 2 |Promedio
0 10,4 10 10,2
1 10,1 9,8 10,0
2 10,0 9,8 9,9
3 9,9 9,7 9,8
4 9,8 9,7 9,8
5 9,7 9,7 9,7
6 9,7 9,6 9,7
7 9,7 9,6 9,7
8 9,6 9,6 9,6
9 9,6 9,6 9,6

10 9,6 9,6 9,6
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10,4

10,2

y =-0,0518x + 10,023

—o—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 43: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,11

Tabla No. 43: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,22

Ensayo | Ensayo
Tiempo 1 2 Promedio
0 9,9 9,9 9,9
1 9,8 9,8 9,8
2 9,7 9,7 9,7
3 9,7 9,7 9,7
4 9,6 9,6 9,6
5 9,6 9,6 9,6
6 9,6 9,5 9,6
7 9,6 9,5 9,6
8 9,6 9,5 9,6
9 9,6 9,5 9,6
10 9,6 9,5 9,6
9,9

y =-0,0323x + 9,8023

TIEMPO

—e—ENSAYO 1 —=— ENSAYO 2
PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 43: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,22

Tabla No. 44: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,33
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Tiempo | Ensayo 1l | Ensayo 2 | Promedio
0 9,9 9,8 9,9
1 9,7 9,6 9,7
2 9,6 9,5 9,6
3 9,6 9,5 9,6
4 9,5 9,4 9,5
5 9,5 9,4 9,5
6 9,4 9,4 9,4
7 9.4 9,3 9.4
8 9,4 9,3 9,4
9 9,4 9,3 9,4
10 9,4 9,3 9,4
9,9

9,8

9,7
T 96 y = -0,0432x + 9,6977
9,5
9,4
9,3
1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e— ENSAYO1 —=—ENSAYO2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 44: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,33

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Promedio
0 9,4 9,2 9,3
1 9,2 9 9,1
2 9,1 8,9 9,0
3 9,0 8,8 8,9
4 8,9 8,7 8,8
5 8,8 8,7 8,8
6 8,7 8,6 8,7
7 8,6 8,6 8,6
8 8,6 8,6 8,6
9 8,5 8,5 8,5
10 8,5 8,5 8,5

Tabla No. 45: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,44




PH

y=-0,0759x + 9,1705

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2

Figura No. 45: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,44

TIEMPO

PROMEDIO —— Lineal (PROMEDIO)

Tabla No. 46: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,55

tiempo | ensayo1l | ensayo 2 |promedio
0 9,3 9,0 9,2
1 9,1 8,8 9,0
2 9 8,7 8,9
3 8,8 8,0 8,7
4 8,7 8,0 8,7
5 8,7 8,5 8,6
6 8,6 8,5 8,6
7 8,0 8,4 8,5
8 8,5 8,4 8,5
9 8,5 8,4 8,5
10 8,5 8,4 8,5

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2

y =-0,0655x + 8,9909

TIEMPO

PROMEDIO —— Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 46: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,55
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Tabla No. 46: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,83

Tiempo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 9,6 9,6 9,6
1 9,3 9,3 9,3
2 9,3 9,2 9,3
3 9,2 9,2 9,2
4 9,2 9,1 9,2
5 9,2 9,1 9,2
6 9,1 9,0 9,1
7 9,1 9,0 9,1
8 9,1 9,0 9,1
9 9,0 9,0 9,0
10 9,0 9,0 9,0

9,9

9,6 1

PH

y = -0,0473x + 9,4

9,3 ’?
94 ‘\ n

TIEMPO

——ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO —— Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 46: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 0,83

Tabla No. 47: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 1,11

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 9,6 9,5 9,6
1 9,5 9,4 9,5
2 9,3 9,3 9,3
3 9,3 9,3 9,3
4 9,2 9,3 9,3
5 9,2 9,2 9,2
6 9,2 9,2 9,2
7 9,2 9,1 9,2
8 9,2 9,1 9,2
9 9,2 9,1 9,2
10 9,2 9,1 9,2
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y = -0,0364x + 9,4409

TIEMPO
—s—ENSAYO 2

—e—ENSAYO 1
PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)
Figura No. 47: Ensayo % P/V Glucosa (Molar) 1,11

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ENZIMA
COMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX MAXAZYME L 4000 INMOVILIZADA
EN ALGINATO DE SODIO BAJO LOS PARAMETROS TEMPERATURA 55°C Y

CONCENTRACION DE SUSTRATO 0.44M

Tabla No. 48: Ensayos a pH 2

iempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 1,9 1,9 1,9
1 2 1,9 2,0
2 2,0 2,0 2,0
3 2,1 2,0 2,1
4 2,1 2,0 2,1
5 2,1 2,0 2,1
6 2,0 2,1 2,1
7 2,0 2,1 2,1
8 2,0 2,1 2,1
9 2,0 2,1 2,1
10 2,0 2,1 2,1
2,15 -

2,14

2,05 4

pH
n

1,95

1.9 1 y = 0,0118x + 1,9636
1,85 - : : : : : : : : .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo
—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2

PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 48: Ensayos a pH 2
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Tabla No. 49: Ensayos a pH 3

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 2,9 2,9 2,9
1 2,9 2,9 2,9
2 3,0 3,0 3,0
3 3,0 3,1 3,1
4 3,0 3,1 3,1
5 3,1 3,1 3,1
6 3,1 3,1 3,1
7 3,1 3,1 3,1
8 3,1 3,1 3,1
9 3,1 3,1 3,1
10 3,1 3,1 3,1

y = 0,0205x + 2,9432

2,9
2,85 T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo
—+—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 49: Ensayos a pH 3

Tabla No. 50: Ensayos a pH 4

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 4 4,4 4,2
1 4 4,5 4,3
2 4,1 4,4 4,3
3 4,5 4,5 4,5
4 4,5 4,6 4,6
5 4,6 4,6 4,6
6 4,5 4,6 4,6
7 4,5 4,6 4,6
8 4,5 4,6 4,6
9 4,5 4,6 4,6
10 4,4 4,5 4,5
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5,3 q

y = 0,0314x + 4,2977

——ENSAYO 1 —=s—ENSAYO 2

Tiempo

PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 50: Ensayos a pH 4

Tabla No. 51: Ensayos a pH 5

Tiempo Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 5,1 5,1 5,1
1 5,2 5,1 5,2
2 5,2 5,1 5,2
3 5,1 5,1 5,1
4 5,1 5,1 5,1
5 5,1 5,1 5,1
6 5,1 5,1 5,1
7 5,1 5,1 5,1
8 5,1 5,1 5,1
9 5,1 5,1 5,1
10 5,0 5,1 5,1

y =-0,0109x + 5,1636

—e— Seriel

5 6
TIEMPO
—=— Serie2 Serie3

——Lineal (Serie1)

Figura No. 51: Ensayos a pH 5
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Tabla No. 52: Ensayos a pH 6

Tiempo Ensayo1l | Ensayo 2 |Promedio
0 5,9 5,8 5,9
1 5,8 5,8 5,8
2 5,8 5,8 5,8
3 5,8 5,8 5,8
4 5,8 5,8 5,8
5 5,8 5,8 5,8
6 5,8 5,8 5,8
7 5,8 5,8 5,8
8 5,8 5,8 5,8
9 5,8 5,8 5,8
10 5,8 5,7 5,8
6
59
Esen o7 o non n e
5,7 4 ]
y =-0,0045x + 5,8227
5.6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
o Seriet = Serie2 Serie3 —— Lineal (Serie3)

Figura No. 52: Ensayos a pH 6

Tabla No. 53: Ensayos a pH 7

Tiempo | Ensayo1l | Ensayo 2 | Promedio
0 6,9 6,8 6,9
1 6,8 6,7 6,8
2 6,8 6,7 6,8
3 6,8 6,6 6,7
4 6,7 6,6 6,7
5 6,7 6,6 6,7
6 6,7 6,6 6,7
7 6,6 6,6 6,6
8 6,6 6,6 6,6
9 6,6 6,6 6,6
10 6,6 6,6 6,6
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6,96

6,9
6,84
6,78
E y =-0,0227x + 6,7864
6,72
6,66 4
6,6 | n
6,54 T T T T
0 1 2 3 '?IEMPO 5 6 7 8 9 10
—e— Serietl —=— Serie2 Serie3 Lineal (Serie3)
Figura No. 53: Ensayos a pH 7
Tabla No. 54: Ensayos a pH 8
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Promedio
0 7,4 7,6 7,5
1 7,1 7,3 7,2
2 7,0 7,2 7,1
3 7,0 7,2 7,1
4 6,9 7,1 7,0
5 6,9 7,0 7,0
6 6,8 7,0 6,9
7 6,8 7,0 6,9
8 6,8 6,9 6,9
9 6,8 6,9 6,9
10 6,8 6,9 6,9
78
7,6
7.4 4
T 724
- - -
6,8
y = -0,0536x + 7,2864
6,6 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e— Seriel —=— Serie2 Serie3 —— Lineal (Serie3)

Figura No. 54: Ensayos a pH 8
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Tabla No. 55: Ensayos a pH 9

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Promedio
0 7,5 8,5 8,0
1 7,2 7,9 7,6
2 7,1 7,8 7,5
3 7,0 7,8 7.4
4 7,0 7,7 7.4
5 6,9 7,7 7,3
6 6,9 7,6 7,3
7 6,9 7,6 7,3
8 6,9 7,6 7,3
9 6,8 7,6 7,2
10 6,8 7,6 7,2

8,5

75

y =-0,0582x + 7,6727

—&— ENSAYO 1

2 3 4
TIEMPO
—=®—ENSAYO 2 PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 55: Ensayos a pH 9

Tabla No. 56: Ensayos a pH 10

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Promedio
0 9,8 10 9,9
1 8,2 8,3 8,3
2 7,7 7,5 7,6
3 7,4 7,4 7.4
4 7,3 7,3 7,3
5 7,3 7,2 7,3
6 7,2 7,2 7,2
7 7,2 7,1 7,2
8 7,2 7,1 7,2
9 7,2 7,1 7,2
10 7,1 7,1 7,1
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e u

pH
NNNN 0®O® ©O0O0Oo
NNAODOONPADIOON SO0 O
N N

y =-0,185x + 8,5114

o
-

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2

Tiempo

PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 56: Ensayos a pH 10

Tabla No. 57: Ensayos a pH 11

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 | Promedio

0 10,7 10,5 10,6

1 10,6 10,3 10,5

2 10,5 10,3 10,4

3 10,4 10,2 10,3

4 10,3 10,2 10,3

5 10,3 10,2 10,3

6 10,3 10,2 10,3

7 10,3 10,2 10,3

8 10,3 10,1 10,2

9 10,2 10,1 10,2

10 10,2 10,1 10,2
10,8

pH
o
IS

y =-0,0377x + 10,484

——ENSAYO 1 —s—ENSAYO 2

4 5 6

Tiempo
PROMEDIO

Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 57: Ensayos a pH 11
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LA ENZIMA COMERCIAL GLUCOSA OXIDASA GOX MAXAZYME L 4000
INMOVILIZADA EN ALGINATO DE SODIO BAJO LOS PARAMETROS
TEMPERATURA pH5 Y CONCENTRACION DE SUSTRATO 0.44M

Tabla No. 58: Ensayos a temperatura de 35°C

Ensayo | Ensayo
Tiempo 1 2 Promedio
0 4,8 4,8 4,8
1 4,7 4,7 4,7
2 4,6 4,7 4,7
3 4,6 4,6 4,6
4 4,6 4,6 4,6
5 4,6 4,6 4,6
6 4,5 4,6 4,6
7 4,5 4,6 4,6
8 4,5 4,6 4,6
9 4,5 4,5 4,5
10 4,5 4,5 4,5

48 =
4,75 4

47 y = -0,025x + 4,725

T 4651
4,6 S =
45 T T T T T LS > > —
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO1 —=—ENSAYO2 PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 58: Ensayos a temperatura de 35°C

Tabla No. 59: Ensayos a temperatura de 40°C

Tiempo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 4,8 4,8 4,8
1 4,7 4,7 4,7
2 4,7 4,6 4,7
3 4,6 4,6 4,6
4 4,6 4,6 4,6
5 4,6 4,6 4,6
6 4,6 4,6 4,6
7 4,6 4,6 4,6
8 4,6 4,5 4,6
9 4,5 4,5 4,5
10 4,5 4,5 4,5
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494
4,85

483
475\

y =-0,0236x + 4,7273

4,65
4,6
4,55 -
45 ; ; ; ; ; ; %

TIMPO

——ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO —— Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 59: Ensayos a temperatura de 40°C

Tabla No. 60: Ensayos a temperatura de 45°C

Tiempo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 5,2 4,5 4,9
1 5,1 4,3 4,7
2 5 4,2 4,6
3 5 4,2 4,6
4 5 4,2 4,6
5 4,9 4,2 4,6
6 4,9 4,2 4,6
7 4,9 4,2 4,6
8 4,8 4,1 4,5
9 4,9 4,1 4,5
10 4,8 4,1 4,5
6
58
::i y = -0,0309x + 4,7364

TIEMPO

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2
PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 60: Ensayos a temperatura de 45°C
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Tabla No. 61: Ensayos a temperatura de 50°C

Tiempo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Promedio
0 5 5 5,0
1 4,8 4,7 4,8
2 4,7 4,6 4,7
3 4,6 4,5 4,6
4 4,5 4,4 4,5
5 4,5 4,4 4,5
6 4,4 4,3 4,4
7 4,4 4,3 4,4
8 4,4 4,3 4,4
9 4,4 4,2 4,3
10 4,3 4,2 4,3
5 %
4,9 A
4,8 1
477 y = -0,0632x + 4,8114
T 46
[~ 4,5 4
4,4 1
4,3 1
4,2
4,11
4 , ; )
0o 1 3 4 6 7 9 10
Tiempo
—+—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2
PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)
Figura No. 61: Ensayos a temperatura de 50°C
Tabla No. 61: Ensayos a temperatura de 55°C
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio
0 5,0 5,0 5,0
1 4,8 4,8 4,8
2 4,6 4,7 4,7
3 4,5 4,5 4,5
4 4,4 4,4 4,4
5 4,4 4,3 4,4
6 4,3 4,3 4,3
7 4,4 4,2 4,3
8 4,3 4,2 4,3
9 4,2 4,1 4,2
10 4,2 4,1 4,2
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y =-0,0777x + 4,8295

4,6
I
o
4,4
4,2
4,0 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO
—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2
PROMEDIO Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 61: Ensayos a temperatura de 55°C

Tabla No. 62: Ensayos a temperatura de 60°C

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio

0 4,9 5,0 5,0
1 4,8 4,9 4,9
2 4,8 4,9 4,9
3 4,8 4,8 4,8
4 4,7 4,8 4,8
5 4,7 4,8 4,8
6 4,7 4,8 4,8
7 4,7 4,8 4,8
8 4,6 4,8 4,7
9 4,6 4,7 4,7
10 4,6 4,7 4,7

5,1

5,0

5,0 - y = -0,0250 + 4,8977

TIEMPO

—e—ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 62: Ensayos a temperatura de 60°C
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Tabla No. 63: Ensayos a temperatura de 70°C

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio
0 5,0 4,9 5,0
1 4,9 4,7 4,8
2 4,9 4,6 4,8
3 4,9 4,6 4,8
4 4,9 4,4 4,7
5 4,8 4,4 4,6
6 4,8 4,4 4,6
7 4,8 4,3 4,6
8 4,8 4,3 4,6
9 4,7 4,3 4,5
10 4,7 4,3 4,5

y = -0,0409x + 4,8591

TIEMPO

——ENSAYO 1 —=—ENSAYO 2 PROMEDIO ——Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 63: Ensayos a temperatura de 70°C

Tabla No. 64: Ensayos a temperatura de 80°C

Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio
0 4,9 4,9 4,9
1 5,0 4,9 5,0
2 5,0 4,9 5,0
3 5,0 4,9 5,0
4 5,0 4,9 5,0
5 5,0 4,9 5,0
6 5,0 4,9 5,0
7 5,0 4,9 5,0
8 5,0 4,9 5,0
9 5,0 4,9 5,0
10 5,0 4,9 5,0
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y = 0,0023x + 4,9341

498 — 2=+ = 25—+
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO

—— ENSAYO 1 —=— ENSAYO 2 PROMEDIO —— Lineal (PROMEDIO)

Figura No. 64: Ensayos a temperatura de 80°C



ANEXO B. FICHA TECNICA ENZIMA GLUCOSA OXISADA MAXAXYME
4000L

GLUCOSA OXIDASA

Descripcion del producto:

Maxazyme 4000L es una glucosa oxidasa y una catalasa liquida del aspergillus niger

estandarizada a un minimo de 1.500 unidades sarret por gramo.

Funcion: Si se elimina el oxigeno no hay oxidacion. En el caso de los alimentos y bebidas

esto puede ayudar a prolongar su vida util y mantener la estabilidad del sabor y del color.

Uno de los métodos para lograrlo es usar la glucosa oxidasa y la catalasa para transformar
el oxigeno y la glucosa en 4cido glucénico. La ventaja de la Glucosa oxidasa es que es un
producto natural que se usa en pequenas cantidades a diferencia de los antioxidantes

quimicos.

Maxazyme 4000L es una Glucosa oxidasa que cataliza la oxidacion de la glucosa a acido
gluconico. También tiene actividad como catalasa. La catalasa descompone el agua

oxigenada en agua y oxigeno.

Maxazyme 4000L tiene una proporcion perfecta de actividades de la glucosa oxidasa y
catalasa activas que conservan el 80% de su actividad méxima entre los 20 y los 45 °C con

un pH entre 3.0 a 6.5.

Cuando hay exceso de glucosa Maxazyme 4000L elimina el oxigeno. Entre los ejemplos
estan le desoxigenacion de la cerveza para prolongar la frescura y la estabilidad en el sabor,
la desoxigenacion de los concentrados de jugos de frutas y de productos embotellados,

enlatados, congelados o empacados.

Cuando hay exceso de oxigeno Maxazyme 4000L elimina la glucosa. Como ejemplo esta la
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produccion de bebidas secas.

Empleo:
Se agregan 0.5 a 1.5 g por hectolitro de fruta se reduce el 90% del contenido de oxigeno en
30 minutos a temperatura ambiente, por lo que conserva la frescura

Del sabor y evita el cambio del color.

La formacion de H,O, produce una reducciéon muy considerable de levaduras y de bacterias

en el jugo de frutas antes de que sea descompuesto por la catalasa.
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ANEXO C. DIAGRAMA PREPARACION DE LA SOLUCION BUFFER 50 Mm
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ANEXO D. DIAGRAMA DE LA INMOVILIZACION DE LA ENZIMA GLUCOSA
OXIDASA EN ALGINATO DE SODIO
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ANEXO E. DIAGRAMA DE LA INMOVILIZACION DE LA ENZIMA GLUCOSA
OXIDASA EN AGAROSA
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