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RESUMEN

Esta trabajotuvo como objetivo el encontrar una nueva fuerte de enzimas hidrolizantes. Seinvestigbsobre
cada una de las partes da la planta de yuca, la cual a los pocos dias de cosechada el tubérculo presenta
sacarificacion.

En &l mecanismo de extraccion y purificacidn propuesto, para estas enzimas, se establecieron las
siguientes etapas: reduccidén mecdnica de tamanio, centrifugacitn, didlisis cortinua, precipitaciones y
cristalizaciones {con solventes orgdnicos y sales) y cromatografia de intercambio idnico. Se construyd un
dializador con circulacidn continua de difusato, mientras que el dializato serecirculd en circuiro cemado para
mantener ia agitacion y las condicionas de transfarencia constantes. El proceso de transferencia de masa
sa caracterizd, para los wbos de didlisis 250-7 SIGMA CHEMICAL COMPANY, determinando el coeficiente
total de transferencia de masa KE a, a partir de un modelo mantematico.

INTRODUCCION

Actualmente en nuestro pais existe un marcado interés por encontrar nuevas fuentes,
entre ellas las naturales renovables, para la obtencion de alimentos o de combustibles
ITquidos. Esto se consigue utilizando una materia prima rica en hidratos de carbono, fa-

cilmente transformables en azficares fermentables, por medio del proceso de hidrdlisis,

Las amilasas, (catalizadores orgfnicos! que juegan un papel muy importante en la indus-

tria cervecera, en la panadera, en la textil, en la de adhesivos, etc, se obtienen a par-
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tir de:

al wvegetales y cereales como el trigo v la malta,
bl de microorganismos como hongos y bacterias y

¢) de orglnos de algunos animales como péncreas de cerde, de conejo, de ga-
to, etc,

L

La localizacifn biolégica ubica a la yuca dentro de las Euforbiacéas, cuya importancia
radica en gque el género Manihot produce raices comestibles cuya principal caracteristica
es la capacidad de almacenamiento de almidén (polisacéridos), razén para consideraria
hasta el momento, la parte de esta planta de mayor importancia industrial. La yuca
posed también enzimas, gue la ayudan en sus procesos vitales; su presencla o su contac-
to con el interior de la célula acelera las reacciones quimicas, tales como desarrollo,
respiracién y metabolismo de sus sustancias nutritivas. Fl tub&rculo de yuca perece ra-
pidamente, se deteriora a los pocos dias de cosechada, llegando a un estado de endul-
zamiento, que posiblemente no es més sinc el desdoblamiento de los carbohidratos en
azicar. Por esta razin ¥ ademBs teniendo en cuenta que las enzimas pueden extraerse
normalmente a partir de una gran variedad de seres vivos, surgid la inquietud de anali-
zar completamente el contenido proteinico de toda la planta de yuca, buscando encon-

trar una buena fuente de amilasas.

SUSTRATO VEGETAL: YUCA (Manihot esculenta)

La familia de las Euforbiacéas que incluyen yerbas, arbustos, frboles y a veces hasta
cactiformes, estd formada por unas 90 especies. El g€nero Manihot Adans, tiene en
América una importancia excepcional, Constituye la base de la alimentacidn de nvestro
pueblo en los climas templados v célidos, su cultivo es bastante facil v se presta a un
gran desarrollo industrial y comercial. La yuca objeto de estudio en el presente trabajo
tiene la siguiente clasificacion: (15)

- orden : Geraniales

- familia : Euforbiacéas
- género : Manihot

- especie : Esculenta

LAS PROTEINAS COMO ENZIMAS

Una enzima es una protelua (grandes polimeros cuyas mnidades monoméricas son los ami-
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nobcidos) de origen natural que cataliza reacciones biolégicas con determinada especi-
ficidad; sin su presencia la gran mayorfa de las reacciones quimicas en las células bio-
logicamente activas tardarfan mucho tiempo o simplemente no se efectuarian. Las enzi-
mas al igual que los otros catalizadores solo aceleran las reacciones que son termoding-

micamente posibles (4).

Tecnologia enzimética
La tecnologia de las enzimas comprende los siguientes pasos:

- Encontrar una buena fuente con alte rendimiento, ya sea vegetal, animal o dec
microorganismos, para obtener una enzima especifica a emplear en un proceso
tEcnico.

- Aislar y purificar la enzima deseada.

- Conseguirla en una forma &ptima para el empleo técnico, por ejemplo inmovili-
zarla en una resina.

- Desarrollar los dispositivos apropiados para llevar a cabo los procesos técnicos.

- Comprobar que la realizacion de los procesos por via enzimética es méas venta-

josa técnica y econdmicamente que llevarlos a cabo sin recurrir a las enzimas.

Siendo la tecnologia enzimftica tan extensa el presente trabajo sblo versa sobre los dos
primeros tOpicos.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ENZIMAS

Preparar una enzima, con fines técnicos, se inicia con la obtencién de un extracto orudo

de la enzima; los procedimientos m&s comunes somn:

- Ruptura mecénica, por molienda o trituracién. Cuando se detecta la presencia
de una enzima. en una fuente bioldgica se requiere reducir la materia prima a
particulas del menor tamafio posible ya sea por cortado o trituracibn, molienda
con abrasivos, congelacién y descongelacifn, desintegracién sdnica, tratamientos
con mezclas disolventes o disminucién repentina de la presion.

- Fraccionamiento: se lleva a cabo con una solucibn salina que se encarga de li-
berar las proteinas contenidas en la c&lula. Sulfato de amonio, sulfato sbdico,
sulfato de calcio y acetato sddico son sales utilizedas como extractores. Los
restos de la células se separan por centrifugacidn o filtrado (18}
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Amilasas

Las amilasas o enzimas amiloliticas son de cuatro tipus diferentes v se diferencian entre
ellas por la manera en que hidrolizan los enlaces quimicos del almiddn: las zlfa v beta
amilasas atacan los enlaces glucocidicos alfa (1-4), las flucomilasas los enlaces (1-4) v
linalmente las del grupo de amilopectinas (1-6) glucosidasas hidrolizan exclusivamente
los enlaces (1-6), Las mas importantes son las alla y beta que reciben este nombre por
gue al incubarse con una solucidn de amilosa las primeras aumentan la rotacifn Optica,
mientras gue las segundas la reducen; va que el almidon estd compuesto de dos fraccio-
nes; amilosa y amilopectina, de tamann molecular variable. La amilosa contiene sdlo en-
laces alfa (1-4) glucocidicos v las alfa v beta amilasas deberin hidrolizaria completamen-
te hasta maltosa.

La amilasa alfa se conoce como enzima licuante, v¥a que al hidrolizar los enlaces quimi-
cos del almiddn, al azar reduce réapidamente la viscoszidad de las dispersiones de este
polimero dando como producto dextrinas, maltosa v glucesa. Las amilasas alfa constitu-
ven un grupo de proteinas homogéneas; son ligeramente acidicas, soijubles en agua ¥y
tienen un peso molecular de 50000 v contienen al menos un dtomo de caléie por molécu-
ln, el cual es esencial para la actividad de la enzima (7). Pueden inhibirse por accion
de polifenoles oxidados, arcillag, Acido ascdrbico, algunos alcoholes v EDTA a pH 4 ¥
11.

Las amilasas heta hidrolizan enlaces alfs (1-4) glucocidicos en el almidén y el glicdgeno
con una inversion oe la configuracion de alfa vy beta. En general tienen pesos molecula-
res mas altos gue Yas amilagss s)fa; son proteinas simples y pueden inhibirse con polife-
noles oxidados, arcillas y otros absorbentes. Su pY dptimo =e encuentra entre 5 y 6 y

son mias sensibles ol calor que las amilasas alfa.
Actividad enzimAitica

La determinacion de la actividad enzim&tica siempre se basa en la habilidad que tiene
la enzima para atacar el almidén gelatinizado o susceptible; por esta raziin los mejores
mendos para determinarls son aquellos que cuantifican la formacién de grupos reducio-
res oooproducordn de maltesa o glucoss. Entre estos se encuentra el que utiliza acido
3 5 dimtrosahicihico (10), que se basa en la reduccidn que sufre este Acido por la presen-
gia de grupos reductores en medio basico y la subsiguiente determinacidn colorimétrica
del producto. la actividad de una enzima es la medida de la cantidad de sustrato que
bajo condiciones apropiadas de pll v temperatura cambia a producto con el tiempo, La
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determinacién de una enzima en un extracto crudo no es medible normalmente, por un

método directo, debe recurrirse a la determinacifin de su actividad enzimética.

Una unidad de actividad amildsica se define como la cantidad de maltosalmg) liberada
en 15 minutos a 37 grados centigrados, por mg de proteina utilizada para la incubacifn,

empleando como sustrato almiddn soluble al 1%.
Tecnologia de membranas

Una purificacién inicial del extracto se consigue haciéndolo pasar a través de una barre-
ra imperfecta, es decir una membrana, que se encargue de retener moléculas de acuerdo
al tamafio. En la actualidad la tecnologia de membranas ha empezado a ser aplicada en
pricticamente todo tipo de proceso tecnoldgico como alternativa o complemento de las
operaciones clisicas de concentracién y fraccionamiento: tales como didlisis, ultrafiltra-

cibn y Gsmosis inversa,

Diélisis

La difilisis es una operacifn unitaria que hace uso de una membrana semipermeable para
separar, concentrar, o fraccionar moléculas en solucién de acuerdo con su tamafo y con-
figuracién. La fuerza impulsora que promueve la separaci6n es la diferencia de concen-
tracién entre ambos lados de la membrana. La membrana de didlisis retiene macromo-

l&culas (1000 Dalton) dejando pasar a través de s mol&éculas de tamafo menor como

mono o disacAridos, sales minerales y agua (23).

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Fuente vegetal

Las plantas de yuca utilizadas provenfan de la finca "La Rosa", municipio de Florida-
blanca, a cuyo terreno se le efectud un anflisis quimico completo, ya que la riqueza
del suelo influye directamente en el estado, composicién y calidad del producto. La re-

coleccion se efectud en la manana con el fin de obtener el material fresco.

Descripcion del proceso

- Determinacién de humedad y proteinas totales (por el método de Kjeldhal) (4)
a cada una de las partes de la planta.
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- Preparacifin inicial de muestra: el material vegetal recolectado se selecciond,

se lavd v se secd; en el tub€rculo se descartd la cascara.

- Reduccion de tamano: las hojas v el tubfrculo se cortaron en pedasos pequenos

v el tallp, debido a su consistencia Tue necesario ravarlo obteni€éndose ung pasla.

- Extraccién meciinica: se realizd en dns etapas asi

Material veqgetal picadn

solucion de acetato de calcio al 0.2%
Peso/volumen = 1/2
licuado 10 minutos

A

Homogeinizacidn mediante agitacidn
contipua a 10 grados centigrados
durante 30 minutos

- Determinacitn de proteinas en los extractos: se utilizd el método fotocolorime-

trico de Folin-Lowry (1),

- Determinacién de actividad enzimatica, se utilizd el método del &cido 3-5 dini-

trosalicilico (10),

- Separacién fisica. La solucién obtenida anteriormente ademés de las proteinas
contiene pigmentos, lipidos, impurezas y otros constituyentes vegetales que se
hace neceszrio retirar del material vegetal, que le servia de soporte, mediante
una fuerza fisica (centrifugacidnl. El scbrenadante, o primer extracto impuro,

es el producto de esta operacion.

Para determinar el tiempo v velocidad dptimo de centrifugacién se tomf como parame-
tro controlante la actividad enzimatica; obteniéndose condiciones de extraccién de 15000
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r.p.m. ¥ 20 minutos.

Luego de esta etapa los extractos se conservaron en nevera y las diferentes pruebas

efectuadas sobre ellos =e realizaron en bano de hielo con sal.

Para la operacidén de dialisis se construyd un dializador con un tubo de vidrio de 5 cm
de didmetro interno y 44 cm de longuitud, con salida y entrada laterales para el difu-
sato; concéntrico a este tubo se coloch la membrana de diflisis 250-7 de SIGMA CHE-
MICAL COMPANY, con entrada superlor y salida inferior para el dializato. Adem@s para
conservar las condiciones de temperatura requeridas se adiciond al equipo una chagueta
de vidrio de 14 em x 15 em x 38 cm, con entrada y salida laterales, la cual podia man-
tenerse con circulacidbn de agua helada o en el mejor de los casos servia de depdsito

a un bafo de hielo con sal

Coeficiente total de transferencia de WMasa
El mecanismo de didlisis se rige por la ley de Fick (16):

i = -D.A.decfdx (1)

Esta expresidn determina que el flujo, j=[g/s], de una materia a lo largo de una distan-
cia corta, dx, es proporcional al gradiente negativo de la concentracidn (-de/dx) en esta
distancia v al frea del frente de difusién, A{cm cuadrados). La constante de proporciona-
lidad que da como resultado la igualdad de la ecuacidén es la difusividad, D{cm cuadra-
dosfs). (14). Si el valor de la distancia x, en la ecuacién (1) es relativamente constante
en cualquier disefo de dializador, las variables més importantes que determinan el pro-
ceso seraAn: la diferencia de concentracibn y la superficie, siendo I una constante a
cualquier temperatura especifica, en el caso de una especie quimica concreta. Teniendo

en cuenta esto se puede escribir de nuevo la ecuacidbn ash:
j= Ky A O (2)

Aqui A c es una diferencia de concentracion adecuadamente definida (g/cm chbicos). En
esta forma en la ecuacibn aparece una nueva constante de proporcionalidad, Ky, el coe-
ficiente total de transferenciz de masa, definido como:

Unidad de flujo

Jogp L7 e : (3
Fuerza motriz
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K#* tiene unidades de longitud/tiempo v es independiente de la Ac en la gama de con-

centraciones gue se experimenta en el proceso.

Si se vuelve a enunciar la ecuacién (2), el flujo por unidad de superficie puede expresar-
58 COmo:

— A i
Yl gm—erte s

< (4)
/K, R

Esta ecuacion demuestra que sGlo puede mejorarse el flujo por unidad de superflicie

aumentando la fuerza motriz o disminuyendo la resistencia.

Para propositos de compresion cuantitativa de la transferencia de maca dentro del diali-

zador, se puede esquematizar de la forma siguiente:
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FIGURA I REFPRESEMTACION ESQUEMATICA DEL PROCESO DE DIALISIS DISCONTINUA.
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l.a operacion se llevih a cabo bajo las siguientes condiciones:

- Dialisis contra solucion de acetato de calcio al (02%.

- El difusatn {flujo que ahandona el dializador) lleva consigo molécualas de bajo
peso molecular.

- La recirculacion continua (de dializatn) permite mantensr condiciones de mezcla
perfecta.

- Loz procesos de difusidon se rigen por la leyv de Fick

- Las propiedades fisicas a ambos lados de la membrana son constantes e inde-
pendientes de la concentracion.

- Solo una especie guimica se estd removiendo del extracto hacia el difusato.

- El volumen dentro del dializador se considera constante,

Haciendo un balance de masa para el solute fuera del saco de didlisis:

- Q.Cs + AR ICsi - Cs) = dIV1.Cs)idc (5
donde:
Csi = concentracidn de soluto dentro del saco de didlisis, g/lcm cabico)
Cs = concentracifn de soluto en el difusate, g.lcm cibico)
V1 = volumen del difusate, cm cibicos
0 = velocidad volumétrica de difusato, ml/s

Planteando un balance soluto dentro del saco de di&lisis

- KI.szi - ) = diV2 . Csi)/dt (6]
donde:

Wi = volumen del saco de didlisis, om clihicos

La solucion simultdnea de las ecuaciones (5) y (6) permite a partir de datos de concen-
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tracién (tanto de difusato como de dializato] caracterizar el transporte de masa, es de-
cir encontrar el valor del coeficiente total de transferencia de masa. Ya que era dificil
cuantificar las impurezas retiradas del extracto enzimftico a partir de métodos como
stlidos totales, se optd por tomar como elemento cuantificable, para el transporte a tra-
vEs de la membrana, el ion calcio presente en la solucidon de acetato de calcio al 0.2%,
con la cual se dializd, Las determinaciones de concentraciones se realizaron por el méto-

do tritimétrico del EDTA para cuantificar calcio a bajas concentraciones.

AISLAMIENTO DE AMILASA ALFA

Con el proceso de didlisis se consiguid aumentar la actividad enzimitica pero ya que
las dos enzimas hidrolizan paralela y simultdneamente el almidén, es necesario separar-

las para lograr cuantificar e identificar la importancia de cada una de ellas.

Tratamiento Calbrico.

Teniendo en cuenta gue la amilasa beta, presente en el extracto dializado, interferia en
la cuantificaciéon de la actividad enzimética de la amilasa alfa, &sta se inactivdé por ca-
lentamiento a 70 grados centigrados durante 10 minutos a un pH de 6,5. Este tratamien-
to caldrico también logra inactivar otros componentes proteinicos sensibles al calor. En
la figura 2. se esquematiza el proceso para la purificacin de amilasa alfa a partir de
una fuente vegetal.

AISLAMIENTO DE AMILASA BETA

Hasta la dialisis las etapas iniciales fueron idénticas a las empleadas para la purificacion
de amilasa alfa. En este proceso se requiere de acuerdo con las recomendaciones de

Mc Gregor y colaboradores (12), inactivar la amilasa alfa disminuyendo el pH del ex-
tracto a 3,7 (con &cido acético 3 N) v manteniendo a estas condiciones la solucion du-

rante 6 dias. En el esquema 3 se resumen las etapas requeridas en este proceso de purl-

ficacidn,
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

TABLA N. l.-

Contenido inicial de protdpas totales

Hojas = 26,74%
Tallo - 5,9%

Tubérculo - 1,2%

Las diferencias gue pueden existir entre estos resultados y algunos reportados por otras
fuentes bibliogr&ficas se debe a las variedades de vuca. Se puede observar que el conte-
nide de proteinas es bajo, luego el de enzimas serd menor, debido a que no toda protel-

na &5 enzima.

En la presentacifn de resultados se utiliza la siguiente nomenclatura:

P : concentracifin de proteinas en p. p. m.

A ; actividad amildsica alfa, en p. p. m. de maltosa.

AR H actividad amilisica beta, en p. p. m. de maltosa.

[U.ﬁ,‘lu : unidades de actividad especifica de amilasa alfa en mg maltosa/mg pro-
teina.

{U.A}E : unidades de actividad especifica de amilasa beta en mg maltosa/mg pro-
teina.

TABLA M. 2.-

Proteinas y actividad enzimftica en extractos crudos

Extractos P Aa (U, A AB (U. AR
Tallo 5463,29 2101,16 5,94 1225,45 5,42
Hojas 354!,54 1609,31 6,69 881,66 3,83
Tubé&rculo 495,55 416,84 12,94 235,81 7,32

Tiempo OGptimo de diflisis

Se dializaron extractos de cada una de las partes de la planta, determinindose por me-

dio de la actividad enziméatica, un tiempo promedio de dialisis para todos los extractos
de 8 horas,

Los diferentes estractos dializados, contra solucidn de acetato de calcio al 0,2% alcan-

zaron un aumento considerable de actividad enzimética, la cual puede deducirse de la
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siguiente tabla, donde Y%l -porcentaje de incremento- se define como:

Actividad Ext. crudo - Actividad Ext. dializado
Actividad Exr. crudo

Yol =

TABLA N. 3

Proteinas y actividad enzimtica en extractos dializados

Ext. P A (WA o el AR (LA B Yl
Hojas 1897,6 911,93 7,39 5,78 577,33 4,68 22,19
Tallo 910,24 853,58 14,47 143,97 676,34 11,43 110,88
Tuberculg 238,93 200,35 19,33 49,44 181,31 11,67 58,40

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

I'e un proceso que involucra el intercambio reversible de iones 2ntre una resina insoluble
{material de intercambio iGnice) y uma sustancia ionizable (que se encuentra en la solu-
cidn) (19). Con el fin de garantizar la actividad enzimética de las amilasas se recomien-
da para esta purificacidén la Dietilaminoetil-N-celulosa o Carboximetil-celulosa, pero de-
bido al costo de estas resinas se optd por ensayar la AMBERLITA ANIONICA "Bayer
Lewatic S-109".

Fara realizar la etapa de cromatografiz de intercambio idnico y determinar el efecto
de la Amberlita sobre la enzima se prepararon soluciones con los patrones comerciales

de amilasas alfa. (ver figura N. 4).

AISLAMIENTO DE AMILASA ALFA
En el siguiente cuadro se resumen las condiciones de actividad enzimética alcanzada en
cada una de las etapas del proceso de purificacifn de la misma alfa; las cuales se han

indicade en el diagrama N.2 con los numerales [, 1l ¥ Il
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TABLA 4.- FExtracto de hojas

Etapa | Etapa II Etapa II
P A, WAl P A, (WA P Ay (U.A.) g
6040.9 1714,71 4,36 900.01 591,58 10,12  4889,81  2030,9 6,38

s

TABLA 5.- Extracto de tallo

Etapa |1 Etapa II Etapa III
P A (U.A) g P A, luA)g P A (U.Alg
1256,94  25%3,02 3,30 196,16 475,08 37,25 11560,2 2663,13 3,04

TABLA 6.- Extracto de tub&rculo

Etapa 1 Etapa 1l Etapa IlI

P Ay (LLA.) B F Ay (U.A) g F Ay (LLA) R
417,45 649,82 23,94 235,25 562,45 36,78 648 04 577,01 13,69

Log resultados obtenidos con los tres extratos presentaron un comportamiento muy simi-
lar, destzcindose el aumento de la actividad especifica en la etapa de mezcla y despuss
que el alcohal se retira, por centrifugacién, la actividad decrece considerablemente (eta-

pa Ill).

Etapa de cromatografia de intercambio ibnico

En esta etapa, 3 los eluentes recolectados se les midié la actividad Yy estos resultados se
graficaron para obtener el cromatograma y analizar el rendimiento alcanzado por la ami-
lasa alfa (ver Figura 5, 6 y 7).
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AISLAMIENTO DE AMILASA BETA

De acuerdo con el esquema propuesto para la purificacién de la amilasa beta, luego de
haber permanccido los extractos durante seis dias a pH 3,7 para inactivar la amilasa

alfa, se determind su fuerza enzimética y los resultados fueron los siguientes:

TABLA 7.-

Extracto P A 8 (U.A]B
Hojas 1814.81 o112 2.65
Tallo 904,66 247.31 4,20
"Tubérculo 214,76 73.83 5.28

Un anélisis comparativo de estos resultados con los datos iniciales demuestran que, en
la etapa de inactivaciéin de amilasa alfa, la actividad enzimética disminuyd aproximada-
mente en un 55%. Sin embargo se realizd el proceso de purificacion de amilasa beta,
pera por encontrarse la enzima en tan baja concentracién y con tan poca fuerza enzima-
tica se inactivé por completo. Por esta razdn estos extractos, v la posibilidad de purifi-
car amilasa beta a partir de ellos, se descartaron y no se continud con la etapa de in-

tercambio idnico para ellos.

COMPORTAMIENTO CINETICO DE LOS EXTRACTOS
ENZIMATICOS DE Manihot esculenta

Como un mecanismo més para probar la naturaleza catalizadora de las proteinas presen-
tes en los diferentes -xtractos se analizd el comportamiento cinético de los diferentes
extractos de yuca frente a la respuesta dada por los patrones comerciales de amilasa
alfa y beta, para diferentes concentraciones de sustrate, se graficaron y comg puede
aprectarse en las fizuras 8 y 9 siguen el mecanismo propuesto por Michaelis-Menten (8).

Es de esperarse entonces, que los diferentes extractos de Manihot sculenta, hidrolizados

a condiciones idénticas, si efectivamente poseen amilasas deben presentar un comporta-

miento semejante al de los patrones,
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Comportamiento cinético para los extractos de hojas

Teniendo en cuenta los resultados de la etapa de purificacidon se optd por caracterizar
las proteinas presentes, mediante el comportamiento cinético para los extractos que s6lo
ze sometieron a didlisis. Se observa de acuerdo con el anilisis de las figuras 10 ¥ 11 que
la actividad enzimética del extracto de hojas sigue el comportamiento de Michaelis-
Menten, lo cual garantiza la estabilidad de las proteinas extraidas de esta [uente y por
consiguiente se podria fomentar su posible extraccifén a nivel industrial. Ademas que por
su valor proteinico, luego de analizar su perfil de amincdcidos, serfa una buena fuente

de enriquecimiento para la alimentacidn animal.

Comportamiento cinético para el extracto de tubérculo dializado

Las figuras 14 v 15, proceden de graficar el % de sustrato inicial contra la actividad
del extracto de tub&rculo dializado, muestran un comportamiento semejante al presentado
por el extracto de tallo dializado, lo cual sugiere, aln presentando valores altos de acti-
vidad en lo referente a la amilasa alfa, que también es inestable, Para la amilasa beta
se obtuvo su m&xima actividad a 3,5% de sustrato inicial, mientras que con el patrén

comercial habia sido al 1%; esto es debido a la baja concentracidn de la enzima aungue

presenta mayor estabilidad.

Comportamiento cinético para el extracto de tallo dializado

Las figuras 12 y 13 corresponden a la hidr6lisis de las enzimas extrafdas a partir de los
extractos dializados de tallo de Manihot esculenta, y presentan un comportamiento que
no corresponde al de Michaelis-Menten, con picos méximos de actividad independientes

del porcentaje de sustrato consumido. En lo que corresponde & la amilasa alfa se nota
claramente su insaturacién al aumentar y disminuir su actividad, lo que demuestra que

la relacién enzima-sustrato no es lo suficientemente estable.,

CONCLUSIONES

- El contenido proteinico de la planta puede alterarse dependiendo de la variedad

de yuca; jugando papel impeortante la riqueza del suelo donde se cultive.

- El proceso de dialisis continfia, realizada con el equipo construido a nivel de
laboratorio, dio excelentes resultados para todos los extractos, con un tiempo

promedio de ocho horas,
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Como el i6n calcio es un activador para las amilasas, la operacion de diilisis

se realizd contra solucidn de acetato de calcio al 0.2%.

El coeficiente de transferencia de masa, de acuerdo con el modelo matemético
propuesto, para la operacion de didlisis fue: 0.488037 m/s, el inverso de este va-
lor es la resistencia a la transferencia, la cual indica también, indirectamente,
el grado de permeabilidad de la membrana utilizada.

Se establecieron esquemas de extraccidon v purificacifin de amilasas alfa y beta,
y aungue la yuca no ofrece la posibilidad de ser explotada comercialmente, como
fuente de enzimas, este esguema puede ser empleado para otro vegetal gue po-

zea un contenido amilasico alto.

La cromatograffa de intercambio ifnico realizada con los patrones de amilasas
demostrd que la Amberlita utilizada no logra mantener el nivel de actividad en-
ziméitica, o ==a que ne concentra la enzima (llega es a producir un fraccionamien-

to de la mismal.

En cuanto a la cromatografia de intercambio ifnico realizada sobre los extractos
de yuca se observé: el comportamiento en los extractos de hojas y tallo fue
muy similar, en ellos la Amberlita logré fraccionar dos tipos de amilasas alfa,
por el contrario con el extracto de tubfrculo, aunque se registraron cuatro pi-
cos, la estabilidad fue menor gue en los casos anteriores; lo que implica que en-
tre mavor sea el fraccionamiento del extracto menor serd el potencial enzima-
tico obtenido con esta resina.

El disminuir el pH del extracto, durante seis dias para inactivar la amilasa alfa,
cuando se desea purificar la amilasa beta trajo como consecuencia una disminu-
cifn de la actividad enzimfitica en un 55%; pérdida que es bastante grande por

lo cual no es recomendable este procedimiento.

Debido a su poca fuerza enzimética, ¥ a las minimas cantidades de amilasa beta,
los extractos vegetales se inactivaron por completo durante el proceso de purifi-
cacifn, es de esperarse entonces que el esquema propuesto de mejores resultados

con un sustrato vegetal més rico en amilasa beta.

Rew. [OM. Buceramangs (Coombia), 1101):133-178, unsg 1HEF



- El comportamiento cinético de los extractos, frente a la respuesta obtenida con
los patrones, sirvié como un mecanismo méas para probar la naturaleza amilasica
de los diferentes extractos. Los ensayos de este tipo, realizados con los patro-

nes confirmaron el modelo Michaelis-Menten para este tipo de enzimas.
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