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RESUMEN

TITULO:

“OBTENCION DE JARABES DE GLUCOSA A PARTIR DE ALMIDON DE
YUCA POR MEDIO DE HIDROLISIS ENZIMATICA, PARA SER USADOS
COMO SUSTRATO EN LA PRODUCCION DE BIOETANOL”

Ruiz Camacho Mbénica Irene*

Palabras claves: Almidon de yuca, Almidon, Hidrélisis enzimatica, Yuca

Se evaluaron a nivel de laboratorio los parametros de la hidrélisis enzimatica
del almidoén, para la produccion de jarabes de glucosa. Se compararon las
enzimas de Novozymes Yy Genecor International. Se evaluaron la o-amilasa
del Bacillus licheniformis (Liquozyme® SC DS, de Novozymes), en un rango
de pH 5,7-6,0, de temperatura 82-86°C, dosificacion de enzima % (p/p) 0,013-
0,025; igualmente, la glucoamilasa del Aspergillus niger (Spirizyme® Fuel, de
Novozymes), en un rango de pH 3,5-5,5, de temperatura 32-70°C, dosificacion
de enzima % (p/p) 0,04-0,06; y finalmente la mezcla enzimatica fungica o-
amilasa del Aspergillus kawachi y glucoamilasa del Aspergillus niger
(STARGEN™ 001, de Genecor International), en un rango de pH 3,0-4,5.,
temperatura de fermentacion de 20-40°C, dosificacion de enzima 1,0-2,5
kg/MT de grano seco. Se utilizaron los métodos analiticos del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), glucosa oxidasa y Bradford, para medir y determinar
los valores de equivalentes de dextrosa (ED) y actividad enzimatica,
concentracion de glucosa y concentracion de proteina, respectivamente.
Adicionalmente se estandarizaron y validaron las condiciones, por tamizaje y
estudio estadistico (ANOVA) de los datos obtenidos por medio del programa
estadistico STATGRAPHIC Centurion XV. Se encontré que las mejores
condiciones de hidrdlisis enzimatica de almidon de yuca fueron: o-amilasa
(Liquozyme® SC DS) a pH 5,0, temperatura de 80°C, dosificacion de enzima
% (p/p) 0,0280; con glucoamilasa (Spirizyme® Fuel) pH 4,5, temperatura
70°C, dosificacion de enzima % (p/p) 0,0631; y finalmente la mezcla
enzimatica a-amilasa y glucoamilasa (STARGEN™ 001) pH 4,5, temperatura
de 46 °C, dosificacion de enzima 0,023% (p/p).

* Proyecto de grado

** Molina Velasco Daniel Ricardo,Facultad de ciencias, Escuela de Quimica,
Director. Ph.D

*** Sanchez Suares Clara Inés, Facultad de Salud, Escuela de Bacteriologia y

Laboratorio Clinico. Directora. MSc
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ABSTRACT

TITLE:

"PRODUCTION OF GLUCOSE SYRUP FROM CASSAVA STARCH
HYDROLYSIS USING ENZYME, SUBSTRATE TO BE USED PROCESSES
FOR BIOETHANOL PRODUCTION"

Ruiz Camacho Ménica Irene*

Keywords: Cassava starch, starch, enzymatic hydrolysis, cassava

Enzymatic hydrolysis of starch for producing glucose syrups were evaluated at
laboratory scale. Enzymes provided from Novozymes and Genecor
International were compared. Alpha-amylase from Bacillus licheniformis
(Liquozyme® SC DS from Novozymes), in a range of pH 5.7 - 6.0,
temperature 82-86 ° C, enzyme dosage % (w/w) 0.013-0.025; and also
glucoamylase of the Aspergillus niger (Spirizyme® Fuel of Novozymes), in a
range of pH of 3.5-5.5 , temperature 32-70 ° C, enzyme dosage % (w/w) 0.04-
0.06; and finally the enzyme mixture of fungal a-amylase and Aspergillus
Kawachi glucoamylase of Aspergillus niger (STARGEN™ 001 of International
Genecor), in a range of 3.0-4.5 pH, fermentation temperature of 20-40 ° C,
enzyme dosage of 1.0-2.5 kg / MT of dry grain were evaluated. The 3.5-
dinitrosalicylic acid (DNS), glucose oxidase and Bradford analytical methods
were used to measure and determine dextrose equivalent (ED) and enzyme
activity, glucose concentration and protein concentration, respectively.
Additionally, standardized and validated conditions for screening and statistical
analysis (ANOVA) of data obtained through the statistical program
STATGRAPHICS Centurion XV . It was found that the best conditions for the
enzymatic hydrolysis of cassava starch were: a-amylase (Liquozyme® SC
DS) at pH 5.0, temperature at 80 °C, enzyme dosage of 0.0280 % (w/w); and
with glucoamylase (Spirizyme® Fuel) at pH 4.5, temperature at 70 ° C,
enzyme dosage 0.0631 % (w/w); and finally enzymatic mixture of a-amylasee
and glucoamylase (STARGEN™ 001) at pH 4.5, temperature 46 ° C, and
enzyme dosage of 0.023% (w/w).

* Degree of project
** Molina Velasco Daniel Ricardo , Faculty of Science, School of Chemistry,
Director. Ph.D

*** Sanchez suares Clara Inés, Faculty of Health, School of Bacteriology
and Clinical Laboratory. Director. MSc
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INTRODUCCION

Colombia entré6 en la era de los bio-combustibles mediante la Ley
693/2001, que ha llevado al gobierno a extremar las medidas de control
y prevencion de requisitos exigidos tanto para las condiciones de
operacion de los motores de combustion interna, como la formulacién
de los combustibles. Se considera el uso de etanol carburante en las
gasolinas y en el combustible diesel en los principales centros urbanos,
como: via de reduccion de las emisiones de gases contaminantes a la
atmésfera, ya que estos son productos 85% biodegradables en
aproximadamente 28 dias; disminucibn de la dependencia de
combustibles fosiles y la autosuficiencia energética del pais. Ademas
los bio-combustibles representan una nueva reactivacion para la
agricultura 'y el empleo productivo tanto agricola como industrial,

permitiendo el desarrollo tanto local, como regional.”

Actualmente, el etanol se genera de una gran variedad de productos
agricolas como cafa, maiz, remolacha, trigo, cebada, yuca, y
sustancias celulosicas entre otros; sin embargo, la produccion mundial
se basa principalmente en la cafia de azucar (Brasil) y el maiz (Estados
Unidos) 23

Para aprovechar la ventaja que representan los bio-combustibles en el
sector agricola, deben desarrollarse desde una perspectiva energética,
nuevos cultivos mas productivos, de facil acceso, segura, efectiva y con

menores costos de produccion.*®



La yuca (Manihot esculenta Crantz) a nivel mundial es producida
principalmente como un cultivo de subsistencia por pequefos
agricultores ya que se adapta bien a los suelos pobres en nutrientes y
es relativamente resistente a enfermedades presentando buen
rendimiento.” ® Existen y se buscan explotar algunas variedades que no
son de consumo humano, como las de yuca amarga, nombre dado por
su contenido de acido cianhidrico libre y de cianoglucosidos °. Ademas
el rendimiento de cultivo es un factor clave al momento de decidir donde
invertir en un proyecto de este tipo y Colombia ofrece un alto
rendimiento en cafia de azucar, palma de aceite y yuca, ocupando
siempre los primeros puestos en productividad entre los paises
productores.’

Colombia tiene gran importancia en términos de productividad dado su
clima, sus suelos fértiles y su capacidad de produccion permanente, a
demas exhibe gran disponibilidad y diversidad. El cultivo de yuca ha
venido creciendo rapidamente y su productividad ha venido mejorando
a medida que se implementan nuevas tecnologias de produccion. 8

La yuca en Santander junto con otra variedad de productos agricolas es
fuente alternativa de almidén tanto para la produccion de etanol como
para la obtenciéon de jarabes glucosados y de otros oligosacaridos

llamados dextrinas.’

Con este estudio de la produccion de jarabes de glucosa que son
utilizados como precursores en la obtencion de bioetanol (alcohol
carburante), se busca probar nuevos métodos y enzimas tomando
como precursor el almidon de yuca, que presenten una menor cantidad
y concentracion productos secundarios no deseados, la disminucién de
costos en el procesamiento y una produccién mas limpia. La innovacién

continua de los medios enzimaticos y su tecnologia permiten que cada



dia los resultados sean mucho mejores y que este tipo de bio-
combustible pueda ser una alternativa energética real, que no solo
presente caracteristicas equivalentes a los de procedencia fosil,
produzca menos contaminacion, sino que también en el conjunto de
procesos de obtencion se consigan balances energéticos positivos y
que ademas puedan llegar al mercado con un costo similar al de
productos derivados del petrdleo a los que tratan de sustituir.*>®

El estudio de las variables y su validacion en la produccion de jarabes
de glucosa por medios enzimaticos, es el objetivo de este trabajo y uno
de los objetivos del macroproyecto. “Aumento de la Productividad del
Cultivo de la Yuca en Santander, su utilizacion como Materia Prima
para la Obtencion de Bio-etanol y Bio-butanol y Estudio del Proceso de
Transformacion Catalitica de Bio-etanol a Butanol” en el cual esta
incluida la presente investigacion (proyecto del Ministerio de Agricultura

y desarrollo rural).



1. MARCO DE ANTECEDENTES

En 1812, Kirchoff logré la hidrélisis de almidén por calentamiento con
acido sulfurico. Dos décadas mas tarde, Payen y Presoz en 1833,
realizaron una precipitacion con etanol de sustancias solubles en agua
aisladas de un blanco de la germinacion de trigo; esta sustancia capaz
de hidrolizar el almidon fue nombrada diastasa y mas tarde amilasa. En
1835, Berzelius demostré que el extracto de la cebada germinando
cataliza con mas eficacia la hidroélisis del almidéon que con el acido
sulfurico y en condiciones mas leves, acufiandose el término de
catalisis."®

En 1890 Christian Hansen impulso la produccién comercial de enzimas
"y mas adelante Dale y Langlois (1940) usaron una o-amilasa de
hongos para la fabricacion de jarabe comercial. En 1951, las enzimas
de Aspergillus Niger y Rhizopus se caracterizaron y nombraron como
amiloglucosidasa y glucoamilasa, respectivamente (Kerr et al. 1951 y
Phillips y Caldwell, 1951 a y b), aunque en la actualidad el nombre
trivial oficial para ambas enzimas es glucoamilasa. Luego en 1992
Schenck, utiliz6 una mezcla de glucoamilasa y a-amilasa como un

nuevo proceso de hidrolisis de almidon

Posteriormente las investigaciones se centraron en la eliminacion de la
enzima contaminante transglucosidasa (que reduce el rendimiento de la
produccién de glucosa).

La operacién comercial, para la produccién de glucosa cristalina, se
inici6 en 1960, alcanzando el éxito comercial con la sacarificacion

enzimatica.



Posterior se investigd en la sustitucion total de la hidrdlisis acida
mediante el desarrollo de un a-amilasa resistente a la temperatura que
pueda licuar el almidén de manera eficiente. La bacteria termoestable
bacteriana a-amilasas se habia desarrollado en el afio 1900 por Boidin
y Effront (1917a, b) y se utilizd desde entonces en la elaboracién de la
cerveza, los textiles y las industrias de papel, por lo tanto, era un paso
l6gico utilizar estas a-amilasas termoestables para la licuefaccion de
almidén. Los primeros procesos comerciales se aplicaron en la década
de 1960. 2

Ademas de las enzimas, los almidones y las féculas también han sido
modificados tanto genética como enzimaticamente para obtener
almidén con mayor porcentaje de amilosa ( Wong et al. 2007) ° ya que
la mayoria de los estos almidones contienen entre el 15% y el 30% de
amilosa y asi poder formar geles mas estables.

A nivel industrial se han desarrollado métodos mas econémicos para la
produccién de amilasas para el procesamiento de almidén como la
fermentacion en estado solido (SSF) y la fermentacion sumergida

(SMF), siendo el primero el mas barato. '

A pesar de las excelentes propiedades cataliticas de las enzimas, estas
no siempre poseen todas las propiedades necesarias para su uso en
reactores industriales, por lo que requieren mejorarse antes de proceder

1516 como es el caso de la nueva

a su utilizacién (Konsoula et.al. 2006)
generacion de enzimas por parte de Genecor International (Stargen001)
y Novozymes NA (BPX) entre otros, tales como la a-amilasa de
Aspergillus kawachi y la glucoamilasa de Aspergillus niger (presentes
en la enzima comercial, STARGEN 001TM.), las cuales trabajan

sinérgicamente para hidrolizar almidones granulares directamente de la



materia prima en un solo paso y a una temperatura de 32°C muy por
debajo de la temperatura de gelatinizacién. Tienen la ventaja de exo-
actividad de glucoamilasa que es capaz de perforar fuerte y
profundamente los granulos de almidén, asi como la endo-actividad de
a-amilasa, que permite la ampliacion de los granulos del almidén. Esta
combinacion mejora la liberacion de glucosa en un sistema continuo de

almidones granulares. "8,

Las enzimas pueden ser afectadas positiva o negativamente, por lo que
la identificacion y la optimizacion de las variables mejora la viabilidad de
estos procesos biotecnolégicos. Las condiciones que pueden afectar los
sitios activos de estas son: temperatura, pH, tiempo de reaccion,
concentracion enzimatica, viscosidad, velocidad de agitacion,
concentracion de productos hidrolizados, concentracién de iones Ca*2.
Esto ultimo debido a que algunas enzimas resultan ser calcio
dependientes para su activacién, pero altas concentraciones del mismo

también la pueden afectar. '%*%*'

La alternativa de inmovilizar enzimas resulta muy atractiva para evitar
costos asociados a su extracciéon y su recuperacion,’’ generando un
valor agregado a las reacciones de degradacion enzimatica,
comparadas con las que se aplican en forma soluble. Estas producen
un aumento de la estabilidad de la enzima inmovilizada al hacerla mas
resistente a la autdlisis, un aumento de la productividad al aumentar su
tiempo de vida media, ademas pueden ser reutilizadas después de un
simple lavado, facilitando la operacién y control de procesos, se pueden
obtener productos mas purificados y es facil de recuperar por filtracion

o centrifugacién simple sin la ayuda de inhibidores, ni de precipitantes.



Otra posibilidad prometedora es la formulacibn de sistemas
multienzimaticos inmovilizados al unir mas de un tipo de enzima a la

matriz.

Dentro de los tipos de inmovilizacién enzimatica se encuentran los
métodos de retencion quimica generando enlaces covalentes y no
covalentes (absorcion) y una retencion fisica o atrapamiento que se da

en una variedad de matrices y de membranas.

Sin embargo, ni el soporte sdlido o matriz ni los ligandos deben
reaccionar con el sustrato y el producto. Algunos de estos incluyen
esferas de vidrio o de metal, poliestireno, ceramica, tela de algodon,

alginato y quitosan, entre otros.?* 2% 24.2%.26.27

También se han buscado métodos de calentamiento rapido, buscando
la reduccion del consumo de energia. Para el calentamiento de
materiales no metalicos (caso del almidon) se ha utilizado durante
mucho tiempo técnicas de conduccion térmica, de conveccidon y de
radiacion, en estos casos se aplica el calor a la superficie del material el
cual pasa al interior mediante conducciéon térmica, lo que requiere
tiempo considerable debido a la baja conductividad de estos materiales.
Contrario a la conduccion, las microondas generan calor dentro del
material de manera suficientemente uniforme y rapida a diferencia de
los aparatos de calentamiento convencional poseen una gran limitacion
en su costo ya que no se justifica ante el reducido valor de los
productos, ademas del costo significativo de energia eléctrica que se

consume.

Baks et al. 2008, realizaron una comparacion de rendimientos de
produccién de glucosa al tratar almidon a altas temperaturas y altas

presiones en la etapa de gelatinizacion, con una misma enzima.



Encontraron un alto nivel de dextrosa al tratar el almidon con altas
temperaturas (0,1 MPa, 90 °C), por el contrario, al ser tratado con altas
presiones (450 MPa, 50 °C) el nivel de dextrosa cayd, aunque no tanto
como en la hidrélisis del almidon nativo sin gelatinizar. Estos resultados
pueden ser explicados debido a la diferencia estructural del almidéon en

cada uno de los tres procesos nombrados. %°

Por otro lado, los procesos de reaccion continuos tienen mayores
ventajas frente a los procesos por lotes o baches debido a los menores
costos del biorreactor, menores requerimientos de mantenimiento y
operacion, mejor control del proceso, mayor productividad. Permiten
ademas de la utilizacién de enzimas inmovilizadas (de flujo taponado) o
el uso de una membrana de ultrafiltracion (de alimentacion continua)
permitiendo el recirculado de la enzima y del sustrato sin digerir, como

la adicién de méas enzima si es necesario. > %



2. MARCO TEORICO

2.1. Yuca
2.1.1. Generalidades

La yuca es una de las principales plantas tropicales difundidas en todos
los continentes, es originaria de la zona tropical de América. Esta planta
florece en suelos pobres de toda la regidén ecuatorial, con periodos
vegetativos que van desde 8 hasta 12 meses.

Segun su clasificacion taxonoémica, la yuca Manihot esculenta crantz,

pertenece a la familia Euphorbiaceae. Tabla 1

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de la yuca. o

Clase Dicotyledonea
Subclase Archichlamydeae
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Tribu Manihoteae
Género Manihot
Especie Manihot esculenta crantz

Existe una gran variabilidad de arquitectura de la planta dentro de esta
familia, desde los tipos arboreos hasta los arbustos.®' Las variedades
de yuca se agrupan en dos grandes grupos: yuca dulce o comestible y
yuca amarga o brava. Esta clasificacion se basa en el mayor o menor
cantidad de glucdsidos toxicos, los cuales se forman por la accion de la
enzima linamarasa al romper los tejidos sobre dos glucdsido
cianogénicos llamados linamarina y lotaustralina.? Las variedades
amargas tienen una mayor cantidad de glucdésidos tdxicos en la pulpa
de la raiz, mientras que la dulce contiene trazas en la cascara, las

cuales desaparecen durante la coccion. Las amargas se cultivan para la



produccién de almidén de yuca comercial, debido a que su contenido de
almidén es mas alto que en las variedades dulces.

Los granulos de almidon de yuca son redondos, ovales y poseen un
borde dentado, haciéndolos mas blandos que los granulos de maiz, y

menos rigida y compacta su estructura. 22

La variedad amarga es mas eficiente en cuanto a la produccion de
almiddn, la hace especialmente apta para ciertos procesos industriales,
con rendimientos de hasta 80 ton/ha por afo bajo condiciones
experimentales, siendo su potencial similar al de la cafia de azucar, el
maiz el sorgo y el arroz. Su potencial de rendimiento sobresale al
compararse con otros cultivos, por tener la habilidad de crecer donde

otros cultivos no lo hacen. 3

2.2 Almidén
2.2.1. Generalidades

Los almidones se encuentran almacenados en forma condensada como
material de reserva de energia quimica en todas las plantas
fotosintéticas. Este carbohidrato se almacena en las semillas, los
tubérculos carnosos y las raices con la finalidad de suministrar un
alimento de reserva a los tejidos que se desarrollaran al crecer las
plantas. Es sintetizado por las plantas al tomar didxido de carbono del
aire, el agua y la luz solar como fuente de energia produciendo glucosa
(CeH1206) como intermediario. Se encuentra en las plantas como
particulas definidas o granulos compactos e intracelulares de 1—-100 um

de diametro; su aspecto fisico y las propiedades de los granulos varian
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ampliamente de una planta a otra y pueden utilizarse para clasificarlos
de acuerdo a su origen. Estan constituidos por unidades anhidras de D-
glucosa (CeH120¢), unidas principalmente por enlaces glucésidicos a-D-
(1-4), las cuales forman dos tipos mayoritarios de polimeros: uno lineal
llamado amilosa (porcion interna del granulo) y uno ramificado
denominado amilopectina (porcién externa del granulo), el cual es el
principal constituyente, siendo una de las macromoléculas mas grandes
con un peso molecular de 107 a 109 KDa, dispuesta en una
configuracion de doble hélice.

Las fracciones de amilosa y amilopectina se encuentran orientadas en
los granulos de almidén en forma radial y es la presencia de estas en la
estructura  macromolecular lo que explica las propiedades
fisicoquimicas de este producto y su comportamiento con relacion a la
viscosidad, hinchamiento, gelificacion y engrudizacién en solucién
acuosa. 28323

El almidén de yuca gelatiniza como el almidon de arroz y el de maiz
ceroso a temperaturas relativamente bajas (55-65°C); el pico maximo
es alcanzado rapidamente, lo que implica que es un almidon facil de
cocinar tiene una tendencia baja a la retrogradacion y produce un gel
muy claro y estable. Aunque la viscosidad de la pasta es inicialmente
alta, ésta decae bruscamente con solubilizacién continua y agitacion por
encima de 90°C sin formacion de gel al enfriarse.

Este comportamiento del almidén de yuca lo hace conveniente
tecnolégicamente como sustrato para procesos hidroliticos, pero
inapropiado como sustituto para los almidones de cereales en procesos
que requieren retrogradacion.

También se ha encontrado que las pastas de almidéon de yuca son

estables a medio acidos por debajo de pH 2,4, medio en el cual hay
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destruccion del granulo y del aspecto fisico de la pasta, debido a una

hidrolisis parcial o total de las pastas.

Los granulos del almidon de papa y yuca contiene menor porcentaje de
sustancias grasas comparado con los almidones de los cereales (maiz
y arroz), ésta composicion favorece el almidén de yuca ya que estos
lipidos forman un complejo con la amilosa, que tiende a reprimir el
hinchamiento y la solubilizacion de los granulos, requiriendo
temperaturas mas altas (<125°C) para romper la estructura amilosa-

lipido y solubilizar la fraccién de amilosa. >’

e Amilosa

Es un polimero lineal que forma largas cadenas, formadas por unidades
anhidras de glucosa, unidas mediante enlaces a-(1-4) (el carbono-1 de
unidad de D-glucosa enlazado al carbono-4 de la siguiente) Figura 1a.
La mayoria de los almidones contiene entre un 20-30% de amilosa. Por
su estructura flexible presenta una estructura helicoidal de 6 o 7
residuos de glucosa % Unida por atomos de hidrogeno por lo que es
lipofilica, mientras que los grupos hidroxilos estan situados en el
exterior de la hélice haciéndolo hidrofilicos.

En los extremos, esta molécula polimérica de unidades de glucosa
anhidra posee un hidroxilo primario y dos secundarios asi como un
grupo aldehidico reductor en la forma de hemiacetal, el cual es llamado
extremo reductor de la molécula. El opuesto no reductor contiene un
hidroxilo primario y tres hidroxilos secundarios y es, esta abundancia
de grupos hidroxilicos, la que le imparte la propiedad hidrofilica a este
polimero, sin embargo a causa de su linealidad y movilidad y los grupos

hidroxilos, tiende a orientarse de forma paralela muy cercana entre si
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permitiendo la formacion de puentes de hidrégeno con los hidroxilos del
polimero adyacente resultando en la reduccion de la afinidad del

polimero por el agua y la opacidad de la solucion.

La linealidad de la amilosa favorece la formacién de fuertes peliculas
debido a la asociacion intermolecular ademas de ser la responsable del

fendmeno de retrogradacion.* 3°

Es capaz de formar rapidamente complejos con acidos grasos y con
alcoholes organicos. Aunque no es soluble, forma micelas hidratadas

que da un color azul con el yodo, el cual permite su determinacion
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Figura 1. Estructura quimica de amilosa (a) y amilopectina (b

)37
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e Amilopectina

Constituye el 70-80% del almidon y es un polimero ramificado
constituido de unidades de glucosa, unida mediante enlaces a-1-4(en
su mayoria) y a-1-6(para las ramificaciones) Figura 1b donde hay un
punto de ramificacion por cada 20-30 unidades de glucosa. EIl gran
tamafio y la naturaleza de las uniones de amilopectina reduce la
movilidad de los polimeros e interfiere con la tendencia de poder llegar
a orientarse muy cercanamente entre ellas y permitir la formacion de
enlaces hidrégeno, significativos. Por lo anterior, en la gelificacion las
soluciones acuosas de amilopectina son caracterizadas por estabilidad
y claridad, y las soluciones de amilopectina no forman peliculas tan
fuertes y flexibles como la amilosa: 3% *°

A diferencia de la amilosa, la amilopectina no forma complejos con
acidos grasos o con alcoholes organicos y produce disoluciones
helicoidales o micelares que dan una coloracion rojo violacea con el
yodo, debido a su poca afinidad. %% 3¢

En la Tabla 2. se comparan algunas propiedades de la amilosa y la

amilopectina.

Tabla 2. Propiedades de las macromoléculas del almidén: amilosa y amilopectina.33

Propiedad Amilosa Amilopectina
Peso molecular 1-2x10° >2x10’
Grado de polimerizacién 990 7200
Ligamentos glicosidicos oa-D(1-4) a-D(1-6)

Estructura molecular Basicamente lineal Muy ramificada
Susceptible a la _
. Alta Baja
retrogradacion

Afinidad don el yodo 20.1 g/100 g 1.1g9/100 g
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2.2.2. Gelatinizacion

Para los almidones, es un tratamiento hidrotérmico que facilita la accion
enzimatica y quimica dado que en su estado nativo presentan
resistencia a estos dos procesos y poseen baja capacidad de embeber
agua. Cuando una suspension de almidén es calentada a temperaturas
mayores a 55°C, ** la naturaleza semi-cristalina de los granulos se
vuelve totalmente amorfa y las moléculas de agua alrededor de los
granulos alcanzan un nivel energético suficiente para disociar los
enlaces de hidrégeno que mantiene ordenadas las cadenas
moleculares de las dobles hélices en el interior del granulo por lo que
se hinchan irreversiblemente superando varias veces su propio peso
aumentando la viscosidad y perdiendo las propiedades de

birefrigerancia de los granulos.®***% (Figura 2)

Cuando estas pastas o engrudos se dejan enfriar o son almacenados
se produce un fendmeno conocido como retrogradacion el cual es la
formacién de un precipitado (cristalizacién) segun sea el origen o la
concentracion de almidon debido a la asociacién lenta de las moléculas
de amilosa. %%

El grado de gelatinizacion es un parametro importante que se ve
afectado por la temperatura, la presién, la concentracién de almidon y
el tiempo de tratamiento.?® Aparte de la temperatura, la gelatinizacion
también se inicia por altas presiones hidrostaticas, aunque la
degradacién de los granulos sucede de diferente manera, por lo que la
viscosidad suele ser menor que después del tratamiento con calor,
debido que los granulos de almidén se mantienen intactos en su

mayoria y la amilosa solubiliza pobremente.® (Figura.3)
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Viscosidad

Temperatura —_—

Figura 2. Cinética de gelatinizacion de los granulos de almidén

Region Cristalina

. Grinuloe
Fraccion de

L amilopectina Lamella amorfa

Granule
intacto

Granulo Granule
hative i -

hinchado Presion
Figura 3. Esquema de gelatinizacion del almidon. Las estructura cristalina al
hidratarse se convierte en laminas amorfas. Al ser sometidas a presiones altas la

desintegracién es incompleta. *
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2.3 Hidrolisis de almidones

El término hidrdlisis aplica a las reacciones quimicas organicas o
inorganicas donde el agua efectua una doble descomposicion con otro
compuesto, el hidrégeno va a un componente y el hidroxilo al otro.
(Figura 4)

H,O
HO OH HO OH
o] 8] o] o]
HO ed St .. VOH & — HO OH + HO wOH
v GH HOo BH o' Bh HO  BH
Disacarido monosacarido monosacarido

Figura 4. Hidrdlisis de carbohidratos.*°

2.3.1 Hidrdlisis acida

Las moléculas de almidon tratadas con acidos en caliente se rompen en
cadenas cortas de dextrinas. El porcentaje de degradacion depende de
la concentracion del acido, la temperatura y el tiempo de hidrdlisis. Los
acidos mas utilizados para la produccién de dextrinas son el acido
clorhidrico, el acido nitrico y el acido sulfurico. Los productos de
degradacién  son  principalmente jarabes de glucosa, el
hidroximetilfurfural, el acido levulonico y el acido féormico, que da al
jarabe un sabor amargo. La combinaciéon de unidades de D-glucosa o
de esta con fragmentos como maltosa, conduce a la formacion de
productos de reversion los cuales pueden ser hidrolizados, un ejemplo

de estos productos de sintesis es la genciobiosa. °
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2.3.2. Hidrolisis enzimatica

Este proceso llevado a cabo por enzimas tiene por objeto la
transformacion de las materias primas amilaceas en azucares. Ellas
pueden encontrarse en la saliva, los jugos pancreaticos, las células de
la sangre, las semillas, los granos de muchas plantas, en hongos vy
bacterias. Estas se dividen en dos clases formalmente conocidas como

Exo y Endo-enzimas. ®°

2.4 Enzimas
2.4.1 Generalidades

Las enzimas son proteinas (polipéptidos) que contiene cientos de
residuos aminoacidicos que actuan como catalizadores efectivos en
procesos tanto bioldgicos como industriales, pero son pocos los que
estan directamente relacionados en la interaccion con el sustrato o con
la catélisis de la reaccion.*

La estructura tridimensional de una proteina esta determinada por su
estructura primaria que determina sus propiedades funcionales y por las
condiciones ambientales que las rodean. La estructura secundaria es la
resultante de la interaccidn entre los residuos aminoacidicos préximos
en la estructura primaria. La estructura tridimensional terciaria es la
resultante de la interaccion de residuos aminoacidicos alejados de la
estructura primaria y le confieren a la molécula proteica una estructura
compacta y retorcida. Esta estructura configura el sitio catalitico activo
de la enzima, por lo que su preservacidon es esencial para su

funcionalidad bioldgica. "
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La naturaleza de la reaccion que es catalizada por enzimas es
dependiente de la identidad de los aminoacidos que constituyen el sitio
activo. Estos residuos en virtud de su potencial de ionizacién y la
polaridad determinan la especificidad de la reaccion y su mecanismo.
Los otros residuos aminoacidicos de la cadena polipeptidica prevén la
orientacion espacial entre el sitio activo, el sustrato y los cofactores
necesarios para catalizar la reaccion. La flexibilidad de la estructura
polipeptidica y la interaccion con el (micro) medioambiente son los
responsables del control y la regulacion de la actividad enzimatica.

Algunas requieren un cofactor para aumentar la actividad, que en la
naturaleza son derivados de vitaminas provistas para la dieta. Los
cofactores pueden ser clasificados como grupos prostéticos, coenzimas
e iones metalicos. Los grupos prostéticos son diferenciados de las
coenzimas por su unién mas estricta con las enzimas. *° Algunas de las

generalidades de las enzimas son:

e Estabilidad

La capacidad catalitica (actividad) de una enzima depende de la
manutencion de la configuraciéon particular denominada estructura
nativa, que es la resultante de muchas fuerzas de interaccion en la
estructura tridimensional, como las descritas anteriormente.

La desnaturalizacion o alteracion por algun factor se traduce en una
pérdida total o parcial de su actividad la cual puede llegar a ser

irreversible dependiendo del tipo de estructura que sea desnaturalizada.

Un aumento de la temperatura en la enzima se traduce en un aumento
de la energia vibracional que puede provocar la ruptura de los puentes

de hidrégeno y la destruccion de las interacciones apolares.
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La disminucién de la fuerza ionica del medio también afecta la
estabilidad de la enzima por que se disminuyen de las interacciones
enzima-solvente y el incremento de las interacciones ionicas

intracadena que pueden desestabilizar su estructura.

El pH afecta fuertemente la estabilidad debido a que la carga de los
residuos anminoacidicos de la proteina depende de la concentracidn
de protones en el medio. Valores de pH que provoquen acumulacion
de las cargas (negativas o positivas por encima o por debajo del punto
isoeléctrico) pueden provocar desestabilizacion de la estructura de la

enzima debido a las fuerzas de repulsién. (Figura .5)

T H
(o] | fo} H o
N,
@4 @O0 ®-()
+ +
[
H “OH H o H

pH bajo: carga pl: carga neta pH alto: carga
neta positiva nula neta negativa

Figura 5. Estados de ionizacion del centro activo de la enzima

e Actividad

La capacidad catalitica o actividad es la propiedad esencial de una
enzima. Desde el punto de vista termodinamico, la enzima como todo
catalizador actua disminuyendo la magnitud de la energia de activacion
que requiere una reaccion de transformacion de sustrato a producto.

La capacidad catalitica reside en el centro activo el cual es una
estructura compleja cuya configuracion permite ubicar la molécula de
sustrato en la posicidén correcta para que los grupos funcionales de la
enzima efectuen su transformacién quimica resultando asi clara la

relacion entre funcionalidad bioldgica y estructura tridimensional.

20



Desde el punto de vista cinético, la actividad enzimatica se traduce en

un incremento en la velocidad de la reaccion.
¢ Interacciones que contribuyen a la estabilidad de la enzima

La conformacién tridimensional de la enzima en solucién esta
determinada por complejas interacciones que se establecen tanto en el
interior de la proteina como en la superficie, tales como: enlaces
puentes de hidrogeno, puentes disulfuro, interacciones de Van der

Waals, electrostaticas e hidrofébicas.

Los puentes disulfuro reducen la posibilidad de desdoblamiento de la
enzima y la consecuente desnaturalizacion al mismo tiempo que limitan
la agregacion y posterior inactivacion irreversible.

Los enlaces tipo puentes de hidroégeno juegan un rol importante en la
estabilidad de las enzimas en solventes no acuosos. En agua, una
cadena polipeptidica totalmente desdoblada puede llenar sus
potenciales puentes de hidrégeno a través de interacciones con el

solvente.
o Especificidad

Una de las propiedades mas sobresalientes de las enzimas como
catalizadores es su alta especificidad respecto al sustrato, razén por la
cual esta debe poseer los enlaces quimicos que pueden ser atacados
por los grupos funcionales del centro activo de la enzima permitiendo su

correcta ubicacion en él para que la reaccion tenga lugar.™
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2.5 Enzimas utilizadas en la hidrolisis del almidon

La hidrolisis enzimatica del almidén se realiza en dos pasos:
licuefaccion y sacarificacion. La licuefaccion es el primer paso en el
que se utiliza como catalizadores enzimas como o-amilasas y pB-
amilasas para la formacién de jarabes de dextrinas. El segundo paso, la
sacarificacién, se realiza utilizando enzimas como glucoamilasas,
pullulanasas o mezclas de enzimas; transformando el jarabe obtenido
en el paso anterior y llevandolo hasta la formacion de moléculas de D-
glucosa. La actividad de estas enzimas depende principalmente del pH

y de la temperatura. 2%

2.5.1. Amilasas

Desdoblan los enlaces a-(1-4) del almiddn en varios azucares dentro de
los que se encuentran la glucosa y la maltosa; se caracterizan por la
facilidad de fragmentaciéon de los almidones en dextrinas reductoras

que no dan color con el yodo. °

Existen tres tipos de amilasas que se utilizan en el proceso de
licuefaccion: la de Bacillus amyloliquefaciens, la de Bacillus
liquenifromis (bacterianas) y la Aspergillus oryzae. Estas se diferencian
por su termoresistencia, siendo la B. liqueniformis la mas estable con
una temperatura Optima de 90°C (dando como productos: maltosa,
maltotriosa, maltopentosa) contra 70°C de la B. amyloquifaciens (dando
como producto: maltohexosas), finalmente, la ultima de las enzimas se
utiliza cuando el propdsito es producir jarabes de maltosa siendo el

disacarido de mayor produccion.
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e o-amilasa

La a-amilasa (a-1-4-glucan-glucanohidrolasa, EC 3.2.1.1). Es una endo-
enzima extracelular que actua al azar en la hidrdlisis de los enlaces a-
(1-4) glucosidicos internos de las moléculas de amilosa y amilopectina,
dando lugar a la formacién de oligosacaridos de bajo peso molecular
que pueden ser de cadenas lineales o ramificadas (dextrinas), pero no

son capaces de actuar sobre enlaces a-(1-6).

e [-amilasas

La B-amilasas (exo-maltohidrolasa, a-1-4-glucan-maltohidrolasa, EC
3.2.2.1). Actua sobre la hidrolisis del almidén produciendo unidades del
disacarido maltosa de manera secuencial desde el extremo no reductor
de la amilosa y de la amilopectina (razén por la que se denomina como

una exo-enzima) invirtiendo los enlaces a-(1-4) en -(1-4) glucosidicos.

2.5.2. Glucoamilasa

Dentro de las que se encuentran las de Aspergillus niger y las de

Rhizopus sp, siendo mas frecuente el uso de la primera.

La amiloglucosidasa (B-amilasa,a-(1-4) glucan- glucohidrolasa EC
3.2.1.3) actua como un exo-catalizador de la hidrdlisis de enlaces a-(1-
4) glucosidicos y debido a su bajo grado de especificidad enlaces a-(1-
3) y a-(1-6) glucosidicos, su accionar es mas lento en la produccién de

moléculas de glucosa. 1" 3041
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2.6. Jarabes de glucosa

Los jarabes de D-glucosa son una mezcla entre una solucién acuosa de
D-glucosa, maltosa y otros oligosacaridos llamados dextrinas. Estos son
caracterizados y clasificados por su “equivalente de dextrosa” (ED) que
esta definido como: el porcentaje en peso de glucdésidos reductores
presentes en el jarabe con respecto al peso de los sélidos totales de
oligosacaridos o que su poder reductor es similar al de una solucién con
% de glucosa igual al ED.

Los jarabes de glucosa se pueden clasificar (Tabla.3) segun su
contenido de dextrosa. Siendo los jarabes de glucosa tipo Il los jarabes
fermentables y contienen entre 75-85% de D-glucosa, maltosa y

maltotriosa.

Tabla 3. Clasificacién de los jarabes de glucosa segun su equivalente de dextrosa
(DE)°

TIPO DE JARABE DE
I 20-38
Il 38-58
1] 58-73
v >73

Estos jarabes de altas concentraciones de glucosa solamente se
preparan mediante la utilizacién de enzimas ya que al usar acidos no se
consiguen productos con ED superiores a 60 debido a las reacciones
de reversion y deshidratacién que sufre la glucosa al estar en contacto
con el acido. 9% A altas concentraciones de glucosa la enzima cataliza
la reaccidén reversa, estableciendo enlaces a(1-4) y a (1-6) entre

moléculas de glucosa, por lo que aunque no ha sido posible superar por
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esta via valores de ED entre (97 - 98) en el proceso convencional por

lotes, o de 95 ED en procesos continuos al inmovilizar la glucoamilasa.

Una vez obtenido el grado de hidrdlisis requerido, el jarabe de glucosa
se concentra hasta aproximadamente 60° Brix y el pH se ajusta a los

1"

requerimientos para la tercera etapa: la fermentacién para la

obtencion de etanol.
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3. METODOLOGIA

3.1 Obtencion del almidén y de las enzimas.

El almidén de yuca se obtuvo de la planta productora de harina de yuca

de la Ganaderia Manzanares y Cia Ltda.

3.2 Métodos analiticos

3.2.1 Determinacién de la concentracion de proteina por el método del
Bradford *2

Para la determinacién de la cantidad de proteina presente en cada una
de las enzimas evaluadas, se procedid a preparar las curvas de
calibracion a partir de una solucion concentrada de albumina de suero
bovino (ABS) (1mg/mL), realizando diluciones seriadas en agua
(Genecor) o Buffer de trabajo (Novozymes) de 0.1 a 1.0
mg/mL.(Anexo1)

La concentracion de proteina se determind por el método colorimétrico
de Bradford”, tomando 50 pL de cada dilucién y adicionando 2,5 mL de
reactivo Bradford. Después de transcurridos 3 minutos de reaccion se
realizé la lectura a 595nm en un espectrofotdmetro Genesys 20. Los

resultados se reportan en la Tabla 6

! Método facil de manejar, rapido y sensible que da respuesta al interaccionar y
estabilizarse con el entorno hidrofébico al interior de la proteinas presentes en las
muestras.
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3.2.2 Determinacion de aztcares reductores por el método del DNS

Para la determinacion de los azucares reductores se utilizd una
concentraciéon de glucosa de (1mg/mL), se realizaron diluciones
seriadas en agua (Genecor) o Buffer de trabajo (Novozymes) de 0.1, a
1.0 mg/mL. (Anexo. 2)

Se determind la concentracion de glucosa en funcidn de la
concentracién de azucares reductores por el método colorimétrico del
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), se prepard una relacion 1:1, (muestra:
reactivo), se calentd6 en bafo termostatado a 93°C aprox., por 5
minutos, se detuvo la reaccidon por choque térmico, se adicion6 10mL
de agua destilada y se leyé a 540nm en un espectrofotometro Genesys
20.

3.2.3 Determinacion de la concentracion de glucosa por el método de
la glucosa-oxidasa

La concentracién de glucosa presente en cada una de las muestras
tomadas en los procesos de sacarificacion fue determinada por la
formacién de un complejo coloreado mediante el método colorimétrico
de la glucosa oxidasa. (Anexo 4)

Las muestras, blanco y patron fueron de la siguiente manera:
Tabla 4. Preparacién de las muestras para la determinacion de la concentracion de

glucosa 4

Blanco Patron Muestra

Patron (S) - 10 uL -
Muestra - - 10 puL
Reactivo (A) 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
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Los tubos fueron incubados a temperatura ambiente por 10 minutos.
Algunas de las muestras fueron diluidas antes de la reaccion con el
reactivo A, pero su cantidad de adicién se mantuvo como se indica en la
Tabla 4. Todas las lecturas se realizaron a 500nm en el mismo orden de

preparacion.

3.3. Determinacion de la actividad enzimatica

El estudio inicial de la actividad catalitica de las enzimas, se realizé
para mantener controladas las condiciones de trabajo de estas, ya que
por encontrasen en estado liquido, su actividad va descendiendo con el

tiempo.

3.3.1 Actividad de la a-amilasa °

Para la determinacion de la actividad de la a-amilasa del Bacillus
licheniformis Liquozyme® SC DS de Novozymes se prepard una
solucion de almidén al 10% (p/v) en Buffer acetato 0,016M de pH 4,5,
una vez pre-tratado térmicamente se adicionaron 20 uL de enzima en
dilucién 1/100 a 70 °C de temperatura y agitacion de 300 rpm por 3
minutos, pasado este tiempo, se tomo 1mL de muestra de almidén y se
le adicioné6 1mL de reactivo de DNS procediéndose de la misma
manera descrita en el numeral 3.2.2. Los resultados se reportan en la
Tabla. 6.
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3.3.2 Actividad de la Glucoamilasa °

Para la determinacion de la actividad enzimatica de la glucoamilasa del
Aspergillus niger Spirizyme® Fuel, de Novozymes, se prepard una
solucion de almidén al 10% (p/v) en Buffer acetato 0,016M de pH 4,5,
una vez pre-tratado térmicamente se adicionaron 20 uL de enzima en
dilucién 1/50 a 60 °C de temperatura y agitacion de 300 rpm por 10
minutos, pasado este tiempo, se tomo 1mL de muestra de almidén y se
le adicioné 1mL de reactivo de DNS procediéndose de la misma
manera descrita en el numeral 3.2.2. Los resultados se reportan en la
tabla. 6.

3.4. Hidrdlisis enzimatica del almidon de yuca.

Las enzimas utilizadas en este proceso fueron donadas por
distribuidores de Novozymes y Genecor international, especializadas
para sustratos de almidones céreos como el de maiz y el de trigo
especialmente, se utilizaron la a-amilasa (Liguozyme® SC DS) y la
glucoamilasa (Spirizyme® Fuel) de Novozymes y la mezcla a-amilasa-

glucoamilasa (Stargen™ 001) de Genecor.

3.4.1 Licuefaccion del almidén de yuca

En esta primera etapa de hidrélisis, se utilizd la a-amilasa,
(Liquozyme® SC DS de Novozymes) para la obtencion de las dextrinas
del almidon de yuca y para la reduccion de la viscosidad de esta

solucién. En todas las etapas incluyendo la descrita, se estudiaron
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variables como relacion de la concentracion enzima / sustrato, el pH, la
temperatura, y concentracion de sustrato. Las dextrinas producidas
fueron determinadas como azucares reductores y reportadas en
términos de actividad enzimatica (Ec.2 Anexo 2) y de equivalentes de
dextrosa (ED) (Ec.3 Anexo 2) utilizando el método colorimétrico del
acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS), por espacio de 30 minutos a diferentes

intervalos de tiempo.

3.4.2 Sacarificacion

En esta segunda etapa, se utilizé la glucoamilasa, (Spirizyme® Fuel de
Novozymes), para produccion de jarabes de glucosa a partir de las
dextrinas obtenidas en el paso anterior, teniendo en cuenta las
variables: temperatura, pH y relacién de la concentracion enzima /

sustrato.

Por ultimo, se determind la eficiencia en el proceso de conversién de las
dextrinas a glucosa en unidades de mg/mL, por medio del método
colorimétrico de la glucosa-oxidasa (Ec.4 Anexo 3). Durante el proceso
total de la hidrdlisis se mantuvo la agitacion a 390 rpm desde el pre-

tratamiento térmico.

3.4.3 Licuefaccion y sacarificacion simultaneas

Para este proceso, se trabajé con el almidon nativo (sin gelatinizar),
disuelto en agua destilada, con la adicion de la mezcla enzimatica a-
amilasa y glucoamilasa (Stargen™ 001), para la cual se estudiaron las

mismas variables, con los mismos métodos de los numerales 3.4.1. y
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3.4.2. El monitoreo se realizé por espacio de 180 minutos en intervalos
de 30 minutos, manteniendo la agitacion de 390 rpm y 37°C en un bafio

de agua.

3.5 Pre-tratamiento del almidén de yuca

El almidén disuelto en el agua o Buffer acetato 0,016M de trabajo, se
sometié a tratamiento térmico a una temperatura de 66°C *°, en un
bano de agua bajo una agitacion mecanica por 30 minutos, para

facilitar la acciéon de las enzimas sobre este.

3.5.1 Evaluacion de la estabilidad térmica sobre la actividad enzimatica

La estabilidad de las enzimas a cambios térmicos, se determinaron
incubando las enzimas a diferentes temperaturas (66, 70, 80°C)
Liguozyme® SC DS, y Spirizyme® Fuel, (30, 47, 56°C) Stargen™ 001,
durante 30 minutos para las dos primeras y dos horas para la ultima,
tiempos entre los cuales se tomaron periodicamente alicuotas. Los

resultados se reportan en el numeral 4.2.2

3.5.2 Estudio del efecto del pH y la concentracion de sustrato sobre la

actividad enzimatica

La influencia del pH sobre la actividad catalitica de las enzimas, se
determiné incubando las enzimas en un rango de pH cuyos valores se
variaron de la siguiente manera (pH de 3,0 a 6,0 con intervalos de 0,5).

Asi mismo, se evaluaron concentraciones mas altas de sustrato de 10%
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a 30% (p/v), midiendo los parametros previamente descritos. Los

resultados se reportan en el numeral 4.2.3

3.6 Estandarizacién de las condiciones para la produccién de jarabes

de glucosa
3.6.1 Hidrdlisis enzimatica de almidén de yuca a escala de laboratorio

Se estudiaron los mejores rendimientos de produccién de glucosa y la
hidrdlisis del almidon utilizando las enzimas sin diluir. Algunos de los

resultados se reportan en la tabla 5

3.7. Disefo experimental y tratamiento estadistico

Se realizé un disefio de experimentos 3° (3 niveles, 3 factores) Tabla 5
para el proceso de sacarificacion utilizando el programa
STATGRAPHICS Centurién XV.II, por el método multinivel factorial, con
una replica, para analizar las variables que afectan directamente el
proceso.

Para el disefio de experimentos se dejaron fijos los valores de las
variables como fueron pH y temperatura, debido a que los valores
obtenidos en la estandarizacion de las enzimas resultaron ser similares
46,47,48 y

a los reportados por las fichas técnicas de uso de esta
Shariffaa et al.(2009) "
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Tabla 5. Representacién de los niveles para el disefio de experimentos en la

sacarificacion con la enzima Spirizyme Fuel de Novozymes.

Nivel
-1 0 1
Factor

Enzima Sustrato (ug/L) 2 4 6
[Sustrato] (g/L) 25 30 45
Tiempo (min) 15 30 45

3.7.1. Validacién del modelo de prediccion

Se efectuaron experimentos adicionales para validar la superficie de
respuesta del modelo matematico procedente de esta, en los intervalos
que van para la relacion Enzima / Sustrato y [Sustrato] desde 4,4 a 5,6
uL/g y de 31 al 34% respectivamente, fijando como lo muestran las
figuras 13 y 14 en el nivel cero (30 minutos). Los resultados se

presentan en la tabla 9

3.8. Estudio de las enzimas y sus productos en un proceso de

fermentacion

Para esta prueba se trabajé con las condiciones estandarizadas del
proceso de hidrdlisis enzimatica y fue llevado hasta las condiciones de
trabajo de la levadura nativa estandarizada en una trabajo de tesis
paralelo para el proceso de fermentacién®, como son: concentracion del
in6culo de 0,3 g/L, Buffer acetato de sodio de concentracién 0,2M, pH
5, 32°C de temperatura y una agitacion orbital de 120 rpm, para la que
se empleo un Shaker Max Q Mini 4450.
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Se trabajaron dos tipos de procesos: hidrolisis - fermentacién
discontinua con las enzimas de Novozymes, adicionando 187uL de la
a-amilasa Licuozyme SC DS y 562 uL de la glucoamilasa Spirizyme
fuel® e hidrdlisis - fermentacion simultaneas con la enzima de Genecor
International con la adicién de 76 uL de la mezcla enzimatica Stargen™
001, ambos a una concentracion de almidon de 25% (p/v).

Se tomaron 120 mL tanto del hidrolizado, como de la solucion de
almidén nativo, sobre los cuales se agregaron 20 mL de extracto de
levadura de concentracion 10 g/L, este sistema de fermentacion fue

inoculado con una concentracion de biomasa de 0.3 g/L.

Fueron tomadas muestras bajo un medio estéril para evitar la
contaminacion de la solucion a diferentes intervalos de tiempo (7, 20, 30
y 45 horas de fermentacion), las cuales fueron centrifugadas a 10.000 G
por 15 minutos para separarlas de la biomasa producida en el proceso,
congeladas y analizadas para la determinacion de la presencia y
concentracién de etanol por el método de Cromatografia gaseosa —
Head Space (GCHS), empleando un cromatografo de gases Hewlett
Packard modelo 5890, utilizando el método estandarizado para la
determinacion de etanol por la Escuela Nacional de Cromatografia,
Facultad de Ciencias Universidad Industrial de Santander. Los

resultados se reportan en la Tabla 10
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Desde el punto de vista cinético, la actividad enzimatica se traduce en
un incremento en la velocidad de la reaccidén catalizada, la cual es el
analisis cuantitativo del efecto de cada uno de los factores o variables
que intervienen en la expresion de dicha actividad como son la
concentracién de la enzima, de sustrato y productos (inhibidores y
activadores) pH, y temperatura.”’ El efecto individual de estos factores

son interdependientes. 4°

4.1. Actividad enzimatica y concentracién de proteina

Tabla 6. Reporte de actividad y de la concentracion de proteina de las enzimas en
estudio

Enzima Actividad Actividad Ficha  Concentracién
Experimental técnica de proteina
U/mL U/mL mg/mL
Licuozyme SC DS 94e* 76e* 8.20
Spirizyme Fuel 86e* 13e? 58.8
Stargen 001 2.49 396.5 148.8

Una posible explicacién de las diferencias entre los valores de actividad
reportados (Tabla 6) es debido a las diferentes condiciones y sustratos
de trabajo en que fueron realizadas, debido a que el almidén de yuca
posee menos contenido de grasas que el maiz y el trigo, por lo que no

necesita altas temperaturas para romper la estructura amilosa-lipido >°.
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4.2 Estudio del efecto de los factores que intervienen en la hidrdlisis

enzimatica del almidén de yuca

4.2.1 Efecto de la relacion Enzima / Sustrato en la hidrolisis enzimatica

En el estudio de las variables, se comenzé con la busqueda de la mejor
relacion enzima / sustrato, para la medicion del proceso. Después que
se experimento con varias relaciones como se muestra en Figura 6A, se
concluy6 que la relacion de 0,0280% (p/p) permitié la mejor velocidad
de reaccion y por ende la mejor condicién de trabajo para la enzima de
Novozymes (encargada de la licuefaccion), la de 0,0631 % (p/p),
(Figura 6B) para el proceso de sacarificacion, bajo las condiciones
mencionadas y la de 0,023 % p/p, (Figura 6C) para la mezcla
enzimatica de Genecor. Estas relaciones son menores comparadas con
los datos reportados para las dos enzimas de Novozymes por Castano
y col. (2008)* sobre almidén de yuca de 0.125 % (p/p) y 0.375 % (p/p)
respectivamente v la ficha técnica de Genecor *° que reporta 0.25%
(p/p), pero similares a que reportan las fichas técnicas *"*® de
Novozymes sobre almidon de maiz siendo de 0,025% (p/p), 0,06 %

(p/p), respectivamente.
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Figura.6. Equivalentes de dextrosa como funcién de la relaciéon enzima/sustrato en la
hidrélisis enzimatica, A. Licuefaccion. B. Sacarificacion. (Pre-gelatinizado, Buffer
acetato de sodio 0.016M pH= 4.0, [sustrato] = 10% (p/p) y 66°C). C. Licuefaccion-
sacarificacion simultaneas (Agua destilada a pH= 4.0, [sustrato] = 10% (p/p) y 37°C).

4.2.2 Efecto de la temperatura

Los valores de temperatura que fueron usados en la experimentacion
oscilaron entre los 30 y 86°C partiendo del rango recomendado por las

fichas técnicas de las enzimas #4849,

El pH inicial de trabajo se
mantuvo en 4,0 (Figura 7), mostrando el marcado y significativo efecto
(pico) de la temperatura de reaccion sobre la actividad enzimatica
(constante catalitica). 80°C para Liquozyme® SC DS, de 70 °C para

Spirizyme® Fuel (amilasa y glucoamilasa de Novozymes) y de 47°C
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para la mezcla enzimatica Stargen™ 001, sobre la reactividad

enzimatica (constante catalitica).
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Figura 7. Actividad enzimatica como funciéon de la temperatura en la hidrélisis
enzimatica, B Licuefaccion. 0 Sacarificacion. (Pre-gelatinizado, Buffer acetato de
sodio 0.016M pH= 4.0, [sustrato] = 10% (p/p) y 0.0280% (p/p) vy 0.0631% (p/p)
respectivamente) [l Licuefaccién-sacarificacion simultaneas (Agua destilada a pH 4.0,
[sustrato] = 10% (p/p), 0.023% p/p).

100% de Actividad relativa (Licuozyme SC DS, Spirizyme Fuel) = 58907 U/mL

100% de Actividad relativa Stargen 001 = 1944 U/mL
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Este comportamiento que presentan las dos graficas, esta relacionado
con el efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccion de las
enzimas, la cual sufren un incremento a medida que esta aumenta,
mientras se mantenga en el intervalo en el que la enzima es estable y
permanece totalmente activa. Los picos que se observan en las figuras
se producen debido a que las enzimas al ser proteinas se
desnaturalizan por la accién del calor,*® que al aumentar la energia
vibracional interna provoca la ruptura de los puentes de hidrégeno y la
destruccion de las interacciones  apolares, inactivandola
irreversiblemente al sobrepasar un cierto punto (temperatura éptima de
trabajo de la enzima) mostrandose como la disminucion rapida, razén

por la cual los procesos de licuefaccion no son muy largos, '"3°

4.2.3 Efecto del pH

El efecto del pH sobre la actividad de las enzimas como se aprecia en
la Figura 8 se debe a la ionizacion reversible tanto del sustrato como de
los residuos aminoacidicos de la enzima, manifestandose en el cambio
de actividad catalitica y de estabilidad de esta o en el equilibrio de la

reaccion .

El efecto del pH en la actividad enzimatica sobre la hidrdlisis del
almidén de la yuca, fue probado con valores de pH de 0,5 por encima y
por debajo de los reportados en las fichas técnicas *"*®*°. (Figura 8). Se
fijaron como pH de trabajo en los que las enzimas adquieren el estado
de ionizacion que le brinda mayor actividad '*. Los pH de trabajo fueron
5,0 para licuefaccion; 4,5 para la sacarificacion y 4,0 para la

licuefaccion-sacarificacion simultaneas. Estos valores resultaron
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similares a los encontrados en otros estudios para las mismas enzimas
en Castafio y col. (2008) ** de 55 y 5,0 para las enzimas de
Novozymes, y Shariffaa et al. (2009) ** de 5,0 para la enzimas de
Genecor. Es necesario aclarar que aunque para la mezcla enzimatica
Stargen 001 se presenta un pico de actividad a pH 3,0 posiblemente

debido a que a bajos valores de pH se puede producir también hidrolisis

acida.
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Figura 8. Actividad enzimatica como funcion del pH en la hidrélisis enzimatica,
[ Licuefaccion.[] Sacarificacion. (pregelatinizado, Buffer acetato de sodio 0.016M,
[sustrato] = 10% (p/p), 66°C y 0.0280% (p/p) y 0.0631% (p/p) respectivamente) .
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[ Licuefaccién-sacarificacion simultaneas (Agua destilada, [sustrato] = 10% (p/p),
0.023% (p/p) y 37°C).

100% de Actividad relativa (Licuozyme SC DS, Spirizyme Fuel) = 78963 U/mL

100% de Actividad relativa Stargen 001 = 3500 U/mL

Este comportamiento sigmoidal (Figura 8), tipico de la actividad al variar
el pH, se ha analizado con base en la hipotesis de Michaelis y
Davidsohn, suponiendo que el sitio activo de la enzima existe en tres
formas ionicas sucesivas, de las cuales el estado idnico intermedio es el
activo por encontrarse en su punto isoeléctrico (Figura 5). Se puede
explicar considerando que la curva ascendente es causada por la
desprotonacion de un aminoacido de este sitio disminuyendo las
interacciones enzima-solvente e incrementando las interacciones
idnicas intracadena que pueden desestabilizar su estructura y la curva
descendente por la desprotonacion de un segundo aminoacido (que
provoca igual desestabilizacion debido a las fuerzas de repulsion).
Dicha tendencia es debido al solapamiento de dos titulaciones y solo
depende de la concentracion de protones en el medio, ligandos,

temperatura, constante dieléctrica y fuerzas iénicas. ' 402

4.2.4 Efecto de la concentracion del sustrato

En la Figura 9 se muestra el efecto de la concentracion de sustrato en
la actividad enzimatica observando la disminucion de la actividad de la
enzima en el mismo tiempo de reaccion. Lo cual pudo deberse a una
posible limitacién difusional durante el proceso de hidrdlisis °
provocado por un aumento de la viscosidad, tal y como se ha reportado
por Baks et al. (2008) en estudios donde se trabaja a altas

concentraciones de almidén (65% (p/v) *".
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Figura 9. Actividad enzimatica como funcién de la concentracién de sustrato en la
hidrdlisis enzimatica, DLicuefaccién (pre-gelatinizado, Buffer acetato de sodio 0.016M
pH= 4.0, 66°C y 0.0280% (p/p)) [ Licuefaccion-sacarificacion simultaneas (Agua
destilada a pH= 4.0, 0.023% (p/p) y 37°C).

100% de Actividad relativa Novozymes = 58907 U/mL

100% de Actividad relativa Genecor = 3277 U/mL

Con estos resultados (Figura 9) se seleccion6 como concentracion
maxima de trabajo 20% (p/v) para Novozymes y 25% (p/v), para la
enzima de Genecor.

La agitaciéon durante la hidrdlisis se mantuvo a 390 rpm incluido el
proceso de gelatinizacién. Dicha agitacion no es tan alta que pueda

afectar la actividad enzimatica provocada por las fuerzas generadas en

42



el fluido "', ni tan baja que no permita la transferencia de sustratos y

transporte entre las fases °'.

4.3. Disefio de experimental y tratamiento estadistico de los datos °*°°

En la Tabla 7 se reportan las variables que se estudiaron y algunos de
los 54 experimentos aleatoriamente propuestos por el programa para el
disefio y analisis estadistico multinivel factorial 3° ortogonal con una
replica, teniendo como respuesta la concentraciéon de glucosa en g/L

procesada con el método de la glucosa-oxidasa. Ec.3

Tabla 7. Disefio de experimentos

Enzima Sustrato [Sustrato] Tiempo [Glucosa]
Bloque % (p/p) g/L minutos g/L
1 0 1 -1 2255
-1 -1 -1 86.2
1 1 349.0
-1 1 189.0
0 -1 118.0
-1 165.4
1 -1 181.0
0 213.4
405.0
182.0
220.9
195.7
198.9
210.0
265.4
171.7
93.2
262.2
144.5
183.9
300.6
75.0
137.8
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El Diagrama de Pareto (Figura 10) muestra en forma decreciente el
grado de importancia (significancia) que tienen los diferentes factores y
sus combinaciones. En este caso cuatro efectos tienen valores de P
menores a 0.05 como se aprecia en la Tabla 8, indicando que estos son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del

95.0% y son aquellos que traspasan la linea vertical.

AEnzma Sustrato | O+
B:[Sustrato] | -
C:Tiempo

AB

AC

CcC

BB
AA
BC

0 2 4 6 8
Standardized effect

Figura 10. Diagrama de Pareto estandarizado para la concentracion de glucosa

Este diagrama también puede ser explicado por las interacciones que
se presentan entre los factores estudiados Figura 11, las lineas
paralelas de la combinacién BC ([Sustrato]*Tiempo) son indicio de la
poca o nula interaccion existente entre estas variables, contrario a lo
que se observa con las combinaciones AC (Enzima / Sustrato*Tiempo)
y AB (Enzima / Sustrato*[Sustrato]) siendo esta ultima la que mayor
divergencia presenta por lo que la interaccién de esta combinacion es
mucho mayor y es esta la razén por la que en el diagrama anterior la
combinacion BC ([Sustrato]*Tiempo) aparece al final y es casi
imperceptible y la combinacion AB (Enzima / Sustrato*[Sustrato])
sobrepasa la linea de significancia. Los signos negativos y positivos de
las barras del diagrama de Pareto, son indicadores de los signos que

presentaran los coeficientes de cada uno de los factores y por ende su
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aporte sobre la respuesta o modelo obtenido Ec.1.

300 F " 3
260 | 3

220 F 3

180 | ’ -
[+ - + + ]
140 / .

100 £ - ]

[Glucosal]

AB AC " BC

Figura 11. Interaccién de los factores

Tabla. 8. Andlisis de varianza para la concentracion de glucosa

Factor Suma de Gl Cuadrado Factor-F Valor - P
cuadrados medio
A: Enzima Sustrato 58599.6 1 58599.6 59.41 0.0000
B:[Sustrato] 548141 1 548141 55.58 0.0000
C: Tiempo 32064.7 1 32064.7 32.51 0.0000
AA 370.704 1 370.704 0.38 0.5431
AB 12556.0 1 12556.0 12.73 0.0009
AC 1921.65 1 1921.65 1.95 0.1699
BB 1063.8 1 1063.8 1.08 0.3048
BC 17.6268 1 17.6268 0.02 0.8943
cC 1752.11 1 1752.11 1.78 0.1896
blocks 4128.51 1 4128.51 419 0.0469
Total error 42410.5 43 986.29
Total (corr.) 209699. 53

Gl= Grados de libertad
Corr = correlacion

El modelo estadistico obtenido (Ec.1) muestra por medio de su R-
cuadrado ajustado estadisticamente que es capaz de explicar el 75,6 %
de la variabilidad de la concentracion de Glucosa, con una desviacion
estandar de los residuos o error estandar de estimacion de 31,4% y un
23.0% de error absoluto medio. La variabilidad de este modelo Figura
12, que por medio del método de minimos cuadrados calcula la

ecuacion de la linea optima, permite ser entendida al observar el grado
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de desviacion de los datos (puntos) que representan el resultado de

cada uno de los experimentos realizados en el disefio.

[Glucosa] = 194,8 + 40,3 * Enzima Sustrato + 39,0 * [Sustrato] + 29.8 *
Tiempo + 5,6 * Enzima Sustrato * 2 + 22,9 *Enzima Sustrato * [Sustrato] +
8,9 * Enzima Sustrato *Tiempo - 9,4 * [Sustrato] * 2 + 0,86 * [Sustrato] *
Tiempo - 12,1 * Tiempo * 2

Ec. 1 Ecuacién de respuesta. Modelo matematico del proceso de sacarificacion con la
enzima Spirizyme.

400 -_I 1 T 1 I__

300 .

o [ ]
o

> o i

S 200F .

& i ]

o] r i

100 .

0 -_I " " 1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " I_-

0 100 200 300 400

predicted

Figura 12. Prediccién por regresion lineal multiple

A partir del valor de los coeficientes que acompanan al modelo
matematico obtenido (Ec.1) es posible decir que las variables
independientes que mayor grado de contribucion sobre el valor de la
respuesta [Glucosa], son [Sustrato], la relacion Enzima / Sustrato y el
tiempo, corroborando una vez mas el alto valor de significancia de estas
variables arrojado por el diagrama de Pareto, seguida en menor grado
por la combinacidon [sustrato]*Enzima / Sustrato, para finalmente
encontrar el resto de combinaciones de segundo orden, cuyo aporte

sobre la respuesta es minima.
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Finalmente, por medio del analisis tanto de la superficie de respuesta
como de la superficie de contorno (Figura 13 y 14) en la que se
mantiene fija el tiempo en el nivel 0, se ve como a medida que se
aumenta la cantidad de sustrato ( de 25% a 35% p/v), y utilizando la
menor relaciéon Enzima /Sustrato evaluada experimentalmente (2uL/g) a
lo largo de este aumento, los valores de la [Glucosa] comienzan a
perder su comportamiento ascendente para comenzar a decaer, debido
a una posible perdida de la difusibidad y a la gran cantidad de sustrato
en el medio de reaccién, pero igualmente se puede ver que a medida
que se aumenta la concentracion de sustrato, y con ella la relacion

Enzima / Sustrato, hasta los limites estudiados la pendiente ascendente

continud creciendo.

[Glucosa]
Il 20.0
I 110.0
B 130.0

150.0
170.0
190.0
210.0
230.0
250.0
270.0
290.0

_ | I 310.0
1 -0.6 Enzima Sustrato I 330.0

[Glucosa]

[Sustrato]

Figura 13. Superficie de respuesta estimada
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Tiempo=0.0

[Sustrato]

-0.2

0.2 0.6

Enzima Sustrato

1

Figura 14. Contorno estimado de la superficie de respuesta

[Glucosa]

] —130.0
1 — 148.0
1 — 166.0
1 — 184.0

— 202.0
— 220.0
— 238.0

1 — 256.0

274.0

] — 2920
1 — 310.0

— 328.0

En la Tabla 9 se reportan los resultados de la validacién del modelo de

prediccion

Tabla 9. Validacién del modelo descrito por la ecuacion 1

Condiciones de hidrolisis Concentracion de Glucosa
Enzima Sustrato [Sustrato] Predicho | Experimental % Error

5 32 235,0 215,5 8,3

5,6 31 241,7 220,1 8,9

44 34 231,9 218,5 5,8

4,8 33 237,3 229.0 3,5

4.4 32 257,2 235,8 8,3

4,8 31 219,0 205,8 6,0

5,2 34 2443 228,6 6,5
Porcentaje de error promedio 6.8

Como el porcentaje de error en promedio no sobrepaso el 10%, se

puede decir que el modelo matematico se ajusta experimentalmente a
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la ecuacion 1 y representa la influencia de las variables, sobre la

respuesta, [Glucosa] producida de manera confiable.

4.4. Estudio de las enzimas y sus productos en un proceso

de fermentacion a partir del almidén de yuca

Los resultados obtenidos en esta etapa (Tabla. 10) mostraron ser

favorables para ambos procesos: hidrélisis - fermentacion discontinuo e

hidrdlisis - fermentacion simultaneas, comparadas con los valores de

fermentacion obtenidos en la estandarizacion interna del proceso de

fermentacion las cuales partian de glucosa analitica, siendo el

coeficiente de productividad volumétrica con el almidén de yuca

hidrélizado el de mayor similaridad al de glucosa como sustrato.

Tabla. 10 Resultados de los diferentes procesos de fermentacion probados.

Sustrato de fermentacion | qp (h™")| Qp (g/I*h) | T-f (h)
Almidon hidrolizado 64,8 3,2 20
Almidén nativo 36,4 1.8 20
Glucosa* 82,5 3,6 23

ap (h™")= productividad especifica

Qp (g/I"h) = productividad volumétrica
T-f (h)= tiempo de fermentacion

* Galvis J.M. Bucaramanga 2009. Tesis de pregrado en Quimica. Facultad de

ciencias.
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CONCLUSIONES

e Las mejores condiciones de licuefaccion del almidén de yuca a un
volumen de 200ml para la a-amilasa (Liquozyme® SC DS) son: pH

5,0, temperatura de 80°C, dosificacion de enzima 0,0280 %(p/p).

e Para la glucoamilasa (Spirizyme® Fuel), las mejores condiciones
para el proceso de sacarificaciéon son: pH 4,5, temperatura de 70°C,

dosificacién de enzima 0,0631 % (p/p).

e Parala mezcla enzimatica a-amilasa y glucoamilasa (Stargen™ 001)
utilizada en el proceso licuefaccidn —sacarificacion simultaneas las
mejores condiciones de trabajo son: pH 4,0, temperatura de 46 °C,

dosificacién de enzima 0,023% (p/p).

e Algunas de las condiciones de trabajo recomendadas por las fichas
técnicas y por otros articulos de estas enzimas (Licuozyme SC DS y
Spirizyme de Novozymes) como las temperaturas de 80y 70 y pH
de 5,0 y 4.5 respectivamente, las cuales fueron creadas para
trabajar con sustratos diferentes al almidon de yuca, fueron

comprobadas en la optimizacién del proceso.

e Al escalar de 200 a 600 mL el proceso de hidrdlisis del almidon de
yuca utilizando la enzima en su estado puro se encontraron mejores
resultados, ademas de reduccién en el tiempo de trabajo, al igual

que al aumentar la concentracion de sustrato de 25 a 40%.
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Se comprobo en el proceso de hidrdlisis - fermentacion simultaneas,
utilizando la enzima Stargen 001 de Genecor como lo recomienda
su ficha técnica y su capacidad de accion a temperaturas de
fermentacion (32°C), causando el ahorro tanto de procesos como de

costos energéticos.

Los jarabes glucosados obtenidos en los procesos de licuefacciéon
sacarificacion en discontinuo y la licuefaccion sacarificacion
simultaneas son aprobados como sustratos para el proceso de

fermentacion.
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RECOMENDACIONES

e Ampliar los estudios y verificar las condiciones de trabajo
encontradas para estas enzimas a escala de planta piloto y asi
verificar la viabilidad de industrializar tanto dichas enzimas, como la

utilizacion de almidon de yuca como sustrato.

e EI analisis del proceso de licuefaccion-sacarificacion simultanea,
con la enzima Stargen™ 001, al momento de escalar a nivel de
planta piloto puede ser prometedor por el ahorro de energia y de

procesos que el uso de enzima puede generar.
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ANEXO 1

DERTERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA EN UNA
ENZIMA POR EL METODO DE BRADFORD.*2

El maximo de absorbancia del colorante azul de Coomasie en solucién
acida varia de 495 a 595nm. Emplea un colorante hidrofébico cuyas
disoluciones acuosas en presencia de acido. fosférico tienen un color
pardo y que, al encontrarse en el entorno hidrofébico del interior de una
proteina, reacciona principalmente con residuos de Arg y en menor
grado con residuos de His, Lys, Tyr, Trp y Phe, originando un color azul
intenso que se puede medir facilmente; es relativamente sensible a la
presencia de contaminantes tales como restos de detergente y liquidos

organicos como el metanol.

e Preparacion de 500ml de reactivo de Bradford:

Disolver 50mg de azul brillante de Coomasie G250 lentamente en 25ml
de etanol, al 95% cubriendo el recipiente con papel aluminio (para
evitar reacciones secundarias por accién de la luz). Una vez diluido
agregar 50ml de acido orto-fosférico (HoPO4 ) al 85% (p/v), la solucién
resultante se afora a 500ml con agua destilada y almacenar

refrigerado.
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Figura 15. Curva de calibracion de Bradford en Buffer 0.016M pH: 5,0

De la Figura 15 se obtiene la siguiente ecuacion de la curva Y = 0.8819
[proteina](mg/mL) + 0,0047 la cual se utiliza para la determinacion de

la concentracion de proteina de las enzimas analizadas por

interpolacion de los datos.
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ANEXO 2

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR METODO
DEL ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO (DNS).*

El método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), se basa en la reduccion
del DNS (de color amarillo) por la glucosa u otro azucar reductor al
acido 3-amino-5-nitrosalicilico (de color rojo ladrillo), esta reduccién
produce una coloracion que se hace mas intensa a medida que
aumenta la concentracion de azucares reductores la cual se evidencia
por medio de la lectura de la absorbancia a 540 nm conllevando a la

aplicacion de la Ley de Beer_Lambert.

HO O COCH
L oH HO Lo
OH + HO—T— OH , HO——
oL, 0 O _’o ——0oH
I i —©H ! MH, —1 oH
o] o] CHOH o CH ,OH

Arido 3,5-dinitrosalicllico
(amarille)

D-Glucosa

Acide 3-amino-5-nitro

Acido D-glucsnico

salicilico ([l

e Preparaciéon de 250ml del reactivo DNS al 1%

Mezclar 4.0g de NaOH con 759 de tartrato de sodio y potasio, en un
recipiente protegido de la luz con papel aluminio, calentar y agitar
adicionando lentamente 2.5g del acido 3,5-dinitrosalicilico; tapar dejar
enfriar y aforar a 250ml con agua destilada. Posteriormente se guarda
almacena en un frasco ambar, cubierto con papel aluminio, para evitar

posteriores reacciones secundarias.
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Figura 16. Curva de calibracién de glucosa en Buffer 0.016M pH: 5,0

La siguiente es la ecuacion obtenida de la curva de calibracion Figura
16, la cual se utilizé para la obtencion de los datos requeridos en la

determinacion de la actividad enzimatica. Y= 0.6049 [Glucosa] (mg/ml)
—0.0258 y de los equivalente de dextrosa (ED) junto con las Ec. 2y 3.

1 mol . TO_SﬂmOf* VMontaje . fd
PM 1 mol V' Enzims

Actividad enzimatica = Glucosa (g/L)

Ec. 2. Calculo de la actividad enzimatica

PM = peso molécular de la glucosa (g/mol)
V montsie = volumen del montaje de reaccion
V Enzima = Volumen de adicion de enzima

fd = Factor de dilucién

W azicares recuctores como glucosa fofl) 100

% Equivalentes de dextrosa (ED) = W
Sustrato seco (]

Ec.3. Calculo de equivalentes de dextrosa

W = Peso (g/L)
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ANEXO 3

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA POR
METODO DEL LA GLUCOSA OXIDASA. **

LA Glucosa Oxidasa es una flavoproteina que cataliza la oxidacion de la
B-D-glucosa formando asi el peroxido de hidrogeno y D-glucono-o-
lactona. El peroxido de hidrogeno se cuantifica via la reaccion de
peroxidasa donde el oxigeno se transfiere del perdxido de hidrogeno a
un aceptador cromatico produciendo un tinte de quinonaimina, la cual
es medida directamente a 500nm. La intensidad del color del tinte es
directamente proporcional a la concentracion de la glucosa en la
muestra del suero. El esquema de la reaccidén ilustra las eventos que

ocurren en este procedimiento:

Glucosa oxidasa
Glucosa + ¥ 0+ H,0 - Glucénico +H;0;

peroxidasa

2 H;0, + 4- Aminiantipirina + Fenol ——  Quinonaimina + 4 H,0

La concentracion de glucosa en cada una de las muestras se calcula de

la siguiente manera.

Ec.3 Calculo de la concentracién de glucosa

A Muestra

C Muestra = + C Patron

A Patron
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RESUMEN


TITULO:


“OBTENCIÓN DE JARABES DE GLUCOSA A PARTIR DE ALMIDÓN DE YUCA POR MEDIO DE HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA, PARA SER USADOS COMO SUSTRATO EN LA PRODUCCIÓN DE BIOETANOL”


Ruiz Camacho Mónica Irene*, Molina Velasco Daniel Ricardo**, & Sánchez Suárez Clara Inés***.


Palabras claves: Almidón de yuca, Almidón,  Hidrólisis enzimática, Yuca


Se evaluaron a nivel de laboratorio los parámetros de la hidrólisis enzimática del almidón, para la producción de jarabes de glucosa. Se compararon las enzimas de Novozymes  y Genecor International. Se evaluaron la (-amilasa del Bacillus licheniformis (Liquozyme( SC DS, de Novozymes),  en un rango de pH 5,7-6,0, de temperatura 82-86°C, dosificación de enzima % (p/p) 0,013-0,025; igualmente, la  glucoamilasa del Aspergillus niger (Spirizyme( Fuel, de Novozymes), en un rango de pH 3,5-5,5, de temperatura 32-70°C, dosificación de enzima % (p/p) 0,04-0,06; y finalmente la mezcla enzimática fúngica (-amilasa del Aspergillus kawachi y glucoamilasa del Aspergillus niger (STARGEN( 001, de Genecor International), en un rango de pH 3,0-4,5.,  temperatura  de fermentación de 20-40°C, dosificación de enzima 1,0-2,5 kg/MT de grano seco. Se utilizaron los métodos analíticos del ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS),  glucosa oxidasa y Bradford, para medir y determinar los valores de equivalentes de dextrosa (ED) y actividad enzimática, concentración de glucosa y concentración de proteína, respectivamente. Adicionalmente se estandarizaron y validaron las condiciones, por tamizaje y estudio estadístico (ANOVA) de los datos obtenidos por medio del programa estadístico STATGRAPHIC Centurión XV. Se encontró que las mejores condiciones de hidrólisis enzimática de almidón de yuca fueron: (-amilasa (Liquozyme( SC DS) a pH 5,0,  temperatura de 80°C, dosificación de enzima % (p/p) 0,0280; con  glucoamilasa (Spirizyme( Fuel) pH 4,5, temperatura 70°C, dosificación de enzima % (p/p) 0,0631; y finalmente la mezcla enzimática (-amilasa y glucoamilasa (STARGEN( 001) pH 4,5, temperatura  de 46 °C, dosificación de enzima 0,023% (p/p).
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ABSTRACT 

TITLE: 
"PRODUCTION OF GLUCOSE SYRUP FROM CASSAVA STARCH HYDROLYSIS USING ENZYME, SUBSTRATE TO BE USED PROCESSES FOR BIOETHANOL PRODUCTION" 



Ruiz Camacho Mónica Irene*, Molina Velasco Daniel Ricardo**, & Sánchez  Suárez Clara Inés***.


Keywords: Cassava starch, starch, enzymatic hydrolysis, cassava 



Enzymatic hydrolysis of starch for producing glucose syrups were evaluated at laboratory scale. Enzymes provided from Novozymes and Genecor International were compared. Alpha-amylase from Bacillus licheniformis (Liquozyme( SC DS from Novozymes), in a range of pH  5.7 - 6.0, temperature 82-86 ° C, enzyme dosage % (w/w) 0.013-0.025; and also glucoamylase of the Aspergillus niger (Spirizyme( Fuel of Novozymes), in a range of pH of 3.5-5.5 , temperature 32-70 ° C, enzyme dosage % (w/w) 0.04-0.06; and finally the enzyme mixture of fungal (-amylase and Aspergillus Kawachi glucoamylase of Aspergillus niger (STARGEN( 001 of International Genecor), in a range of 3.0-4.5 pH, fermentation temperature of 20-40 ° C, enzyme dosage of 1.0-2.5 kg / MT of dry grain were evaluated. The 3.5-dinitrosalicylic acid (DNS), glucose oxidase and Bradford analytical methods were used to measure and determine dextrose equivalent (ED) and enzyme activity, glucose concentration and protein concentration, respectively. Additionally, standardized and validated conditions for screening and statistical analysis (ANOVA) of data obtained through the statistical program STATGRAPHICS Centurion XV. It was found that the best conditions for the enzymatic hydrolysis of cassava starch  were: (-amylase (Liquozyme( SC DS) at pH 5.0, temperature at 80 °C, enzyme dosage of 0.0280 % (w/w); and with glucoamylase (Spirizyme( Fuel) at pH 4.5, temperature at 70 ° C, enzyme dosage 0.0631 % (w/w); and finally enzymatic mixture of (-amylasee and glucoamylase (STARGEN( 001) at pH 4.5, temperature 46 ° C, and enzyme dosage of 0.023% (w/w).
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INTRODUCCIÒN

Colombia entró en la era de los bio-combustibles mediante la Ley 693/2001, que ha llevado al gobierno a  extremar las medidas de control y prevención de requisitos exigidos tanto para las condiciones de operación de los motores de combustión interna, como la formulación de los combustibles. Se considera el uso de etanol carburante en las gasolinas y en el combustible diesel en los principales centros urbanos, como: vía de reducción de las emisiones de gases contaminantes a la atmósfera, ya que estos son productos 85% biodegradables en aproximadamente 28 días; disminución de la dependencia de combustibles fósiles y la autosuficiencia energética del país. Además los bio-combustibles representan una nueva reactivación para la agricultura  y el empleo productivo tanto agrícola como industrial, permitiendo el desarrollo tanto local, como regional.1


Actualmente, el etanol se genera de una gran variedad de productos agrícolas como caña, maíz, remolacha, trigo, cebada, yuca, y sustancias celulosicas entre otros; sin embargo, la producción mundial se basa principalmente en la caña de azúcar (Brasil) y el maíz (Estados Unidos)  2,3


Para aprovechar la ventaja que representan los bio-combustibles en el sector agrícola, deben desarrollarse desde una perspectiva energética, nuevos cultivos más productivos, de fácil acceso, segura, efectiva y con menores costos de producción.4,5


La yuca (Manihot esculenta Crantz) a nivel mundial es producida principalmente como un cultivo de subsistencia por pequeños agricultores  ya que  se adapta bien a los suelos pobres en nutrientes y es relativamente resistente a enfermedades presentando buen rendimiento.2, 6 Existen y se buscan explotar algunas variedades que no son de consumo humano, como las de yuca amarga, nombre dado por su contenido de ácido cianhídrico libre y de cianoglucosidos 6. Además el rendimiento de cultivo es un factor clave al momento de decidir dónde invertir en un proyecto de este tipo y Colombia ofrece un alto rendimiento en caña de azúcar, palma de aceite y yuca, ocupando siempre los primeros puestos en productividad entre los países productores.7

Colombia tiene gran importancia en términos de productividad dado su clima, sus suelos fértiles y su capacidad de producción permanente, a demás exhibe gran disponibilidad y diversidad. El cultivo de yuca ha venido creciendo rápidamente  y su productividad ha venido mejorando a medida que se implementan nuevas tecnologías de producción. 8

La yuca en Santander junto con otra variedad de productos agrícolas es fuente alternativa de almidón tanto para la producción de etanol como para la obtención de jarabes glucosados y de otros  oligosacáridos llamados dextrinas.9

Con este estudio de la producción  de jarabes de glucosa que son utilizados como precursores en la obtención de bioetanol (alcohol carburante), se busca probar nuevos métodos y enzimas  tomando como precursor el almidón de yuca, que presenten una menor cantidad y concentración productos secundarios no deseados, la disminución de costos en el procesamiento y una producción más limpia. La innovación continua de los medios enzimáticos y su tecnología permiten que cada día los resultados sean mucho mejores y que este tipo de bio-combustible pueda ser una alternativa energética real, que no solo presente características equivalentes a los de procedencia fósil, produzca menos contaminación, sino que también en el conjunto de procesos de obtención se consigan balances energéticos positivos y que además puedan llegar al mercado con un costo similar al de productos derivados del petróleo a los que  tratan de sustituir.4,5,8

El estudio de las variables y su validación en la producción de jarabes de glucosa por medios enzimáticos, es el objetivo de este trabajo y uno de los objetivos del macroproyecto. “Aumento de la Productividad del Cultivo de la Yuca en Santander, su utilización como Materia Prima para la Obtención de Bio-etanol y Bio-butanol y Estudio del Proceso de Transformación Catalítica de Bio-etanol a Butanol” en el cual esta incluida la presente investigación (proyecto del Ministerio de Agricultura y desarrollo rural). 

1.  MARCO DE ANTECEDENTES

En 1812, Kirchoff logró la hidrólisis de almidón por calentamiento con  ácido sulfúrico. Dos décadas más tarde, Payen y Presoz  en 1833, realizaron una precipitación con etanol de sustancias solubles en agua aisladas de un blanco de la germinación de trigo; esta sustancia capaz de hidrolizar el almidón fue nombrada diastasa y más tarde amilasa. En 1835, Berzelius demostró que el extracto de la cebada germinando cataliza con más eficacia la hidrólisis del almidón que con el ácido sulfúrico y en condiciones más leves, acuñandose el término de catálisis.10

En 1890 Christian Hansen impulso la producción comercial de enzimas 11, y más adelante Dale y Langlois (1940) usaron una (-amilasa de hongos para la fabricación de jarabe comercial. En 1951, las enzimas  de Aspergillus Níger y Rhizopus se caracterizaron y nombraron como amiloglucosidasa y glucoamilasa, respectivamente (Kerr et al. 1951 y Phillips y Caldwell, 1951 a y b),  aunque en la actualidad el nombre trivial oficial para ambas enzimas es glucoamilasa.  Luego en 1992 Schenck, utilizó una mezcla de glucoamilasa y  (-amilasa como un nuevo proceso de  hidrólisis de almidón 


Posteriormente las investigaciones se centraron en la eliminación de la enzima contaminante transglucosidasa (que reduce el rendimiento de la producción de glucosa). 


La operación comercial, para la producción de glucosa cristalina, se inició en 1960, alcanzando el éxito comercial con la sacarificación enzimática.


Posterior se investigó en la sustitución total de la hidrólisis ácida mediante el desarrollo de un (-amilasa resistente a la temperatura que pueda licuar el almidón de manera eficiente. La bacteria termoestable bacteriana (-amilasas se había desarrollado en el año 1900 por Boidin y Effront (1917a, b) y se utilizó desde entonces en la elaboración de la cerveza, los textiles y las industrias de papel, por lo tanto, era un paso lógico  utilizar estas (-amilasas  termoestables para la licuefacción de almidón. Los primeros procesos comerciales se aplicaron en la década de 1960. 12


Además de las enzimas, los almidones y las féculas también han sido modificados tanto genética como enzimáticamente para obtener almidón con mayor porcentaje de amilosa ( Wong et al. 2007) 15 ya que la mayoría de los estos almidones contienen entre el 15% y  el 30% de amilosa y así poder formar  geles más estables.


A nivel industrial se han desarrollado métodos más económicos para la producción de amilasas para el procesamiento de almidón como la fermentación en estado sólido (SSF) y la fermentación sumergida (SMF),  siendo el primero el más barato. 14

A pesar de las excelentes propiedades catalíticas de las enzimas, estas no siempre poseen todas las propiedades necesarias para su uso en reactores industriales, por lo que requieren mejorarse antes de proceder a su utilización (Konsoula et.al. 2006) 15,16, como es el caso de la nueva generación de enzimas por parte de Genecor International (Stargen001) y Novozymes NA (BPX) entre otros,  tales como la α-amilasa de Aspergillus kawachi y la glucoamilasa de Aspergillus niger  (presentes en la enzima comercial, STARGEN 001TM.), las cuales trabajan sinérgicamente para hidrolizar almidones granulares directamente de la materia prima en un solo paso y a una temperatura de 32°C muy por debajo de la temperatura de gelatinización.  Tienen la ventaja de exo-actividad de glucoamilasa que es capaz de perforar fuerte y profundamente los gránulos de almidón, así como la endo-actividad de α-amilasa, que permite la ampliación de los gránulos del almidón. Esta combinación mejora la liberación de glucosa en un sistema continuo de almidones granulares. 17,18. 


Las enzimas pueden ser afectadas positiva o negativamente, por lo que la identificación y la optimización de las variables mejora la viabilidad de estos procesos biotecnológicos. Las condiciones que pueden afectar los sitios activos de estas son: temperatura, pH, tiempo de reacción, concentración enzimática, viscosidad, velocidad de agitación, concentración de productos  hidrolizados, concentración de iones Ca+2. Esto ultimo debido a que algunas enzimas resultan ser calcio dependientes para su activación, pero altas concentraciones del mismo también la pueden afectar. 19,20,21

La alternativa de inmovilizar enzimas resulta muy atractiva para evitar costos asociados a su extracción y su recuperación,11 generando un valor agregado a las reacciones de degradación enzimática, comparadas con las que se aplican en forma soluble. Estas producen un aumento de la estabilidad de la enzima inmovilizada al hacerla mas resistente a la autólisis, un aumento  de la productividad al aumentar su tiempo de vida media, además pueden ser reutilizadas después de un simple lavado, facilitando la operación y control de procesos, se pueden obtener productos más purificados y  es fácil de recuperar por filtración o centrifugación simple sin la ayuda de inhibidores, ni de precipitantes.


Otra posibilidad prometedora es la formulación de sistemas multienzimáticos inmovilizados al unir más de un tipo de enzima a la matriz.


Dentro de los tipos de inmovilización enzimática se encuentran los métodos de retención química generando enlaces covalentes y no covalentes (absorción) y una retención física o atrapamiento que se da en una variedad de matrices y de membranas.


Sin embargo, ni el soporte sólido o matriz ni los ligandos deben reaccionar con el sustrato y el producto. Algunos de estos incluyen esferas de vidrio o de metal, poliestireno, cerámica, tela de algodón, alginato y quitosán, entre otros.22, 23, 24, 25, 26,27 

También se han buscado métodos de calentamiento rápido, buscando la reducción del consumo de energía. Para el calentamiento de materiales no metálicos (caso del almidón) se ha utilizado durante mucho tiempo técnicas de conducción térmica, de convección y de radiación, en estos casos se aplica el calor a la superficie del material el cual pasa al interior mediante conducción térmica, lo que requiere tiempo considerable debido a la baja conductividad de estos materiales. Contrario a la conducción, las microondas generan calor dentro del material de manera suficientemente uniforme y rápida a diferencia de los aparatos de calentamiento convencional poseen una gran limitación en su costo ya que no se justifica ante el reducido valor de los productos, además del costo significativo de energía eléctrica que se consume. 28 


Baks et al. 2008, realizaron una comparación de rendimientos de producción de glucosa al tratar almidón a altas temperaturas y altas presiones en la etapa de gelatinización, con una misma enzima. Encontraron un alto nivel de dextrosa al tratar el almidón con altas temperaturas (0,1 MPa, 90 °C), por el contrario, al ser tratado con altas presiones (450 MPa, 50 °C) el nivel de dextrosa cayó, aunque no tanto como en la hidrólisis del almidón nativo sin gelatinizar. Estos resultados pueden ser explicados debido a la diferencia estructural del almidón en cada uno de los tres procesos nombrados. 29

Por otro lado, los procesos de reacción continuos tienen mayores ventajas frente a los procesos por lotes o baches debido a los menores costos del biorreactor, menores requerimientos de mantenimiento y operación, mejor control del proceso, mayor productividad. Permiten  además de la utilización de enzimas inmovilizadas (de flujo taponado) o el uso de una membrana de ultrafiltración (de alimentación continua) permitiendo el recirculado de la enzima y del sustrato sin digerir, como la adición de más enzima si es necesario. 5, 9,30

2. MARCO TEÓRICO


2.1.  Yuca


2.1.1.  Generalidades


La yuca es una de las principales plantas tropicales difundidas en todos los continentes, es originaria de la zona tropical de América. Esta planta florece en suelos pobres de toda la región ecuatorial, con periodos vegetativos que van desde 8 hasta 12 meses.


Según su clasificación taxonómica, la yuca  Manihot esculenta crantz, pertenece a la familia Euphorbiaceae. Tabla 1


Tabla 1. Clasificación taxonómica de la yuca. 9 

		Clase

		Dicotyledonea



		Subclase

		Archichlamydeae



		Orden

		Euphorbiales



		Familia

		Euphorbiaceae



		Tribu

		Manihoteae



		Género

		Manihot



		Especie

		Manihot esculenta crantz





Existe una gran variabilidad de arquitectura de la planta dentro de esta familia, desde los tipos arbóreos hasta los arbustos.31 Las variedades de  yuca se agrupan en dos grandes grupos: yuca dulce o comestible y yuca amarga o brava. Esta clasificación se basa en el mayor o menor cantidad de glucósidos tóxicos, los cuales se forman por la acción de la enzima linamarasa al romper los tejidos sobre dos glucósido cianogénicos llamados linamarina y lotaustralina.2 Las variedades amargas tienen una mayor cantidad de glucósidos tóxicos en la pulpa de la raíz, mientras que la dulce contiene trazas en la cáscara, las cuales desaparecen durante la cocción. Las amargas se cultivan para la producción de almidón de yuca comercial, debido a que su contenido de almidón es más alto que en las variedades dulces.


Los gránulos de almidón de yuca son redondos, ovales y poseen un borde dentado, haciéndolos más blandos que los  gránulos de maíz, y menos rígida y compacta su estructura. 28


La variedad amarga es más eficiente en cuanto a la producción de almidón, la hace especialmente apta para ciertos procesos industriales, con rendimientos de hasta 80 ton/ha por año bajo condiciones experimentales, siendo su potencial similar al de la caña de azúcar, el maíz el sorgo y el arroz. Su potencial de rendimiento sobresale al compararse con otros cultivos, por tener la habilidad de crecer donde otros cultivos no lo hacen. 31


2.2   Almidón


2.2.1.  Generalidades


Los almidones se encuentran almacenados en forma condensada como material de reserva de energía química en todas las plantas fotosintéticas. Este carbohidrato se almacena en las semillas, los tubérculos carnosos y las raíces con la finalidad de suministrar un alimento de reserva a los tejidos que se desarrollaran al crecer las plantas. Es sintetizado por las plantas al tomar dióxido de carbono del aire, el agua y la luz solar como fuente de energía produciendo glucosa (C6H12O6) como intermediario. Se encuentra en las plantas como partículas definidas o gránulos compactos e intracelulares de 1–100 (m de diámetro; su aspecto físico y las propiedades de los gránulos varían ampliamente de una planta a otra y pueden utilizarse para clasificarlos de acuerdo a su origen. Están constituidos por unidades anhidras de D-glucosa (C6H12O6), unidas principalmente por enlaces glucósidicos (-D-(1-4), las cuales forman dos tipos mayoritarios de polímeros: uno lineal llamado amilosa (porción interna del gránulo) y uno ramificado denominado amilopectina (porción externa del gránulo), el cual es el principal constituyente, siendo una de las macromoléculas mas grandes con un peso molecular de 107 a 109 KDa, dispuesta en una configuración de doble hélice.


Las fracciones de amilosa y amilopectina se encuentran orientadas en los gránulos de almidón en forma radial y es la presencia de estas en la estructura macromolecular lo que explica las propiedades fisicoquímicas de este producto y su comportamiento con relación a la viscosidad, hinchamiento, gelificación y engrudización en solución acuosa.28,32,33

El almidón de yuca gelatiniza como el almidón de arroz y el de maíz ceroso a temperaturas relativamente bajas (55-65°C); el pico máximo es alcanzado rápidamente, lo que implica que es un almidón fácil de cocinar  tiene una tendencia baja a la retrogradación y produce un gel muy claro y estable. Aunque la viscosidad de la pasta es inicialmente alta, ésta decae bruscamente con solubilización continua y agitación por encima de 90°C sin formación de gel al enfriarse. 


Este comportamiento del almidón de yuca lo hace conveniente tecnológicamente como sustrato para procesos hidrolíticos, pero inapropiado como sustituto para los almidones de cereales en  procesos que requieren retrogradación.


También se ha encontrado que las pastas de almidón de yuca son estables a medio ácidos por debajo de pH 2,4, medio en el cual hay destrucción del gránulo y del aspecto físico de la pasta, debido a una hidrólisis parcial o total de las pastas.


Los gránulos del almidón de papa y yuca contiene menor porcentaje de sustancias grasas comparado con los almidones de los cereales (maíz y arroz), ésta composición favorece el almidón de yuca ya que estos lípidos forman un complejo con la amilosa, que tiende a reprimir el hinchamiento y la solubilización de los gránulos, requiriendo temperaturas más altas (<125°C) para romper la estructura amilosa-lípido y solubilizar la fracción de amilosa. 31

· Amilosa 


Es un polímero lineal que forma largas cadenas, formadas por unidades anhidras de glucosa, unidas mediante enlaces α-(1-4) (el carbono-1 de unidad de D-glucosa enlazado al carbono-4 de la siguiente) Figura 1a. La mayoría de los almidones contiene entre un 20-30% de amilosa. Por su estructura flexible presenta una estructura helicoidal de 6 o 7 residuos de glucosa 34 unida por átomos de hidrógeno por lo que es lipofílica, mientras que los grupos hidroxilos están situados en el exterior de la hélice  haciéndolo hidrofílicos. 


En los extremos, esta molécula polimérica de unidades de glucosa anhidra posee un hidroxilo primario y dos secundarios así como un grupo aldehídico reductor en la forma de hemiacetal, el cual es llamado extremo reductor de la molécula. El opuesto no reductor contiene un hidroxilo primario y  tres hidroxilos secundarios y es, esta abundancia de grupos hidroxílicos, la que le imparte la propiedad hidrofílica a este polímero, sin embargo a causa de su linealidad y movilidad y los grupos hidroxilos, tiende a orientarse de forma paralela muy cercana entre si permitiendo la formación de puentes de hidrógeno con los hidroxilos del polímero adyacente resultando en la reducción de la afinidad del polímero por el agua y la opacidad de la solución.


La linealidad de la amilosa favorece la formación de fuertes películas debido a la asociación intermolecular además de ser la responsable del fenómeno de retrogradación.32, 35


Es capaz de formar rápidamente complejos con ácidos grasos y con alcoholes orgánicos. Aunque no es soluble, forma micelas hidratadas que da un color azul con el yodo, el cual permite su determinación cualitativa.  9,28,36
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Figura 1. Estructura química de amilosa (a) y amilopectina (b) 37


· Amilopectina


Constituye el 70-80% del almidón y es un polímero ramificado constituido de unidades de glucosa, unida mediante enlaces α-1-4(en su mayoría) y α-1-6(para las ramificaciones) Figura 1b donde hay un punto de ramificación por cada 20-30 unidades de glucosa.  El gran tamaño y la naturaleza de las uniones de amilopectina reduce la movilidad de los polímeros e interfiere con la tendencia de poder llegar a orientarse muy cercanamente entre ellas y permitir la formación de enlaces hidrógeno, significativos. Por  lo anterior, en la gelificación las soluciones acuosas de amilopectina son caracterizadas por estabilidad y claridad, y las soluciones de amilopectina no forman películas tan fuertes y flexibles como la amilosa. 32, 35


A diferencia de la amilosa, la amilopectina no forma complejos con ácidos grasos o con alcoholes orgánicos y produce disoluciones helicoidales o micelares que dan una coloración rojo violácea con el yodo, debido a su poca afinidad. 9,28, 36


En la Tabla 2. se comparan algunas propiedades de la amilosa y la amilopectina.

Tabla 2. Propiedades de las macromoléculas del almidón: amilosa y amilopectina.33          


		Propiedad

		Amilosa

		Amilopectina



		Peso molecular

		1-2 x 105

		> 2 x 107



		Grado de polimerización

		990

		7200



		Ligamentos glicosídicos

		( - D (1 – 4)

		( - D (1 – 6)



		Estructura molecular

		Básicamente lineal

		Muy ramificada



		Susceptible a la retrogradación

		Alta

		Baja



		Afinidad don el yodo

		20.1 g/100 g

		1.1 g/100 g





2.2.2.
Gelatinización


Para los almidones, es un tratamiento hidrotérmico que facilita la acción enzimática y química dado que en su estado nativo presentan resistencia a estos dos procesos y poseen baja capacidad de embeber agua. Cuando una suspensión de almidón es calentada a temperaturas mayores a 55°C, 33 la naturaleza semi-cristalina de los gránulos se vuelve totalmente amorfa y las moléculas de agua alrededor de los gránulos alcanzan un nivel energético suficiente para disociar los enlaces de hidrógeno que mantiene ordenadas las cadenas moleculares de las dobles hélices en el interior del gránulo  por lo que se hinchan irreversiblemente superando varias veces su propio peso aumentando la viscosidad y perdiendo las propiedades de birefrigerancia de los gránulos.33,34,35 (Figura 2)  

Cuando estas pastas o engrudos se dejan enfriar o son almacenados se produce un fenómeno conocido como retrogradación el cual es la formación de un precipitado (cristalización) según sea el origen o la concentración de almidón debido a la asociación lenta de las moléculas de amilosa. 9,28

El grado de gelatinización es un parámetro importante que se ve afectado por la temperatura, la presión, la concentración de almidón  y el tiempo de tratamiento.29 Aparte de la temperatura, la gelatinización también se inicia por altas presiones hidrostáticas, aunque la degradación de los gránulos sucede de diferente manera, por lo que la viscosidad suele ser menor que después del tratamiento con calor, debido que los gránulos de almidón se mantienen intactos en su mayoría y la amilosa solubiliza pobremente.33 (Figura.3)
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Figura 2. Cinética de gelatinización de los gránulos de almidón




Figura 3.  Esquema de gelatinización del almidón.  Las estructura cristalina al hidratarse se convierte en laminas amorfas. Al ser sometidas a presiones altas la desintegración es incompleta. 33

2.3  Hidrólisis de almidones


El término hidrólisis aplica a las reacciones químicas orgánicas o inorgánicas donde el agua efectúa una doble descomposición con otro compuesto, el hidrógeno va a un componente y el hidroxilo al otro. (Figura 4)
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Figura 4.  Hidrólisis de carbohidratos.40 


2.3.1  Hidrólisis ácida


Las moléculas de almidón tratadas con ácidos en caliente se rompen en cadenas cortas de dextrinas. El porcentaje de degradación depende de la concentración del ácido, la temperatura y el tiempo de hidrólisis. Los ácidos más utilizados para la producción de dextrinas son el ácido clorhídrico, el ácido nítrico y el ácido sulfúrico. Los productos de degradación son principalmente jarabes de glucosa, el hidroximetilfurfural, el ácido levulónico y el ácido fórmico, que da al jarabe un sabor amargo. La combinación de unidades de D-glucosa o de esta con fragmentos como maltosa, conduce a la formación de productos de reversión los cuales pueden ser hidrolizados, un ejemplo de estos productos de síntesis es la genciobiosa. 6


2.3.2.  Hidrólisis enzimática


Este proceso llevado a cabo por enzimas tiene por objeto la transformación de las materias primas amilaceas en azucares. Ellas pueden encontrarse en la saliva, los jugos pancreáticos, las células de la sangre, las semillas, los granos de muchas plantas, en hongos y bacterias. Estas se dividen en dos clases formalmente conocidas como Exo y Endo-enzimas. 6,9

2.4  Enzimas


2.4.1 Generalidades


Las enzimas son proteínas (polipéptidos) que contiene cientos de residuos aminoacídicos que actúan como catalizadores efectivos en procesos tanto biológicos como industriales, pero son pocos los que están directamente relacionados en la interacción con el sustrato o con la catálisis de la reacción.39

La estructura tridimensional de una proteína esta determinada por su estructura primaria que determina sus propiedades funcionales y por las condiciones ambientales que las rodean. La estructura secundaria es la resultante de la interacción  entre los residuos aminoacídicos próximos en la estructura primaria. La estructura tridimensional terciaria es la resultante de la interacción de residuos aminoacídicos alejados de la estructura primaria y le confieren a la molécula proteica una estructura compacta y retorcida. Esta estructura configura el sitio catalítico activo de la enzima, por lo que su preservación es esencial para su funcionalidad biológica. 11


La naturaleza de la reacción que es catalizada por enzimas es dependiente de la identidad de los aminoácidos que constituyen el sitio activo. Estos residuos en virtud de su potencial de ionización y la polaridad determinan la especificidad de la reacción y su mecanismo. Los otros residuos aminoacídicos de la cadena polipeptídica prevén la orientación espacial entre el sitio activo, el sustrato y los cofactores necesarios para catalizar la reacción. La flexibilidad de la estructura polipeptídica y la interacción con el (micro) medioambiente son los responsables del control y la regulación de la actividad enzimática.


Algunas requieren un cofactor para aumentar la actividad, que en la naturaleza son derivados de vitaminas provistas para la dieta. Los cofactores pueden ser clasificados como grupos prostéticos, coenzimas e iones metálicos. Los grupos prostéticos  son diferenciados de las coenzimas por su unión más estricta con las enzimas. 40 Algunas de las generalidades  de las enzimas son:


· Estabilidad


La capacidad catalítica (actividad) de una enzima depende de la manutención de la configuración particular denominada estructura nativa, que es la resultante de muchas fuerzas de interacción en la estructura tridimensional, como las descritas anteriormente. 


La desnaturalización o alteración por algún factor se traduce en una pérdida total o parcial de su actividad la cual puede llegar a ser irreversible dependiendo del tipo de estructura que sea desnaturalizada. 


Un aumento de la temperatura en la enzima se traduce en un aumento de la energía vibracional que puede provocar la ruptura de los puentes de hidrógeno y la destrucción de las interacciones apolares.


La disminución de la fuerza iónica del medio también afecta la estabilidad de la enzima por que se disminuyen de las interacciones enzima-solvente y el incremento de las interacciones iónicas intracadena que pueden desestabilizar su estructura. 


El pH afecta fuertemente la estabilidad debido a que la carga de los residuos anminoacídicos de la proteína  depende de la concentración de  protones en el medio. Valores de pH que provoquen acumulación de las cargas (negativas o positivas por encima o por debajo del punto isoeléctrico) pueden provocar desestabilización de la estructura de la enzima debido a las fuerzas de repulsión. (Figura .5)
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Figura 5. Estados de ionización del centro activo de la enzima


· Actividad


La capacidad catalítica o actividad es la propiedad esencial de una enzima. Desde el punto de vista termodinámico, la enzima como todo catalizador actúa disminuyendo la magnitud de la energía de activación que requiere una reacción de transformación de sustrato a producto.


La capacidad catalítica reside en el centro activo el cual es una estructura compleja cuya configuración permite ubicar la molécula de sustrato en la posición correcta para que los grupos funcionales de la enzima efectúen su transformación química resultando así clara la relación entre funcionalidad biológica y estructura tridimensional.  


Desde el punto de vista cinético, la actividad enzimática se traduce en un incremento en la velocidad de la reacción.


· Interacciones que contribuyen a la estabilidad de la enzima


La conformación tridimensional de la enzima en solución esta determinada por complejas interacciones que se establecen tanto en el interior de la proteína como en la superficie, tales como: enlaces puentes de hidrógeno, puentes disulfuro, interacciones de Van der Waals, electrostáticas e hidrofóbicas.


Los puentes disulfuro reducen la posibilidad de desdoblamiento de la enzima y la consecuente desnaturalización al mismo tiempo que limitan la agregación y posterior inactivación irreversible.


Los enlaces tipo puentes de hidrógeno juegan un rol importante en la estabilidad de las enzimas en solventes no acuosos. En agua, una cadena polipeptídica totalmente desdoblada puede llenar sus potenciales puentes de hidrógeno a través de interacciones con el solvente. 11


· Especificidad


Una de las propiedades más sobresalientes de las enzimas como catalizadores es su alta especificidad respecto al sustrato, razón  por la cual esta debe poseer los enlaces químicos que pueden ser atacados por los grupos funcionales del centro activo de la enzima permitiendo su correcta ubicación en él para que la reacción tenga lugar.11


2.5   Enzimas utilizadas en la hidrólisis del almidón


La hidrólisis enzimática del almidón se realiza en dos pasos: licuefacción y sacarificación. La licuefacción es el primer paso en el que se utiliza como catalizadores enzimas como (-amilasas y (-amilasas para la formación de jarabes de dextrinas. El segundo paso, la sacarificación, se realiza utilizando enzimas como glucoamilasas, pullulanasas o mezclas de enzimas; transformando el jarabe obtenido en el paso anterior y llevándolo hasta la formación de moléculas de D-glucosa. La actividad de estas enzimas depende principalmente del pH y de la temperatura. 28,39

2.5.1.  Amilasas


Desdoblan los enlaces (-(1-4) del almidón en varios azucares dentro de los que se encuentran la glucosa y la maltosa; se caracterizan por la facilidad de fragmentación de los almidones en dextrinas reductoras que no dan color con el yodo. 6  


· Existen tres tipos de amilasas que se utilizan en el proceso de licuefacción: la de Bacillus amyloliquefaciens, la de Bacillus liquenifromis  (bacterianas) y la Aspergillus oryzae. Estas se diferencian por su termoresistencia, siendo la B. liqueniformis la más estable con una temperatura óptima de 90°C (dando como productos: maltosa, maltotriosa, maltopentosa) contra 70°C de la B. amyloquifaciens (dando como producto: maltohexosas), finalmente, la ultima de las enzimas se utiliza cuando el  propósito es producir jarabes de maltosa siendo el disacárido de mayor producción. 11

· α-amilasa


La α-amilasa (α-1-4-glucan-glucanohidrolasa, EC 3.2.1.1). Es una endo-enzima extracelular que actúa al azar en la hidrólisis de los enlaces α-(1-4) glucosídicos internos de las moléculas de amilosa y amilopectina, dando lugar a la formación de oligosacáridos  de bajo peso molecular que pueden ser de cadenas lineales o ramificadas (dextrinas), pero no son capaces de actuar sobre enlaces α-(1-6). 


· (-amilasas 


La (-amilasas (exo-maltohidrolasa, α-1-4-glucan-maltohidrolasa, EC 3.2.2.1). Actúa sobre la hidrólisis del almidón produciendo unidades del disacárido maltosa de manera secuencial desde el extremo no reductor de la amilosa y de la amilopectina (razón por la que se denomina como una exo-enzima) invirtiendo los enlaces α-(1-4) en (-(1-4) glucosidicos.


2.5.2.  Glucoamilasa


Dentro de las que se encuentran las de Aspergillus niger y las de Rhizopus sp, siendo más frecuente el uso de la primera. 


La amiloglucosidasa ((-amilasa,α-(1-4) glucan- glucohidrolasa EC 3.2.1.3) actúa como un exo-catalizador de la hidrólisis de enlaces α-(1-4) glucosídicos y debido a su bajo grado de especificidad enlaces α-(1-3) y α-(1-6) glucosídicos, su accionar es mas lento en la producción de moléculas de glucosa. 9,11, 36,41

2.6.  Jarabes de glucosa

Los jarabes de D-glucosa son una mezcla entre una solución acuosa de D-glucosa, maltosa y otros oligosacáridos llamados dextrinas. Estos son caracterizados y clasificados por su “equivalente de dextrosa” (ED) que esta definido como: el porcentaje en peso de glucósidos reductores presentes en el jarabe con respecto al peso de los sólidos totales de oligosacáridos o que su poder reductor es similar al de una solución con % de glucosa igual al ED.

Los jarabes de glucosa se pueden clasificar (Tabla.3) según su contenido de dextrosa. Siendo los jarabes de glucosa tipo III los jarabes fermentables y contienen entre 75-85% de D-glucosa, maltosa y maltotriosa.


Tabla 3.  Clasificación de los jarabes de glucosa según su equivalente de dextrosa (DE) 9

		Tipo de jarabe

		DE



		I

		20-38



		II

		38-58



		III

		58-73



		IV

		> 73





Estos jarabes de altas concentraciones de glucosa solamente se preparan mediante la utilización de enzimas ya que al usar ácidos no se consiguen productos con ED superiores a 60 debido a las reacciones de reversión y deshidratación que sufre la glucosa al estar en contacto con el ácido. 6,9,28 A altas concentraciones de glucosa la enzima cataliza la reacción reversa, estableciendo enlaces α(1-4) y α (1-6) entre moléculas de glucosa, por lo que aunque no ha sido posible superar por esta vía valores de ED entre (97 - 98) en el proceso convencional por lotes, o de 95 ED en procesos continuos al inmovilizar la glucoamilasa. 


Una vez obtenido el grado de hidrólisis requerido, el jarabe de glucosa se concentra hasta aproximadamente 60° Brix y el pH se ajusta a los requerimientos para la tercera etapa: 11 la fermentación  para la obtención de etanol.

3.  METODOLOGÍA


3.1  Obtención del almidón y de las enzimas.


El almidón de yuca se obtuvo de  la planta productora de harina de yuca de la Ganadería Manzanares y Cia Ltda.  


3.2  Métodos analíticos


3.2.1  Determinación de la concentración de proteína por el método del 


          Bradford 42

Para la determinación de la cantidad de proteína presente en cada una de las enzimas evaluadas, se procedió a preparar las curvas de calibración a partir de una solución concentrada de albúmina de suero bovino (ABS) (1mg/mL), realizando diluciones seriadas en agua (Genecor) o Buffer de trabajo (Novozymes) de 0.1 a 1.0 mg/mL.(Anexo1)


La concentración de proteína se determinó por el método colorimétrico de Bradford
, tomando 50 (L de cada dilución y adicionando 2,5 mL de reactivo Bradford. Después de transcurridos 3 minutos de reacción se realizó la lectura a 595nm en un espectrofotómetro Genesys 20. Los resultados se reportan en la Tabla 6


3.2.2  Determinación de azúcares reductores por el método del  DNS 43

Para la determinación de los azúcares reductores se utilizó una concentración de glucosa de (1mg/mL), se realizaron diluciones seriadas en agua (Genecor) o Buffer de trabajo (Novozymes) de 0.1, a 1.0 mg/mL. (Anexo. 2)


Se determinó la concentración de glucosa en función de la concentración de azúcares reductores por el método colorimétrico del ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), se preparó una relación 1:1, (muestra: reactivo), se calentó en baño termostatado a 93°C aprox., por 5 minutos, se detuvo la reacción por choque térmico, se adicionó 10mL de agua destilada y se leyó a 540nm en un espectrofotómetro Genesys 20.


3.2.3 Determinación de la concentración de glucosa por el método de 


          la glucosa-oxidasa


La concentración de glucosa presente en cada una de las muestras tomadas en los procesos de sacarificación fue determinada por la formación de un  complejo coloreado mediante el método colorimétrico de la glucosa oxidasa. (Anexo 4)


Las muestras, blanco y patrón fueron de la siguiente manera:


Tabla 4. Preparación de las muestras para la determinación de la concentración de glucosa 44


		

		Blanco

		Patrón

		Muestra



		Patrón (S)

		-

		10 (L

		-



		Muestra

		-

		-

		10 (L



		Reactivo (A)

		1.0 mL

		1.0 mL

		1.0 mL





Los tubos fueron incubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Algunas de las muestras fueron diluidas antes de la reacción con el reactivo A, pero su cantidad de adición se mantuvo como se indica en la Tabla 4. Todas las lecturas se realizaron a 500nm en el mismo orden de preparación.


3.3. Determinación de la actividad enzimática


El estudio inicial de la actividad catalítica de las enzimas, se realizó para mantener controladas las condiciones de trabajo de estas, ya que por encontrasen en estado liquido, su actividad va descendiendo con el tiempo.


3.3.1  Actividad de la (-amilasa 9


Para la determinación de la actividad de la (-amilasa del Bacillus licheniformis Liquozyme( SC DS de Novozymes se preparó una solución de almidón al 10% (p/v) en  Buffer acetato 0,016M de pH 4,5, una vez pre-tratado térmicamente se adicionaron 20 (L de enzima en dilución 1/100 a 70 °C de temperatura y agitación de 300 rpm por 3 minutos, pasado este tiempo, se tomo 1mL de muestra de almidón y se le adicionó 1mL de reactivo de DNS procediéndose de la misma manera descrita en el numeral 3.2.2. Los resultados se  reportan en la Tabla. 6.

3.3.2  Actividad de la Glucoamilasa 9


Para la determinación de la actividad enzimática de la glucoamilasa del Aspergillus niger Spirizyme( Fuel, de Novozymes, se preparó una solución de almidón al 10% (p/v) en  Buffer acetato 0,016M de pH 4,5, una vez pre-tratado térmicamente se adicionaron 20 (L de enzima en dilución 1/50 a 60 °C de temperatura y agitación de 300 rpm por 10 minutos, pasado este tiempo, se tomo 1mL de muestra de almidón y se le adicionó 1mL de reactivo de DNS procediéndose de la misma manera descrita en el numeral 3.2.2. Los resultados se  reportan en la tabla. 6.


3.4.  Hidrólisis enzimática del almidón de  yuca.


Las enzimas utilizadas en este proceso fueron donadas por distribuidores de Novozymes y Genecor international, especializadas para sustratos de almidones céreos como el de maíz y el de trigo especialmente, se utilizaron la α-amilasa (Liquozyme( SC DS) y la glucoamilasa (Spirizyme( Fuel) de Novozymes y la mezcla α-amilasa-glucoamilasa (Stargen( 001) de Genecor.

3.4.1  Licuefacción del almidón de yuca


En esta primera etapa de hidrólisis, se  utilizó la  α-amilasa, (Liquozyme( SC DS de Novozymes) para la obtención de las dextrinas del almidón de yuca y para la reducción de la viscosidad de  esta solución. En todas las etapas incluyendo la descrita, se estudiaron variables como relación de la concentración enzima / sustrato, el pH,  la temperatura, y concentración de sustrato. Las dextrinas producidas  fueron determinadas como azúcares reductores y reportadas en términos de actividad enzimática (Ec.2 Anexo 2) y de equivalentes de dextrosa (ED) (Ec.3 Anexo 2) utilizando el método colorimétrico del  ácido 3,5-dinitrosalisilico (DNS), por espacio de 30 minutos a diferentes intervalos de tiempo.


3.4.2  Sacarificación 


En esta segunda etapa, se utilizó la glucoamilasa, (Spirizyme( Fuel de Novozymes), para producción de jarabes de glucosa a partir de las dextrinas obtenidas en el paso anterior, teniendo en cuenta las variables: temperatura, pH y relación de la concentración enzima / sustrato. 


Por último, se determinó la eficiencia en el proceso de conversión de las dextrinas a glucosa en unidades de mg/mL, por medio del método colorimétrico de la glucosa-oxidasa (Ec.4 Anexo 3). Durante el proceso total de la hidrólisis se mantuvo la agitación a 390 rpm desde el pre-tratamiento térmico. 

3.4.3   Licuefacción y sacarificación simultáneas

Para este proceso, se trabajó con el almidón nativo (sin gelatinizar), disuelto en agua destilada, con la adición de la mezcla enzimática (-amilasa y glucoamilasa (Stargen( 001), para la cual se estudiaron las mismas variables, con los mismos métodos de los numerales 3.4.1. y 3.4.2. El monitoreo se realizó por espacio de 180 minutos en intervalos de 30 minutos, manteniendo la agitación de 390 rpm y 37°C en un baño de agua.


3.5  Pre-tratamiento del almidón de yuca


El almidón disuelto en el agua o Buffer acetato 0,016M de trabajo, se sometió a tratamiento térmico a una temperatura de 66°C 45, en un baño de agua  bajo una agitación mecánica por 30 minutos, para facilitar la acción de las enzimas sobre este.


3.5.1  Evaluación de la estabilidad térmica sobre la actividad enzimática


La estabilidad de las enzimas a cambios térmicos, se determinaron incubando las enzimas a diferentes temperaturas (66, 70, 80°C) Liquozyme( SC DS, y Spirizyme( Fuel, (30, 47, 56°C) Stargen( 001, durante  30 minutos para las dos primeras y dos horas para la  ultima, tiempos entre los cuales se tomaron periódicamente alícuotas. Los resultados se reportan en el numeral 4.2.2


3.5.2 Estudio del efecto del pH y la concentración de sustrato sobre la actividad enzimática


La influencia del pH sobre la actividad catalítica de las enzimas, se determinó incubando las enzimas en un rango de pH cuyos valores se variaron de la siguiente manera (pH  de 3,0 a 6,0 con intervalos de 0,5). Así mismo, se evaluaron concentraciones mas altas de sustrato de 10% a 30% (p/v), midiendo los parámetros previamente descritos. Los resultados se reportan en el numeral 4.2.3


3.6 Estandarización de las condiciones para la producción de jarabes de glucosa


3.6.1  Hidrólisis enzimática de almidón de yuca a escala de laboratorio 


Se estudiaron los mejores rendimientos de producción de glucosa y la hidrólisis del almidón utilizando las enzimas sin diluir. Algunos de los resultados se reportan en la tabla 5


3.7.  Diseño experimental y tratamiento estadístico


Se realizó un diseño de experimentos 33 (3 niveles, 3 factores) Tabla 5 para el proceso de sacarificación utilizando el programa STATGRAPHICS Centurión XV.II, por el método multinivel factorial, con una replica, para analizar las variables que afectan directamente el proceso.


Para el diseño de experimentos se dejaron fijos los valores de las variables como fueron pH y temperatura, debido a que los valores obtenidos en la estandarización de las enzimas resultaron ser similares a los  reportados por las fichas técnicas de uso de esta 46,47,48 y Shariffaa et al.(2009) 17.


Tabla 5. Representación de los niveles para el diseño de experimentos en la sacarificación con la enzima Spirizyme Fuel de Novozymes.


		                        Nivel


Factor              

		-1

		0

		1



		Enzima Sustrato ((g/L)

		2

		4

		6



		[Sustrato] (g/L)

		25

		30

		45



		Tiempo (min)

		15

		30

		45





3.7.1. Validación del modelo de predicción


Se efectuaron experimentos adicionales para validar la superficie de respuesta del modelo matemático procedente de esta, en los intervalos que van para la relación Enzima / Sustrato y [Sustrato] desde 4,4 a 5,6 (L/g y de 31 al 34% respectivamente, fijando como lo muestran las figuras 13 y 14 en el nivel cero (30 minutos). Los resultados se presentan en la tabla 9


3.8. Estudio de las enzimas y sus productos en un proceso de fermentación


Para esta prueba se trabajó con las condiciones estandarizadas del proceso de hidrólisis enzimática  y fue llevado hasta las condiciones de trabajo de la levadura nativa estandarizada en una trabajo de tesis paralelo para el proceso de fermentación*, como son: concentración del inóculo de 0,3 g/L, Buffer acetato de sodio de concentración 0,2M,  pH 5, 32°C de temperatura y una agitación orbital de 120 rpm, para la que se empleo un Shaker Max Q Mini 4450.


Se trabajaron dos tipos de procesos: hidrólisis - fermentación discontinua con las enzimas de Novozymes, adicionando 187(L de la (-amilasa Licuozyme SC DS y 562 (L de la glucoamilasa Spirizyme fuel( e hidrólisis - fermentación simultaneas con la enzima de Genecor International con la adición de 76 (L de la  mezcla enzimática Stargen( 001, ambos a una concentración de almidón de 25% (p/v).


Se tomaron 120 mL tanto del hidrolizado, como de la solución de almidón nativo, sobre los cuales se agregaron 20 mL de extracto de levadura de concentración 10 g/L, este sistema de fermentación fue inoculado con una concentración de biomasa de 0.3 g/L.


Fueron tomadas muestras bajo un medio estéril para evitar la contaminación de la solución a diferentes intervalos de tiempo (7, 20, 30 y 45 horas de fermentación), las cuales fueron centrifugadas a 10.000 G por 15 minutos para separarlas de la biomasa producida en el proceso, congeladas y analizadas para la determinación de la presencia y concentración de etanol por el método de Cromatografía gaseosa – Head Space (GCHS), empleando un cromatógrafo de gases Hewlett Packard modelo 5890, utilizando el método estandarizado para la determinación de etanol por la Escuela Nacional de Cromatografía, Facultad de Ciencias Universidad Industrial de Santander. Los resultados se reportan en la Tabla 10


4. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS


Desde el punto de vista cinético, la actividad enzimática se traduce en un incremento en la velocidad de la reacción catalizada, la cual es el análisis cuantitativo del efecto de cada uno de los factores o variables que intervienen en la expresión de dicha actividad como son la concentración de la enzima, de sustrato  y productos (inhibidores y activadores) pH, y temperatura.11 El efecto individual de estos factores son interdependientes. 40


4.1. Actividad enzimática y concentración de proteína


Tabla 6. Reporte de actividad y de la concentración de proteína de las enzimas en estudio


		Enzima

		Actividad Experimental


U/mL

		Actividad Ficha técnica


U/mL

		Concentración de proteína


mg/mL



		Licuozyme SC DS

		9.4 e 4

		7.6 e 4

		8.20



		Spirizyme Fuel

		8.6 e 4

		1.3 e 3

		58.8



		Stargen 001

		2.49

		396.5

		148.8





Una posible explicación  de las diferencias entre los valores de actividad reportados (Tabla 6)  es debido a las diferentes condiciones  y sustratos de trabajo en que fueron realizadas, debido a que el almidón de yuca posee menos contenido de grasas que el maíz y el trigo, por lo que no necesita altas temperaturas para romper la estructura amilosa-lípido 36.


4.2 Estudio del efecto de los factores que intervienen en la hidrólisis enzimática del almidón de yuca


4.2.1  Efecto de la relación Enzima / Sustrato  en la hidrólisis enzimática


En  el estudio de las variables, se comenzó con la búsqueda de la mejor relación enzima / sustrato, para la medición del proceso. Después que se experimentó con varias relaciones como se muestra en Figura 6A, se concluyó que la relación de 0,0280% (p/p) permitió la mejor velocidad de reacción y por ende la mejor condición de trabajo para la enzima de Novozymes (encargada de la licuefacción), la de 0,0631 % (p/p), (Figura 6B) para el proceso de sacarificación, bajo las condiciones mencionadas y la de 0,023 % p/p, (Figura 6C) para la mezcla enzimática de Genecor. Estas relaciones son menores comparadas con los datos reportados para las dos enzimas de Novozymes por Castaño y col. (2008)45 sobre almidón de yuca de 0.125 % (p/p) y 0.375 % (p/p) respectivamente   y la ficha técnica de Genecor 49 que reporta 0.25% (p/p),  pero similares a que reportan  las fichas técnicas 47,48 de Novozymes  sobre almidón de maíz siendo de 0,025% (p/p), 0,06 % (p/p), respectivamente.

A  
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Figura.6. Equivalentes de dextrosa como  función de la relación enzima/sustrato en la hidrólisis enzimática, A. Licuefacción. B. Sacarificación. (Pre-gelatinizado, Buffer acetato de sodio 0.016M pH= 4.0, [sustrato] = 10% (p/p) y 66°C). C. Licuefacción-sacarificación simultaneas (Agua destilada a pH= 4.0, [sustrato] = 10% (p/p) y 37°C).


4.2.2  Efecto de la temperatura 


Los valores de temperatura que fueron usados en la experimentación oscilaron entre los 30 y 86°C partiendo del rango recomendado por las fichas técnicas de las enzimas 47,48,49. El pH inicial de trabajo se mantuvo en 4,0 (Figura 7), mostrando el marcado  y significativo efecto (pico) de la temperatura de reacción sobre la actividad enzimática (constante catalítica). 80°C para Liquozyme( SC DS, de 70 °C para Spirizyme( Fuel (amilasa y glucoamilasa de Novozymes) y de 47°C para la mezcla enzimática Stargen( 001, sobre la reactividad enzimática (constante catalítica). 
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Figura 7. Actividad enzimática como  función de la temperatura en la hidrólisis enzimática,    Licuefacción.     Sacarificación. (Pre-gelatinizado, Buffer acetato de sodio 0.016M pH= 4.0, [sustrato] = 10% (p/p) y 0.0280% (p/p)  y 0.0631% (p/p) respectivamente)     Licuefacción-sacarificación simultaneas (Agua destilada a pH 4.0, [sustrato] = 10% (p/p), 0.023% p/p).


100%  de Actividad relativa  (Licuozyme SC DS, Spirizyme Fuel) = 58907 U/mL


100%  de Actividad relativa Stargen 001 = 1944 U/mL

Este comportamiento que presentan las dos graficas, esta relacionado con el efecto de la temperatura sobre la velocidad de reacción de las enzimas, la cual sufren un incremento a medida que esta aumenta, mientras se mantenga en el intervalo en el que la enzima es estable y permanece totalmente activa. Los picos  que se observan en las figuras se producen debido a que las enzimas al ser proteínas se desnaturalizan por la acción del calor,36 que al aumentar la energía vibracional interna provoca la ruptura de los puentes de hidrógeno y la destrucción de las interacciones apolares, inactivándola irreversiblemente al sobrepasar un cierto punto (temperatura óptima de trabajo de la enzima) mostrándose como la disminución  rápida, razón por la cual los procesos de licuefacción no son muy largos, 11, 36 

4.2.3  Efecto del pH


El efecto del pH sobre la actividad de las enzimas como se aprecia en la Figura 8 se debe a la ionización reversible tanto del sustrato como de los residuos aminoacídicos de la enzima, manifestándose en el cambio de  actividad catalítica y de estabilidad de esta o en el equilibrio de la reacción 50.


El efecto del pH en la actividad enzimática sobre la hidrólisis del almidón de la yuca, fue probado con valores de pH de 0,5 por encima y por debajo de los reportados en las fichas técnicas 47,48,49. (Figura 8). Se fijaron como pH de trabajo en los que las enzimas adquieren el estado de ionización que le brinda mayor actividad 11. Los pH de trabajo fueron 5,0 para licuefacción; 4,5 para la sacarificación y 4,0 para la licuefacción-sacarificación simultáneas. Estos valores resultaron similares a los encontrados en otros estudios para las mismas enzimas en Castaño y col. (2008) 45 de 5,5 y 5,0 para las enzimas de Novozymes, y Shariffaa et al. (2009) 33 de 5,0 para la enzimas de Genecor. Es necesario aclarar que aunque  para  la mezcla enzimática Stargen 001 se presenta un pico de actividad a pH 3,0 posiblemente debido a que a bajos valores de pH se puede producir también hidrólisis ácida.
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Figura 8. Actividad enzimática como  función del pH en la hidrólisis enzimática,


 .  Licuefacción. . Sacarificación. (pregelatinizado, Buffer acetato de sodio 0.016M, [sustrato] = 10% (p/p), 66°C y 0.0280% (p/p) y 0.0631% (p/p) respectivamente)  .


    Licuefacción-sacarificación simultaneas (Agua destilada, [sustrato] = 10% (p/p), 0.023% (p/p) y 37°C).


100%  de Actividad relativa  (Licuozyme SC DS, Spirizyme Fuel) = 78963 U/mL


100%  de Actividad relativa Stargen 001 = 3500 U/mL


Este comportamiento sigmoidal (Figura 8), típico de la actividad al variar el pH, se ha analizado con base en la hipótesis de Michaelis y Davidsohn, suponiendo que el sitio activo de la enzima existe en tres formas iónicas sucesivas, de las cuales el estado iónico intermedio es el activo por encontrarse en su punto isoeléctrico (Figura 5). Se puede explicar considerando que la curva ascendente es causada  por la desprotonación de un aminoácido de este sitio disminuyendo las interacciones enzima-solvente e incrementando las interacciones iónicas intracadena que pueden desestabilizar su estructura y la curva descendente por la desprotonación de un segundo aminoácido (que provoca igual desestabilización debido a las fuerzas de repulsión). Dicha tendencia es debido al solapamiento de dos titulaciones y solo depende de la concentración de  protones en el medio, ligandos, temperatura, constante dieléctrica y fuerzas iónicas. 11, 40,21

4.2.4  Efecto de la concentración del  sustrato


En la Figura 9 se muestra el efecto de la concentración de sustrato en la actividad enzimática observando la disminución de la actividad de la enzima en el mismo tiempo de reacción. Lo cual pudo deberse a una posible limitación difusional durante el proceso de hidrólisis 51 provocado por un aumento de la viscosidad, tal y como se ha reportado por Baks et al. (2008) en estudios donde se trabaja a altas concentraciones de almidón (65% (p/v) 51.
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Figura 9. Actividad enzimática como  función de la concentración de sustrato en la hidrólisis enzimática,   . Licuefacción (pre-gelatinizado, Buffer acetato de sodio 0.016M pH= 4.0, 66°C y 0.0280% (p/p))    Licuefacción-sacarificación simultaneas (Agua destilada a pH= 4.0, 0.023% (p/p) y 37°C).


100%  de Actividad relativa Novozymes = 58907 U/mL


100%  de Actividad relativa Genecor = 3277 U/mL


Con estos resultados (Figura 9) se seleccionó como concentración máxima de trabajo 20% (p/v) para Novozymes y 25% (p/v), para la enzima de Genecor. 


La agitación durante la hidrólisis se mantuvo a 390 rpm incluido el proceso de gelatinización. Dicha agitación no es tan alta que pueda afectar la actividad enzimática provocada por las fuerzas generadas en el fluido 11, ni tan baja que no permita la transferencia de sustratos y transporte entre las fases 51.


4.3. Diseño de experimental y tratamiento estadístico de los datos 52,53

En la Tabla 7 se reportan las variables que se estudiaron y algunos de los 54 experimentos aleatoriamente propuestos por el programa para el diseño y análisis estadístico multinivel factorial 33 ortogonal con una replica, teniendo como respuesta la concentración de glucosa en g/L procesada con el método de la glucosa-oxidasa. Ec.3


Tabla 7. Diseño de experimentos


		 

		Enzima Sustrato

		[Sustrato]

		Tiempo

		[Glucosa]



		Bloque

		 % (p/p)

		 g/L

		 minutos

		 g/L



		1

		0

		1

		-1

		225.5



		1

		-1

		-1

		-1

		86.2



		1

		1

		1

		0

		349.0



		1

		-1

		1

		1

		189.0



		1

		0

		-1

		-1

		118.0



		1

		-1

		0

		1

		165.4



		1

		1

		-1

		0

		181.0



		1

		0

		0

		1

		213.4



		1

		1

		1

		1

		405.0



		1

		1

		0

		-1

		182.0



		1

		-1

		1

		0

		220.9



		1

		0

		-1

		0

		195.7



		2

		0

		0

		0

		198.9



		2

		0

		1

		1

		210.0



		2

		1

		1

		0

		265.4



		2

		0

		1

		0

		171.7



		2

		-1

		0

		-1

		93.2



		2

		1

		0

		0

		262.2



		2

		-1

		-1

		0

		144.5



		2

		1

		0

		-1

		183.9



		2

		1

		1

		1

		300.6



		2

		0

		-1

		-1

		75.0



		2

		1

		-1

		-1

		137.8





El Diagrama de Pareto (Figura 10) muestra en forma decreciente el grado de importancia (significancia) que tienen los diferentes factores y sus combinaciones. En este caso cuatro efectos tienen valores de P menores a 0.05 como se aprecia en la Tabla 8, indicando que estos son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0% y son aquellos que traspasan la línea vertical.
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Figura 10. Diagrama de Pareto estandarizado para la concentración de glucosa


Este diagrama también puede ser explicado por las interacciones que se presentan entre los factores estudiados Figura 11, las líneas paralelas de la combinación BC ([Sustrato]*Tiempo) son indicio de la poca o nula interacción existente entre  estas variables, contrario a lo que se observa con las combinaciones AC (Enzima / Sustrato*Tiempo) y AB (Enzima / Sustrato*[Sustrato]) siendo esta ultima la  que mayor divergencia presenta por lo que la interacción de esta combinación es mucho mayor  y es  esta la razón por la que en el diagrama anterior la combinación BC ([Sustrato]*Tiempo) aparece al final y es casi imperceptible y la combinación AB (Enzima / Sustrato*[Sustrato]) sobrepasa la línea de significancia. Los signos negativos y positivos de las barras del  diagrama de Pareto, son indicadores de los signos que presentaran los coeficientes de cada uno de los factores  y por ende su aporte sobre la respuesta o modelo obtenido Ec.1.
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Figura 11.  Interacción de los factores


Tabla. 8. Análisis de varianza para la concentración de glucosa


		Factor

		Suma de cuadrados

		Gl

		Cuadrado medio

		Factor-F

		Valor - P



		A: Enzima Sustrato

		58599.6

		1

		58599.6

		59.41

		0.0000



		B:[Sustrato]

		54814.1

		1

		54814.1

		55.58

		0.0000



		C: Tiempo

		32064.7

		1

		32064.7

		32.51

		0.0000



		AA

		370.704

		1

		370.704

		0.38

		0.5431



		AB

		12556.0

		1

		12556.0

		12.73

		0.0009



		AC

		1921.65

		1

		1921.65

		1.95

		0.1699



		BB

		1063.8

		1

		1063.8

		1.08

		0.3048



		BC

		17.6268

		1

		17.6268

		0.02

		0.8943



		CC

		1752.11

		1

		1752.11

		1.78

		0.1896



		blocks

		4128.51

		1

		4128.51

		4.19

		0.0469



		Total error

		42410.5

		43

		986.29

		

		



		Total (corr.)

		209699.

		53

		

		

		





GI= Grados de libertad


Corr = correlación

El modelo estadístico obtenido (Ec.1) muestra por medio de su R-cuadrado ajustado estadísticamente que es capaz de explicar el 75,6 % de la variabilidad  de la concentración de Glucosa, con una desviación estándar de los residuos o error estándar de estimación de 31,4% y un 23.0% de error absoluto medio. La variabilidad de este modelo Figura 12,  que por medio del método de mínimos cuadrados calcula la ecuación de la línea optima, permite ser entendida al observar el grado de desviación de los datos (puntos) que representan el resultado de cada uno de los experimentos realizados en el diseño. 


[Glucosa] =        194,8 + 40,3 * Enzima Sustrato + 39,0 * [Sustrato] + 29.8 * Tiempo + 5,6 * Enzima Sustrato ^ 2 + 22,9 *Enzima Sustrato * [Sustrato] + 8,9 * Enzima Sustrato *Tiempo - 9,4 * [Sustrato] ^ 2 + 0,86 * [Sustrato] * Tiempo - 12,1 * Tiempo ^ 2


Ec. 1 Ecuación de respuesta. Modelo matemático del proceso de sacarificación con la


enzima Spirizyme.
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Figura 12. Predicción por regresión lineal múltiple


A partir del valor  de los coeficientes que acompañan al modelo matemático obtenido (Ec.1) es posible decir que las variables independientes que mayor grado de contribución  sobre el valor de la respuesta [Glucosa], son [Sustrato], la relación Enzima / Sustrato y el tiempo, corroborando una vez más el alto valor de significancia de estas variables arrojado por el diagrama de Pareto, seguida en menor grado por la combinación [sustrato]*Enzima / Sustrato, para finalmente encontrar el resto de combinaciones de segundo orden, cuyo aporte sobre la respuesta es mínima.


Finalmente, por medio del análisis tanto de la superficie de respuesta como de la superficie de contorno (Figura 13 y 14)  en la que se mantiene fija el tiempo en el nivel 0, se ve como  a medida que se aumenta la cantidad de sustrato ( de 25% a 35% p/v), y utilizando la menor relación Enzima /Sustrato evaluada experimentalmente (2(L/g) a lo largo de este aumento, los valores de la  [Glucosa] comienzan a perder su comportamiento ascendente para comenzar a decaer, debido a una posible perdida de la difusibidad y a la gran cantidad de sustrato en el medio de reacción, pero igualmente se puede ver que a medida que se aumenta la concentración de sustrato, y con ella la relación Enzima / Sustrato, hasta los limites estudiados la pendiente ascendente continuó creciendo.
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Figura 13. Superficie de respuesta estimada
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Figura 14. Contorno estimado de la superficie de respuesta

En la Tabla 9 se reportan los resultados de la validación del modelo de predicción


Tabla 9. Validación del modelo descrito por la ecuación 1


		Condiciones de hidrólisis

		Concentración de Glucosa



		Enzima  Sustrato


 ((L/g)

		[Sustrato]


(% p/v)

		Predicho


(g/L)

		Experimental


(g/L)

		% Error



		5

		32

		235,0

		215,5

		8,3



		5,6

		31

		241,7

		220,1

		8,9



		4,4

		34

		231,9

		218,5

		5,8



		4,8

		33

		237,3

		229.0

		3,5



		4,4

		32

		257,2

		235,8

		8,3



		4,8

		31

		219,0

		205,8

		6,0



		5,2

		34

		244,3

		228,6

		6,5



		 Porcentaje de error promedio

		6.8





Como el porcentaje de error en promedio no sobrepaso el 10%, se puede decir que el modelo matemático  se ajusta experimentalmente a la ecuación 1 y representa la influencia de las variables, sobre la respuesta, [Glucosa] producida de manera confiable.


4.4. Estudio de las enzimas  y sus productos en un proceso  


           de fermentación a partir del almidón de yuca


Los  resultados obtenidos en esta etapa (Tabla. 10) mostraron ser favorables para ambos procesos: hidrólisis - fermentación discontinuo e hidrólisis - fermentación simultaneas, comparadas con los valores de fermentación obtenidos en la estandarización interna del proceso de fermentación las cuales partían de glucosa analítica, siendo el coeficiente de productividad volumétrica con el almidón de yuca hidrólizado el de mayor similaridad al de glucosa como sustrato.

Tabla. 10  Resultados de los diferentes procesos de fermentación probados.


		Sustrato de fermentación

		qp (h-1)

		Qp (g/l*h)

		T-f (h)



		Almidón hidrolizado

		64,8

		3,2

		20



		Almidón nativo

		36,4

		1.8

		20



		Glucosa*

		82,5

		3,6

		23





qp (h-1)= productividad específica


Qp (g/l*h) = productividad volumétrica


T-f (h)= tiempo de fermentación

*  Galvis J.M. Bucaramanga 2009. Tesis de pregrado en Química. Facultad de ciencias. 

CONCLUSIONES


· Las mejores condiciones de licuefacción del almidón de yuca a un volumen de 200ml  para la (-amilasa (Liquozyme( SC DS) son: pH 5,0,  temperatura de 80°C, dosificación de enzima 0,0280 %(p/p).


· Para la glucoamilasa (Spirizyme( Fuel), las mejores condiciones  para el proceso de sacarificación son: pH 4,5, temperatura de 70°C, dosificación de enzima 0,0631 % (p/p).


· Para la mezcla enzimática (-amilasa y glucoamilasa (Stargen( 001) utilizada en el proceso licuefacción –sacarificación simultaneas las mejores condiciones de trabajo son: pH 4,0, temperatura  de 46 °C, dosificación de enzima 0,023% (p/p).


· Algunas  de las condiciones de trabajo recomendadas por las fichas técnicas y por otros artículos de estas enzimas (Licuozyme SC DS y Spirizyme de Novozymes) como  las  temperaturas de 80 y 70  y pH de 5,0 y 4.5 respectivamente, las cuales  fueron creadas para trabajar con sustratos diferentes al almidón de yuca, fueron comprobadas en la optimización del proceso.


· Al escalar de 200 a 600 mL el proceso de hidrólisis del almidón de yuca utilizando la enzima en su estado puro se encontraron mejores resultados, además de reducción en el tiempo de trabajo, al igual que al aumentar la concentración de sustrato de 25 a 40%.

· Se comprobó en el proceso de hidrólisis - fermentación simultaneas, utilizando la enzima Stargen 001 de Genecor como lo recomienda su ficha técnica y su capacidad de acción a temperaturas de fermentación (32°C), causando el ahorro tanto de procesos como de costos energéticos.

· Los jarabes glucosados obtenidos en los procesos de licuefacción sacarificación en discontinuo y la licuefacción sacarificación simultaneas son aprobados como sustratos para el proceso de fermentación.


RECOMENDACIONES


· Ampliar los estudios y verificar las condiciones de trabajo encontradas para estas enzimas a escala de planta piloto y así verificar la viabilidad de industrializar tanto dichas enzimas, como la utilización de almidón de yuca como sustrato.


· El  análisis del proceso de licuefacción-sacarificación simultánea, con la enzima Stargen( 001, al momento de escalar  a nivel de planta piloto puede ser prometedor por el ahorro  de energía  y de procesos que el uso de enzima puede generar.
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ANEXO 1


DERTERMINACIÓN DE LA CANTIDAD DE PROTEÍNA EN UNA ENZÍMA POR EL MÉTODO DE BRADFORD.42



El máximo de absorbancia del colorante azul de Coomasie en solución ácida varía de 495 a 595nm. Emplea un colorante hidrofóbico cuyas disoluciones acuosas en presencia de ácido. fosfórico tienen un color pardo y que, al encontrarse en el entorno hidrofóbico del interior de una proteína, reacciona principalmente con residuos de Arg y en menor grado con residuos de His, Lys, Tyr, Trp y Phe, originando un color azul intenso que se puede medir fácilmente; es relativamente sensible a la presencia de contaminantes tales como restos de detergente y líquidos orgánicos como el metanol. 

· Preparación de 500ml de  reactivo de Bradford:


Disolver 50mg de azul brillante de Coomasie G250 lentamente en 25ml de etanol, al 95%  cubriendo el recipiente con papel aluminio (para evitar reacciones secundarias por acción de la luz). Una vez diluido agregar 50ml de ácido orto-fosfórico (H2PO4 ) al 85% (p/v), la solución resultante se afora a 500ml  con agua destilada y almacenar refrigerado.
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Figura 15. Curva de calibración de Bradford  en Buffer 0.016M pH: 5,0


De la Figura 15 se obtiene la siguiente ecuación de la curva Y = 0.8819 [proteina](mg/mL) + 0,0047  la cual se utiliza  para la determinación de la concentración de proteína de las enzimas analizadas por interpolación de los datos. 


ANEXO  2


DETERMINACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES POR MÉTODO DEL ÁCIDO 3,5-DINITROSALICÍLICO (DNS).43


El método del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), se basa en la reducción del DNS (de color amarillo) por la glucosa u otro azúcar reductor al ácido 3-amino-5-nitrosalicílico (de color rojo ladrillo), esta reducción produce una coloración que se hace mas intensa a medida que aumenta la concentración de azúcares reductores la cual se evidencia por medio de la lectura de la absorbancia a 540 nm conllevando a la aplicación de la Ley de Beer_Lambert.


[image: image22.png]o
oH oH
o 0
b i N
© © CH,oH
Acido 3 S-initosaiiciico DGucosa  Acdo ZaminoSaito  Acido D-glucénico

salicico ()






· Preparación de 250ml del reactivo DNS al 1%


Mezclar 4.0g de NaOH con 75g de tartrato de sodio y potasio, en un recipiente protegido de la luz con papel aluminio, calentar y agitar adicionando lentamente 2.5g del ácido 3,5-dinitrosalicílico; tapar dejar enfriar y aforar a 250ml con agua destilada. Posteriormente se guarda almacena en un frasco ámbar, cubierto con papel aluminio, para evitar posteriores reacciones secundarias.
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Figura 16. Curva de calibración de glucosa en Buffer 0.016M pH: 5,0


La  siguiente es la ecuación obtenida de la curva de calibración Figura 16, la cual se utilizó para la obtención de los datos requeridos en la determinación de la actividad enzimática. Y= 0.6049 [Glucosa] (mg/ml) – 0.0258 y de los equivalente de dextrosa (ED) junto con las Ec. 2 y 3. 
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Ec. 2. Cálculo de la actividad enzimática


PM = peso  molécular de la glucosa (g/mol)


V Montaje  = volumen del montaje de reacción


V Enzima  = Volumen de adición de enzima


fd = Factor de dilución
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Ec.3. Cálculo de equivalentes de dextrosa


W = Peso (g/L)


ANEXO  3


DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA POR MÉTODO DEL LA GLUCOSA OXIDASA.   54

LA Glucosa Oxidasa es una flavoproteina que cataliza la oxidación de la (-D-glucosa formando así el peróxido de hidrogeno y D-glucono-(-lactona. El peróxido de hidrógeno se cuantifica vía la reacción de peroxidasa donde el oxígeno se transfiere del peróxido de hidrógeno a un aceptador cromático produciendo un tinte de quinonaimina, la cual es medida directamente a 500nm. La intensidad del color del tinte es directamente proporcional a la concentración de la glucosa en la muestra del suero. El esquema de la reacción ilustra las eventos que ocurren en este procedimiento:
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La concentración de glucosa en cada una de las muestras se calcula de la siguiente manera.


Ec.3 Cálculo de la concentración de glucosa 
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� Método fácil de manejar, rápido y sensible que da respuesta al interaccionar y estabilizarse con el entorno hidrofóbico al interior de la proteínas presentes en las muestras.
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						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022


															70°C


																																																																														Temperatura			Actividad			Desviación


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																														66			4246296.2962963			349175.984730843


						Replicas																								replicas																																										2566666.66666667						70			2724074.07407407			141020.676766638


						1			0.142			0.276			0.16			0.27			0.39			0.265						1			0.3290			0.5344			0.7131			1.0504			1.4182			1.5525																		pendiente						2766666.66666667						80			5890740.74074074			956400.358683816


						2			0.138			0.255			0.133			0.221			0.4			0.291						2			0.3228			0.5022			0.6304			0.9001			1.4489			1.6721																		0.04903						2838888.88888889


						3			0.113			0.272			0.13			0.235			0.394			0.279						3			0.2845			0.5282			0.6212			0.9431			1.4305			1.6169																		desvest


									0.131			0.268			0.141			0.242			0.395			0.278																																										0.0025						2724074.07407407			Promedio


						desviación estandar			0.016			0.011			0.017			0.025			0.005			0.013																																																141020.676766638			Desviación


															80°C


						Tiempos			2			7			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										6183333.33333333


						1			0.379			0.068			0.293			0.598			0.366			0.405						1			0.6923			0.4311			1.1209			2.0559			2.0170			3.6605																		pendiente						6666666.66666667


						2			0.356			0.058			0.301			0.517			0.399			0.432						2			0.6570			0.4004			1.1454			1.8076			2.1687			3.8675																		0.10603						4822222.22222222


						3			0.322			0.06			0.28			0.541			0.299			0.307						3			0.6049			0.4066			1.0810			1.8811			1.7089			2.9095																		desvest


									0.352			0.062			0.291			0.552			0.355			0.381																																										0.0172						5890740.74074074			Promedio


						desviación estandar			0.029			0.005			0.011			0.042			0.051			0.066																																																956400.358683816			Desviación


																																	0.2901			0.6457			0.8143						1.2619			1.4336


												Sustrato pH 4																					0.2778			0.5936			0.7346						1.2435			1.4703


						Almidon 10%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		pendiente						2155555.55555556


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.04206						2561111.11111111


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																		desvest


									0.018			0.139			0.157			0.318			0.344			0.422																																										0.0037						2337037.03703704			Promedio


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036																																																206105.370789583			Desviación


						Almidon 15%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.045			0.38			0.224			0.317			0.34			0.44						1			0.1803			0.6938			0.9093			1.1944			1.8974			2.3573																								4288888.88888889


						2			0.075			0.376			0.207			0.352			0.27			0.379						2			0.2263			0.6877			0.8572			1.3017			1.5755			2.0768																		pendiente						4233333.33333333						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						3			0.081			0.368			0.267			0.362			0.32			0.465						3			0.2355			0.6754			1.0412			1.3324			1.8055			2.4722																		0.07230						3527777.77777778						10%			2337037.03703704			206105.370789583


									0.067			0.375			0.233			0.344			0.31			0.428																																										desvest												15%			4016666.66666667			0.0076


						desviación estandar			0.019			0.006			0.031			0.024			0.036			0.044																																										0.0076						4016666.66666667			Promedio			20%			5890740.74074074			956400.358683816


																																																																								424300.440958441			Desviación			25%			3557407.40740741			209742.150144706


						Almidon 20%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						1			0.6831			1.1515			1.4581			1.9823			2.6608			2.7527																								6183333.33333333


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						2			0.6386			1.0504			1.3263			1.9946			2.4124			2.8999																								6666666.66666667


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						3			0.7367			0.9952			1.5439			1.8995			2.7435			2.7067																		pendiente						4822222.22222222


									0.375			0.275			0.398			0.566			0.494			0.533																																										0.07643


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022									0.6831			1.1515			1.4581			1.9823						2.7527																		desvest						5890740.74074074			Promedio


																																	0.7367			0.9952			1.5439			1.8995						2.7067																		0.0063						956400.358683816			Desviación


						Almidon 25%


						Tiempos			5			10			15			20			30									tiempo (min)			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.139			0.27			0.357			0.463			0.323									1			0.3244			0.5252			1.3171			1.6420			1.8192


						2			0.145			0.256			0.308			0.429			0.298									2			0.3336			0.5037			1.1668			1.5378			1.7043																											3605555.55555556


						3			0.144			0.268			0.292			0.394			0.348									3			0.3320			0.5221			1.1178			1.4305			1.9342																											3738888.88888889


									0.143			0.265			0.319			0.429			0.323																																													pendiente						3327777.77777778


						desviación estandar			0.003			0.008			0.034			0.035			0.025			0.000																																										0.06403


																																																																		desvest						3557407.40740741			Promedio


																																																																		0.0038						209742.150144706			Desviación
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									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 3,5																																																						2616666.66666667


																																																																		pendiente						2377777.77777778


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		0.04363						2277777.77777778


						replicas																								replicas																																				desvest


						1			0.134			0.16			0.19			0.423			0.6			0.643						1			0.3988			0.4571			0.5243			1.0464			1.4430			1.5393																		0.0031						2424074.07407407			Promedio


						2			0.098			0.144			0.17			0.401			0.536			0.568						2			0.3182			0.4212			0.4795			0.9971			1.2996			1.3713																								174123.318487652			Desviación


						3			0.075			0.099			0.157			0.31			0.505			0.517						3			0.2666			0.3204			0.4504			0.7932			1.2301			1.2570


									0.102			0.134			0.172			0.378			0.547			0.576


									0.030			0.032			0.017			0.060			0.048			0.063


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,0


																																																																								2155555.55555556


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2294444.44444444


						replicas																								replicas																																				0.04206						2561111.11111111


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.1809			0.5365			0.7051			1.1956			1.1527			1.3243																		desvest


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.1686			0.4844			0.6254			1.1833			1.1343			1.3611																		0.0037						2337037.03703704			Promedio


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.1594			0.6009			0.6223			0.8890			1.2170			1.5328																								206105.370789583			Desviación


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422


									0.002			0.019			0.005			0.049			0.014			0.029									0.1809			0.5365			0.7051						1.1527			1.3243


																																	0.1686			0.4844			0.6254						1.1343			1.3611


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,5


																																																																								4872222.22222222									pH			Actividad			Desviación


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						3294444.44444444									3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						replicas																								replicas																																				0.70500						3583333.33333333									4			2337037.03703704			206105.370789583


						1			0.387			0.439			0.037			0.188			0.255			0.351						1			0.8255			0.9295			0.2498			0.8543			1.1225			1.5068																		desvest															4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						2			0.429			0.409			0.023			0.07			0.121			0.341						2			0.9095			0.8695			0.1938			0.3819			0.5861			1.4668																		0.0152						3916666.66666667			Promedio						5			1038888.88888889			233002.410839009


						3			0.4			0.421			0.045			0.126			0.122			0.475						3			0.8515			0.8935			0.2818			0.6061			0.5901			2.0032																								840047.029841589			Desviación						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


									0.405			0.423			0.035			0.128			0.166			0.389


									0.022			0.015			0.011			0.059			0.077			0.075															0.2818			0.6061						2.0032


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								827777.777777778


						replicas																								replicas																																										1000000


						1			0.041			0.273			0.299			0.395			0.462			0						1			0.1099			0.5153			0.5607			0.7285			0.8455																					pendiente						1288888.88888889


						2			0.057			0.305			0.328			0.408			0			0						2			0.1379			0.5712			0.6114			0.7512																								0.01870


						3			0.06			0.328			0.362			0.413			0			0						3			0.1431			0.6114			0.6708			0.7599																								desvest						1038888.88888889			Promedio


									0.053			0.302			0.330			0.405			0.154			0.000																																										0.0042						233002.410839009			Desviación


									0.010			0.028			0.032			0.009			0.267			0.000


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1538888.88888889


						replicas																								replicas																																				pendiente						1572222.22222222


						1			0.017			0.124			0.166			0.306			0.321			0.453						1			0.0832			0.2797			0.3568			0.6138			0.6414			0.8838																		0.02780						1522222.22222222


						2			0.035			0.126			0.18			0.323			0.352			0.473						2			0.1162			0.2833			0.3825			0.6451			0.6983			0.9205																		desvest


						3			0.024			0.169			0.179			0.371			0.329			0.491						3			0.0960			0.3623			0.3806			0.7332			0.6561			0.9535																		0.0005						1544444.44444444			Promedio


									0.025			0.140			0.175			0.333			0.334			0.472																																																25458.7538608811			Desviación


									0.009			0.025			0.008			0.034			0.016			0.019									0.0960			0.3623			0.3806						0.6561			0.9535


												Temperatura			pH 4


												SPERIZYME			1/50=20			Almidón 10%


															T= 44°C


						tiempo (min)			3			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								866666.666666667


						replicas																								replicas																																				pendiente						877777.777777778


						1			0.058			0.157			0.184			0.205			0.257			0.387						1			0.1456			0.2974			0.3387			0.3709			0.4506			0.6499																		0.01503						761111.111111111


						2			0.076			0.179			0.164			0.253			0.24			0.369						2			0.1732			0.3311			0.3081			0.4445			0.4246			0.6223																		desvest


						3			0.104			0.137			0.247			0.299			0.304			0.357						3			0.2161			0.2667			0.4353			0.5150			0.5227			0.6039																		0.0012						835185.185185185			Promedio


									0.079			0.158			0.198			0.252			0.267			0.371																																																64390.1431507892			Desviación


						desviación estandar			0.023			0.021			0.043			0.047			0.033			0.015


																																	0.2278142244						0.3627007971						0.4791937462			0.6769251993


															T= 56°C																		0.2707326793			0.3213151441			0.4899233599						0.5772930717			0.6585315757


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1550000


						replicas																								replicas																																				pendiente						1805555.55555556


						1			0.041			0.101			0.13			0.295			0.3			0.565						1			0.1742			0.2661			0.3106			0.5635			0.5712			0.9774																		0.02907						1488888.88888889


						2			0.045			0.112			0.234			0.31			0.355			0.551						2			0.1803			0.2830			0.4700			0.5865			0.6555			0.9559																		desvest


						3			0.073			0.121			0.22			0.328			0.459			0.653						3			0.2232			0.2968			0.4485			0.6141			0.8149			1.1122																		0.0030						1614814.81481481			Promedio


									0.053			0.111			0.195			0.311			0.371			0.590																																																167988.584758174			Desviación			Temperatura			Actividad			Desviación


						desviación estandar			0.017			0.010			0.056			0.017			0.081			0.055																																																						44			835185.185185185			64390.1431507892


																																																																														56			1614814.81481481			167988.584758174


															T= 66 °C																																																															66			2337037.03703704			206105.370789583


																																																																														70			2957407.40740741			280670.126954418


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2155555.55555556						80			1851851.85185185			256660.253246791


						replicas																								replicas																																				0.04207						2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		desvest						2561111.11111111


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.0046


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																								2337037.03703704			Promedio


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422																																																206105.370789583			Desviación


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036									0.2900858369			0.6456958921			0.8143041079						1.2618822808			1.4335561006


																																	0.2778234212			0.5935806254			0.7345984059						1.2434886573			1.4703433476


															T= 70 °C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										3200000


						1			0.112			0.269			0.431			0.585			0.039			0.137						1			0.2830			0.5236			0.7720			1.0080			0.3422			0.6426																		pendiente						2650000


						2			0.105			0.215			0.294			0.534			0.042			0.107						2			0.2723			0.4409			0.5620			0.9298			0.3514			0.5507																		0.05323						3022222.22222222


						3			0.089			0.121			0.174			0.553			0.033			0.121						3			0.2477			0.2968			0.3780			0.9590			0.3238			0.5936																		desvest


									0.102			0.202			0.300			0.557			0.038			0.122																																										0.0051						2957407.40740741			Promedio


						desviación estandar			0.012			0.075			0.129			0.026			0.005			0.015									0.2477406499			0.2967903127						0.9589607603																														280670.126954418			Desviación


															T=80°C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										1555555.55555556


						1			0.034			0.137			0.212			0.379			0.457									1			0.1634			0.3213			0.4363			0.6923			0.8118																					pendiente						2005555.55555556


						2			0.083			0.185			0.287			0.333			0.549									2			0.2385			0.3949			0.5512			0.6217			0.9528																					0.03330						1994444.44444444


						3			0.157			0.111			0.265			0.36			0.444									3			0.3520			0.2815			0.5175			0.6631			0.7919																					desvest


									0.091			0.144			0.255			0.357			0.483																																													0.0046						1851851.85185185			Promedio


																																																																								256660.253246791			Desviación
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									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						333333.333333333


						1			0.122			0.248			0.268			0.344			0.153			0.202						1			0.3752			0.7056			0.7580			0.9573			0.9130			1.1699															0.00630						361111.111111111


						2			0.121			0.24			0.279			0.352			0.106			0.175						2			0.3726			0.6846			0.7868			0.9782			0.6665			1.0283															desvest						355555.555555556


						3			0.108			0.243			0.285			0.343			0.134			0.187						3			0.3385			0.6924			0.8026			0.9546			0.8133			1.0912															0.0003


									0.117			0.244			0.277			0.346			0.131			0.188																																													350000			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.004			0.009			0.005			0.024			0.014									0.3751966439			0.7055584688			0.7579968537			0.9572627163						1.1699003671																					14698.6183948038			Desviación


																																	0.3725747247			0.6845831148			0.7868379654			0.9782380703						1.0283167278


									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,5																								0.3384897745			0.6924488726			0.8025694809			0.9546407971						1.0912427897


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						161111.111111111


						1			0.245			0.351			0.348			0.483			0.523			0.27						1			0.3974			0.5534			0.5490			0.7476			0.8065			0.8685															0.00303						166666.666666667


						2			0.251			0.317			0.404			0.457			0.522			0.257						2			0.4063			0.5034			0.6314			0.7094			0.8050			0.8302															desvest						177777.777777778


						3			0.219			0.301			0.366			0.431			0.508			0.237						3			0.3592			0.4798			0.5755			0.6711			0.7844			0.7713															0.0002


									0.238			0.323			0.373			0.457			0.518			0.255																																													168518.518518519			Promedio						pH						Actividad			Desviacíon


						Desviacion estandar			0.017			0.026			0.029			0.026			0.008			0.017																																													8486.2512869548			Desviación						3						350000			14698.6183948038


																																																																														3.5						168518.518518519			8486.2512869548


															pH=4,0																																																															4						209259.259259259			27404.9047906459


																																																																														4.5						166666.666666667			5555.5555555566


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														5						174074.074074074			11564.8111081449


						replicas																								replicas


						1			0.146			0.269			0.369			0.397			0.329			0.262						1			0.2438			0.4457			0.6098			0.6558			0.5442			0.8684															pendiente						227777.777777778


						2			0.207			0.321			0.425			0.364			0.466			0.224						2			0.3439			0.5310			0.7017			0.6016			0.7690			0.7436															0.00387						222222.222222222


						3			0.194			0.285			0.393			0.366			0.469			0.296						3			0.3226			0.4719			0.6492			0.6049			0.7740			0.9800															desvest						177777.777777778


									0.182			0.292			0.396			0.376			0.421			0.261																																							0.0003


						Desviacion estandar			0.032			0.027			0.028			0.019			0.080			0.036									0.2437623112			0.4456664478			0.6098161523			0.6557780696						0.868351937																					209259.259259259			Promedio


																																	0.343893631			0.5310242942			0.7017399869						0.7690413657																								27404.9047906459			Desviación


															pH=4,5																		0.3225541694			0.4719304005			0.6492120814						0.7739658569			0.979973736


						tiempo (min)			30			60			90			120			140			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							172222.222222222


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721															pendiente						166666.666666667


						2			0.156			0.265			0.31			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.4994			0.5782			0.6822			0.7090															0.00300						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															desvest


									0.162			0.262			0.327			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						166666.666666667			Promedio


						Desviacion estandar			0.007			0.004			0.036			0.009			0.021			0.021																																													5555.5555555566			Desviación


															pH = 5.0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.1			0.191			0.218			0.313			0.325			0.377						1			0.2129			0.3783			0.4274			0.6001			0.6219			0.7164																					177777.777777778


						2			0.115			0.185			0.238			0.301			0.312			0.361						2			0.2401			0.3674			0.4637			0.5783			0.5983			0.6873															pendiente						161111.111111111


						3			0.104			0.168			0.231			0.307			0.342			0.355						3			0.2201			0.3365			0.4510			0.5892			0.6528			0.6764															0.00313


									0.106			0.181			0.229			0.307			0.326			0.364																																							desvest						174074.074074074			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.012			0.010			0.006			0.015			0.011																																							0.0002						11564.8111081449			Desviación


												TEMPERATURA


									Stargem						30°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.098			0.184			0.235			0.276			0.291			0.344						1			0.1652			0.3008			0.3811			0.4458			0.4694			0.5530																					133333.333333333


						2			0.107			0.165			0.198			0.249			0.289			0.323						2			0.1794			0.2708			0.3228			0.4032			0.4663			0.5199															pendiente						127777.777777778


						3			0.117			0.164			0.188			0.248			0.259			0.325						3			0.1951			0.2692			0.3071			0.4016			0.4190			0.5230															0.00227						116666.666666667


																																																															desvest


									0.107			0.171			0.207			0.258			0.280			0.331																																							0.0002						125925.925925926			Promedio


						desviacion			0.010			0.011			0.025			0.016			0.018			0.012																																													8486.2512869553			Desviación


									Stargem						37°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							161111.111111111


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721																					172222.222222222


						2			0.156			0.265			0.318			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.5120			0.5782			0.6822			0.7090															pendiente						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															0.00297


																																																															desvest						164814.814814815			Promedio


									0.162			0.262			0.329			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						6415.0029909955			Desviación						Temperatura			Actividad			Desviación


						desviacion			0.007			0.004			0.034			0.009			0.021			0.021																																																						30			125925.925925926			8486.2512869553


																																																																														37			164814.814814815			6415.0029909955


									Stargem						47°C																																																															47			194444.444444444			0.0027621359


																																																																														56			138888.888888889			38888.8888888889


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						194444.444444444


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00350						194444.444444444


						3			0.189			0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.3086			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest						194444.444444444


																																																															0.0000


									0.202			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													194444.444444444			Promedio


						desviacion			0.019			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008																																													0.0027621359			Desviación


									Stargem						56°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																					111111.111111111


						Replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.23			0.305			0.4			0.35			0.316			0.456						1			0.3733			0.4915			0.6412			0.5624			0.5088			0.7295															pendiente						122222.222222222


						2			0.202			0.358			0.403			0.421			0.452			0.52						2			0.3291			0.5750			0.6460			0.6743			0.7232			0.8304															0.00250


						3			0.228			0.287			0.391			0.374			0.496			0.552						3			0.3701			0.4631			0.6270			0.6003			0.7926			0.8808															desvest						138888.888888889			Promedio


																																																															0.0007						38888.8888888889			Desviación


									0.220			0.317			0.398			0.382			0.421			0.509									0.3733			0.4915						0.5624						0.7295


						desviacion			0.016			0.037			0.006			0.036			0.094			0.049


																																	0.3701134931			0.4631			0.6270491803						0.7925598991			0.8808322825


												CONCENTRACIÓN


									Stargem						10%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							111111.111111111


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						183333.333333333


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00337						122222.222222222


						3						0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.0107			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest


																																																															0.0002						138888.888888889			Promedio


									0.208			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													38888.8888888889			Desviación


						desviacion			0.023			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008


																																				0.4883354351			0.5198612863			0.6948297604			0.7405422446			0.8477301387


									Stargem						15%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.132			0.243			0.382			0.433			0.457			0.474						1			0.2188			0.3938			0.6129			0.6933			0.7311			0.7579															pendiente						88888.8888888889


						2			0.198			0.344			0.404			0.522			0.485			0.538						2			0.3228			0.5530			0.6475			0.8335			0.7752			0.8588															0.00177						66666.6666666667


						3			0.228			0.348			0.382			0.501			0.434			0.439						3			0.3701			0.5593			0.6129			0.8004			0.6948			0.7027															desvest						138888.888888889


																																																															0.0007


									0.186			0.312			0.389			0.485			0.459			0.484									0.3228247163			0.55296343			0.6475409836						0.775220681			0.8587641866																					98148.1481481481			Promedio


						desviacion			0.049			0.060			0.013			0.047			0.026			0.050									0.3701134931			0.5592686003			0.6128625473						0.6948297604			0.7027112232																					36990.7117693299			Desviación						Concentracion			actividad			Desviación


																																																																														10%			138888.888888889			38888.8888888889


									Stargem						20%			47°C																																																												15%			98148.1481481481			36990.7117693299


																																																																														20%			227777.777777778			86780.5519545184


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														25%			327777.777777778			64069.7921926154


						Replicas																								replicas																																							272222.222222222									30%			212962.962962963			25660.0119639833


						1			0.161			0.34			0.463			0.488			0.554			0.352						1			0.2645			0.5467			0.7405			0.7799			0.8840			0.5656															pendiente						127777.777777778


						2			0.125			0.41			0.47			0.579			0.547			0.262						2			0.2078			0.6570			0.7516			0.9234			0.8730			0.4237															0.00410						283333.333333333


						3			0.175			0.371			0.465			0.479			0.607			0.252						3			0.2866			0.5955			0.7437			0.7658			0.9675			0.4079															desvest


																																																															0.0016						227777.777777778			Promedio


									0.154			0.374			0.466			0.515			0.569			0.289																																													86780.5519545184			Desviación


						desviacion			0.026			0.035			0.004			0.055			0.033			0.055									0.2077553594			0.656998739			0.7515762926						0.8729508197


									Stargem						25%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							333333.333333333


						1			0.216			0.348			0.484			0.379			0.503			0.504						1			0.3512			0.5593			0.7736			0.6081			0.8036			0.8052															pendiente						388888.888888889


						2			0.189			0.303			0.42			0.536			0.565			0.639						2			0.3086			0.4883			0.6728			0.8556			0.9013			1.0180															0.00590						261111.111111111


						3			0.265			0.384			0.492			0.411			0.542			0.54						3			0.4284			0.6160			0.7863			0.6586			0.8651			0.8619															desvest


																																																															0.0012						327777.777777778			Promedio


									0.223			0.345			0.465			0.442			0.537			0.561									0.3511979823			0.5592686003			0.7736443884						0.803593947																								64069.7921926154			Desviación


						desviacion			0.039			0.041			0.039			0.083			0.031			0.070									0.3086380832			0.4883354351			0.6727616646			0.8556116015			0.9013240858			1.0179697352


																																	0.4284363178			0.6160151324			0.7862547289						0.8650693569			0.8619167718


									Stargem						30%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							227777.777777778


						1			0.128			0.222			0.406			0.335			0.348			0.476						1			0.2125			0.3607			0.6507			0.5388			0.5593			0.7610															pendiente						227777.777777778


						2			0.129			0.267			0.377			0.303			0.458			0.393						2			0.2141			0.4316			0.6050			0.4883			0.7327			0.6302															0.00383						183333.333333333


						3			0.177			0.287			0.358			0.37			0.521			0.437						3			0.2897			0.4631			0.5750			0.5939			0.8320			0.6996															desvest


																																																															0.0005						212962.962962963			Promedio


									0.145			0.259			0.380			0.336			0.442			0.435									0.2124842371			0.3606557377						0.538776797			0.5592686003			0.7610340479																					25660.0119639833			Desviación


						desviacion			0.028			0.033			0.024			0.034			0.088			0.042									0.2140605296			0.4315889029									0.7326607818


																																	0.2897225725			0.4631147541			0.5750315259			0.5939470366			0.8319672131
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y = 0.0064x + 0.2257
R2 = 0.9579


y = 0.0065x + 0.2074
R2 = 0.9307


y = 0.006x + 0.2493
R2 = 0.9239
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0.3725747247


0.3384897745


0.7055584688


0.6845831148


0.6924488726


0.7579968537


0.7868379654


0.8025694809


0.9572627163


0.9782380703


0.9546407971





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0.003x + 0.3374
R2 = 0.9736


y = 0.0029x + 0.2999
R2 = 0.9538


y = 0.0032x + 0.3224
R2 = 0.9504
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y = 0.0035x + 0.3018
R2 = 0.8637


y = 0.0041x + 0.226
R2 = 0.9686


y = 0.004x + 0.1835
R2 = 0.9558
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y = 0.003x + 0.2154
R2 = 0.9586


y = 0.0029x + 0.2223
R2 = 0.9584


y = 0.0031x + 0.2295
R2 = 0.9407


0.277112232
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y = 0,0029x + 0,1849
R2 = 0,9685


y = 0,0032x + 0,1508
R2 = 0,9593


y = 0,0033x + 0,1507
R2 = 0,9614


0.2128703872


0.2401381567


0.2201417924


0.3782948555


0.3673877477


0.3364842756


0.4273768406


0.4637338666


0.4510089075


0.6000727141


0.5782584985


0.5891656063
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0.7164151972
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0.6764224686
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y = 0,0023x + 0,1235
R2 = 0,9939


y = 0,0021x + 0,1342
R2 = 0,9773


y = 0,0024x + 0,1349
R2 = 0,9525


0.1651954603


0.1793820933


0.1951450189


0.3007566204


0.2708070618
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0.381147541


0.3228247163


0.3070617907
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y = 0,0029x + 0,2188
R2 = 0,9543


y = 0,0029x + 0,2223
R2 = 0,9584


y = 0,0031x + 0,2295
R2 = 0,9407


0.277112232


0.2566204288


0.2660781841


0.4174022699


0.4284363178


0.4268600252
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0.5119798235
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0.578184111
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0.724779319
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y = 0,0035x + 0,2557
R2 = 0,9687


y = 0,0035x + 0,2373
R2 = 0,9692


y = 0,0035x + 0,2817
R2 = 0,9812


0.3638083228
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0.8477301387
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y = 0,002x + 0,5134
R2 = 0,9546


y = 0,0033x + 0,2708
R2 = 0,9527


y = 0,0022x + 0,3246
R2 = 0,9657
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y = 0,0035x + 0,2557
R2 = 0,9687
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y = 0,0025x + 0,4868
R2 = 0,9948


y = 0,0012x + 0,5318
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y = 0,0023x + 0,5963
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y = 0,0041x + 0,1317
R2 = 0,965


y = 0,0041x + 0,1862
R2 = 0,9387


y = 0,0033x + 0,1316
R2 = 0,9587
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y = 0,0047x + 0,2106
R2 = 0,9682


y = 0,006x + 0,2524
R2 = 0,9992


y = 0,007x + 0,1389
R2 = 0,9999
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												Actividad de			Liquozyme			Sacarificación


						pH			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293


						4			4598148.14814815			234147.609171352


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884


						5			7896296.2962963			350499.349840584


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045


						6			7725925.92592593			933272.70526188


																		Temperatura			Actividad			Desviación


																		66			4246296.2962963			349175.984730843


																		70			2724074.07407407			141020.676766638


																		80			5890740.74074074			956400.358683816


						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583


						15%			4016666.66666667			0.0076


						20%			5890740.74074074			956400.358683816


						25%			3557407.40740741			209742.150144706


												Actividad de			Spirizyme			Sacarificación


						pH			Actividad			Desviación


						3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						4			2337037.03703704			206105.370789583


						4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						5			1038888.88888889			233002.410839009


						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


						Temperatura			Actividad			Desviación


						44			835185.185185185			64390.1431507892


						56			1614814.81481481			167988.584758174


						66			2337037.03703704			206105.370789583


						70			2957407.40740741			280670.126954418


						80			1851851.85185185			256660.253246791


												Actividad de			Stargem			Licuefacción- Sacarificación Simultaneas


						pH			Actividad			Desviacíon			% actividad


						3			350000			14698.6183948038			100			4.1996052557


						3.5			168518.518518519			8486.2512869548			48.1481481481			2.4246432248


						4			209259.259259259			27404.9047906459			59.7883597884			7.8299727973


						4.5			166666.666666667			5555.5555555566			47.619047619			1.5873015873


						5			174074.074074074			11564.8111081449			49.7354497354			3.3042317452


																					Temperatura			Actividad			Desviación


																					30			125925.925925926			8486.2512869553			64.7619047619			4.3643578047


																					37			164814.814814815			6415.0029909955			84.7619047619			3.2991443954


																					47			194444.444444444			0.0027621359			100			0.0000014205


																					56			138888.888888889			38888.8888888889			71.4285714286			20


						Concentracion			actividad			Desviación


						10%			138888.888888889			38888.8888888889			42.3728813559			11.8644067797


						15%			98148.1481481481			36990.7117693299			29.9435028249			11.2853018957


						20%			227777.777777778			86780.5519545184			69.4915254237			26.4754226302


						25%			327777.777777778			64069.7921926154			100			19.5467162622


						30%			212962.962962963			25660.0119639833			64.9717514124			7.8284782263


									Licuozyme									Spirizyme									Licuozyme									Spirizyme


						pH			Actividad			desviación						Actividad			Desviación						Actividad			desviación			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293						2424074.07407407			174123.318487652						6.5666041276			0.9046576699			30.6988742964			2.2051264536


						4			4598148.14814815			234147.609171352						2337037.03703704			206105.370789583						58.2317073171			2.9652839811			29.5966228893			2.6101524443


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884						3916666.66666667			840047.029841589						63.2739212008			8.9067885965			49.6013133208			10.6384942804


						5			7896296.2962963			350499.349840584						1038888.88888889			233002.410839009						100			4.4387816349			13.1566604128			2.9507810003


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045						1544444.44444444			25458.7538608811						97.021575985			4.4591797029			19.5590994371			0.3224138622


						6			7725925.92592593			933272.70526188															97.8424015009			11.8191196257


						Temperatura			Actividad			Desviación						Actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						44												835185.185185185			64390.1431507892									0			14.1779314681			1.0930737913


						56												1614814.81481481			167988.584758174												27.412763282			2.8517395715


						66			4246296.2962963			349175.984730843						2337037.03703704			206105.370789583						72.0842502358			5.9275395082			39.6730587865			3.4988022706


						70			2724074.07407407			141020.676766638						2957407.40740741			280670.126954418						46.2433197108			2.3939379269			50.2043382584			4.7645981941


						80			5890740.74074074			956400.358683816						1851851.85185185			256660.253246791						100			16.2356552559			31.4366551399			4.3570115295


						[Sustrato]			Actividad			Desviación						actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583						138888.888888889			38888.8888888889						39.6730587865			3.4988022706			2.3577491355			0.6601697579


						15%			4016666.66666667			0.0076						98148.1481481481			36990.7117693299						68.1861049984			0.000000129			1.6661427224			0.6279466946


						20%			5890740.74074074			956400.358683816						227777.777777778			86780.5519545184						100			16.2356552559			3.8667085822			1.4731687537


						25%			3557407.40740741			209742.150144706						327777.777777778			64069.7921926154						60.3898145237			3.5605394869			5.5642879598			1.0876355795


						30%												212962.962962963			25660.0119639833												3.6152153411			0.4355990714








			0			71434.4500814293			71434.4500814293


			0			234147.609171352			234147.609171352


			0			703306.418067884			703306.418067884


			0			350499.349840584			350499.349840584


			0			352110.041722045			352110.041722045


			0			933272.70526188			933272.70526188





pH


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0


0





			0			349175.984730843			349175.984730843


			0			141020.676766638			141020.676766638


			0			956400.358683816			956400.358683816





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0





			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			0.0076			0.0076


			0			956400.358683816			956400.358683816


			0			209742.150144706			209742.150144706





Licuozyme SC DS


Sustrato


Actividad  U/ml


0


0


0


0





			3.5			174123.318487652			174123.318487652


			4			206105.370789583			206105.370789583


			4.5			840047.029841589			840047.029841589


			5			233002.410839009			233002.410839009


			5.5			25458.7538608811			25458.7538608811





pH


Actividad  U/ml


2424074.07407407


2337037.03703704


3916666.66666667


1038888.88888889


1544444.44444444





			0			64390.1431507892			64390.1431507892


			0			167988.584758174			167988.584758174


			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			280670.126954418			280670.126954418


			0			256660.253246791			256660.253246791





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0





			0			4.1996052557			4.1996052557


			0			2.4246432248			2.4246432248


			0			7.8299727973			7.8299727973


			0			1.5873015873			1.5873015873


			0			3.3042317452			3.3042317452





Stargen 001


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			4.3643578047			4.3643578047


			0			3.2991443954			3.2991443954


			0			0.0000014205			0.0000014205


			0			20			20





Temperatura


Actividad relativa (%)


0


0


0


0





			0			11.8644067797			11.8644067797


			0			11.2853018957			11.2853018957


			0			26.4754226302			26.4754226302


			0			19.5467162622			19.5467162622


			0			7.8284782263			7.8284782263





Stargen 001


Sustrato


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa


0


0


0


0


0





			0			0			0.9046576699			0.9046576699			2.2051264536			2.2051264536


			0			0			2.9652839811			2.9652839811			2.6101524443			2.6101524443


			0			0			8.9067885965			8.9067885965			10.6384942804			10.6384942804


			0			0			4.4387816349			4.4387816349			2.9507810003			2.9507810003


			0			0			4.4591797029			4.4591797029			0.3224138622			0.3224138622


			0			0			11.8191196257			11.8191196257			NaN			NaN





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0			0			1.0930737913			1.0930737913


			0			0			NaN			NaN			2.8517395715			2.8517395715


			0			0			5.9275395082			5.9275395082			3.4988022706			3.4988022706


			0			0			2.3939379269			2.3939379269			4.7645981941			4.7645981941


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			4.3570115295			4.3570115295





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0			3.4988022706			3.4988022706			0.6601697579			0.6601697579


			0			0			0.000000129			0.000000129			0.6279466946			0.6279466946


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			1.4731687537			1.4731687537


			0			0			3.5605394869			3.5605394869			1.0876355795			1.0876355795


			0			0			NaN			NaN			0.4355990714			0.4355990714





Novozymes


Genecor


[Sustrato] (%p/v)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			


												Diseño


						Niveles			-1			0			1


						Enz/Sus (ul/g)			2			4			6


						[S] % (p/v)			25			30			35


						T min			15			30			45						Montaje


						Experimento						[Glucosa] g/L						Experimento						patron			Replica 1			Replica 2			Promedio			[Glucosa] g/L						Dilución																								Bloque 1						Bloque 2


						1						156.7771084337						19			1			0.332			0.248			0.271			0.2595			117.2439759036						150																								117.9545454545						88.1012658228


						2						225.5192878338						1						0.332			0.329			0.365			0.347			156.7771084337						150						600			150.008g			15 min												157.7272727273						135.7594936709


						3						404.9275362319						7						0.332			0.5			0.361			0.4305			194.5030120482						150									187ul =1															195.6818181818						173.7341772152


						4						126.1016949153						12			2			0.332			0.179			0.16			0.1695			76.5813253012						150																								86.186440678						75


						5						348.9855072464						4						0.332			0.258			0.238			0.248			112.0481927711						150						300			150.002g			30 min												126.1016949153						107.1100917431


						6						149.7457627119						6						0.332			0.307			0.282			0.2945			133.0572289157						150																								149.7457627119						130.7339449541


						7						195.6818181818						25			3			0.344			0.314			0.291			0.291			126.8895348837						150																								126.8895348837						155.0675675676


						8						181.9935691318						13						0.344			0.438			0.415			0.415			180.9593023256						150						900			150.008g			45 min												180.9593023256						154.0540540541


						9						205.2173913043						26						0.344			0.424			0.437			0.437			190.5523255814						150																								190.5523255814						241.2162162162


						10						220.8695652174						8			4			0.311			0.307			0.259			0.283			181.9935691318						200																								181.9935691318						67.5213675214


						11						153.8904899135						17						0.311			0.344			0.379			0.3615			232.4758842444						200						1080			180.001g			15 min												232.4758842444						91.6666666667


						12						86.186440678						21						0.311			0.356			0.389			0.3725			239.5498392283						200									210u/l=1																					118.1623931624


						13						180.9593023256						20			5			0.328			0.346			0.281			0.3135			191.1585365854						200																								191.1585365854						202.1341463415


						14						177.743902439						14						0.328			0.264			0.319			0.2915			177.743902439						200						720			180.005g			30 min												177.743902439						198.7804878049


						15						204.1543026706						23						0.328			0.327			0.373			0.35			213.4146341463						200																								213.4146341463						241.4634146341


						16						142.939481268						11			6			0.347			0.311			0.223			0.267			153.8904899135						200																								153.8904899135


						17						232.4758842444						16						0.347			0.235			0.261			0.248			142.939481268						200						360			180.003g			45 min												142.939481268


						18						165.4178674352						18						0.347			0.264			0.31			0.287			165.4178674352						200																								165.4178674352


						19						117.9545454545						27			7			0.345			0.24			0.21			0.225			130.4347826087						200																								130.4347826087						110.6628242075


						20						191.1585365854						10						0.345			0.464			0.298			0.381			220.8695652174						200						420			210.000G			15 min												220.8695652174						170.8933717579


						21						239.5498392283						24						0.345			0.331			0.321			0.326			188.9855072464						200									262ul=1															188.9855072464						162.8242074928


						22						250.1483679525						2			8			0.337			0.462			0.298			0.38			225.5192878338						200																								225.5192878338						185.9598853868


						23						213.4146341463						22						0.337			0.483			0.36			0.4215			250.1483679525						200						840			210.003			30 min												250.1483679525						171.6332378223


						24						188.9855072464						15						0.337			0.38			0.308			0.344			204.1543026706						200																								204.1543026706						210.0286532951


						25						126.8895348837						9			9			0.345			0.336			0.372			0.354			205.2173913043						200																								205.2173913043						203.6363636364


						26						190.5523255814						5						0.345			0.67			0.534			0.602			348.9855072464						200						1260			210.006			45 min												348.9855072464						265.4545454545


						27						130.4347826087						3						0.345			0.867			0.53			0.6985			404.9275362319						200																								404.9275362319						300.6060606061


						28						185.9598853868						43			10			0.371			0.206			0.258			0.232			93.8005390836						150


						29						93.215339233						48						0.371			0.378			0.337			0.3575			144.5417789757						150						600			150.007g			15 min


						30						163.1268436578						53						0.371			0.484			0.431			0.4575			184.9730458221						150									187ul


						31						300.6060606061						41			11			0.327			0.158			0.169			0.1635			75						150


						32						202.1341463415						44						0.327			0.247			0.22			0.2335			107.1100917431						150						300			150.005g			30 min


						33						110.6628242075						45						0.327			0.3			0.27			0.285			130.7339449541						150


						34						210.0286532951						50			12			0.333			0.3			0.306			0.306			137.8378378378						150


						35						162.8242074928						40						0.333			0.291			0.304			0.304			136.9369369369						150						900			150.000g			45 min


						36						183.8709677419						38						0.333			0.4			0.476			0.476			214.4144144144						150


						37						241.4634146341						29			13			0.339			0.169			0.147			0.158			93.215339233						200


						38						214.4144144144						51						0.339			0.236			0.193			0.2145			126.5486725664						200						360			180.000g			15 min


						39						265.4545454545						30						0.339			0.306			0.247			0.2765			163.1268436578						200									220ul


						40						136.9369369369						32			14			0.328			0.433			0.23			0.3315			202.1341463415						200


						41						75						54						0.328			0.351			0.301			0.326			198.7804878049						200						720			180.008g			30 min


						42						170.8933717579						37						0.328			0.401			0.391			0.396			241.4634146341						200


						43						93.8005390836						36			15			0.31			0.317			0.253			0.285			183.8709677419						200


						44						107.1100917431						47						0.31			0.435			0.378			0.4065			262.2580645161						200						1080						45 min


						45						130.7339449541						49						0.31			0.436			0.364			0.4			258.064516129						200


						46						171.6332378223						33			16			0.347			0.212			0.172			0.192			110.6628242075						200


						47						262.2580645161						42						0.347			0.352			0.241			0.2965			170.8933717579						200						420			210.005g


						48						144.5417789757						35						0.347			0.311			0.254			0.2825			162.8242074928						200									262ul


						49						258.064516129						28			17			0.349			0.357			0.292			0.3245			185.9598853868						200


						50						137.8378378378						46						0.349			0.288			0.311			0.2995			171.6332378223						200						840			210.002g


						51						126.5486725664						34						0.349			0.353			0.38			0.3665			210.0286532951						200


						52						203.6363636364						52			18			0.33			0.326			0.346			0.336			203.6363636364						200


						53						184.9730458221						39						0.33			0.416			0.46			0.438			265.4545454545						200						1262			210.005g


						54						198.7804878049						31						0.33			0.515			0.477			0.496			300.6060606061						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200						480			240.003g


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200									300ul


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200


																								0.364			0.296			0.249			0.2725			149.7252747253						200


																								0.364			0.418			0.429			0.4235			232.6923076923						200						960			240.000g


																								0.364			0.467			0.448			0.4575			251.3736263736						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200						1440


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200
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[Glucosa]  mg/ml


Absorbancia 540nm


y = 0.6049x - 0.0258
R2 = 0.9999
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Datos


			


															# diluciones			2			3			4			5


						Almidon 10 %, gelatinizado por 30 min a 66°C


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 3,5															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 3,5												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			-0.014			0.012			0.042			0.075			0.065			0.072						1			0.134			0.16			0.19			0.423			0.6			0.643						patrón			0.294			0.185			0.372			0.23			0.226			0.492			1.074


			2			-0.008			0.017			0.036			0.06			0.063			0.076						2			0.098			0.144			0.17			0.401			0.536			0.568						inicial			0.084


			3			-0.01			0.015			0.032			0.036			0.067			0.069						3			0.075			0.099			0.157			0.31			0.505			0.517												62.925			126.531			78.231			76.871			167.347			365.306


						-0.011			0.015			0.037			0.057			0.065			0.072									0.102			0.134			0.172			0.378			0.547			0.576												0.62925			1.26531			0.78231			0.76871			1.67347			3.65306


			Desviacion estandar			0.003			0.003			0.005			0.020			0.002			0.004									0.030			0.032			0.017			0.060			0.048			0.063


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,0															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,0												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.077			0.154			0.272			0.463			0.564			0.839						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						patron			0.323			0.151			0.19			0.245			0.43			0.491			1.294


			2			0.071			0.125			0.24			0.472			0.533			0.842						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						inicial			0.038


			3			0.055			0.154			0.33			0.484			0.678			0.723						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463												46.749			58.824			75.851			133.127			152.012			400.619


																														0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422												0.46749			0.58824			0.75851			1.33127			1.52012			4.00619


						0.068			0.144			0.281			0.473			0.592			0.801


			Desviacion estandar			0.011			0.021			0.064			0.008			0.103			0.084									0.002			0.019			0.005			0.049			0.014			0.029


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,5															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,5												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.099			0.153			0.331			0.277			0.372			0.556						1			0.387			0.439			0.037			0.188			0.255			0.351						patron			0.349			0.082			0.178			0.385			0.775			0.586			1.136


			2			0.08			0.143			0.291			0.248			0.349			0.663						2			0.429			0.409			0.023			0.07			0.121			0.341						inicial			0.133			23.496			51.003			110.315			222.063			167.908			325.501			mg/dL


			3			0.086			0.172			0.263			0.219			0.348			0.769						3			0.4			0.421			0.045			0.126			0.122			0.475												0.2350			0.5100			1.1032			2.2206			1.6791			3.2550			mg/ml


						0.088			0.156			0.295			0.248			0.356			0.663									0.405			0.423			0.035			0.128			0.166			0.389


			Desviacion estandar			0.010			0.015			0.034			0.029			0.014			0.107									0.022			0.015			0.011			0.059			0.077			0.075


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,0															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,0												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.089			0.23			0.268			0.596			0.538			0.745						1			0.041			0.273			0.299			0.395			0.462			0						patron			0.318			0.311			0.295			0.497			0.93			0.783			1.021


			2			0.098			0.338			0.323			0.58			0.479			0.735						2			0.057			0.305			0.328			0.408			0			0						inicial			0.011			97.799			92.767			156.289			292.453			246.226			321.069


			3			0.094			0.358			0.343			0.579			0.516			0.799						3			0.06			0.328			0.362			0.413			0			0												0.9780			0.9277			1.5629			2.9245			2.4623			3.2107


						0.094			0.309			0.311			0.585			0.511			0.760									0.053			0.302			0.330			0.405			0.154			0.000


			Desviacion estandar			0.005			0.069			0.039			0.010			0.030			0.034									0.010			0.028			0.032			0.009			0.267			0.000


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,5															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,5												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.182			0.31			0.294			0.329			0.408			0.587						1			0.017			0.124			0.166			0.306			0.321			0.453						patron			0.313			0.108			0.159			0.213			0.341			0.425			0.798


			2			0.195			0.371			0.351			0.376			0.478			0.534						2			0.035			0.126			0.18			0.323			0.352			0.473						inicial			0.106			34.505			50.799			68.051			108.946			135.783			254.952


			3			0.179			0.438			0.371			0.357			0.473			0.541						3			0.024			0.169			0.179			0.371			0.329			0.491												0.3450			0.5080			0.6805			1.0895			1.3578			2.5495


						0.185			0.373			0.339			0.354			0.453			0.554									0.025			0.140			0.175			0.333			0.334			0.472


			Desviacion estandar			0.009			0.064			0.040			0.024			0.039			0.029									0.009			0.025			0.008			0.034			0.016			0.019


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 6,0															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 6,0												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.178			0.414			0.432			0.393			0.524			0.401						1			0			0			0			0			0			0						patron			0.35			0.07			0.093			0.089			0.1			0.1			0.192


			2			0.199			0.443			0.412			0.387			0.537			0.508						2			0			0			0			0			0			0						inicial			0.077			20			26.571			25.429			28.571			28.571			54.857


			3			0.213			0.45			0.438			0.445			0.543			0.516						3			-0.059			0.02			0.071			-0.071			0.054			0.003												0.20000			0.26571			0.25429			0.28571			0.28571			0.54857


						0.197			0.436			0.427			0.408			0.535			0.475


			Desviacion estandar			0.018			0.019			0.014			0.032			0.010			0.064									0.034			0.012			0.041			0.041			0.031			0.002


						Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,0


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.122			0.248			0.268			0.344			0.153			0.202									patrón			0.295			0.254			0.278			0.276			0.4			0.454			0.392


			2			0.121			0.24			0.279			0.352			0.106			0.175									inicial			0.232


			3			0.108			0.243			0.285			0.343			0.134			0.187															86.102			94.237			93.559			135.593			153.898			132.881			mg/dl


						0.117			0.244			0.277			0.346			0.131			0.188															0.8610			0.9424			0.9356			1.3559			1.5390			1.3288			mg/ml


			Desviacion estandar			0.008			0.004			0.009			0.005			0.024			0.014


						Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,5


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.245			0.351			0.348			0.483			0.523			0.27									patrón			0.334			0.187			0.289			0.305			0.314			0.324			0.586


			2			0.251			0.317			0.404			0.457			0.522			0.257									inicial			0.093


			3			0.219			0.301			0.366			0.431			0.508			0.237															55.988			86.527			91.317			94.012			97.006			175.449


						0.238			0.323			0.373			0.457			0.518			0.255															0.5599			0.8653			0.9132			0.9401			0.9701			1.7545


			Desviacion estandar			0.017			0.026			0.029			0.026			0.008			0.017


												pH=4,0


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.146			0.269			0.369			0.397			0.329			0.262									patrón			0.337			0.222			0.242			0.282			0.287			0.325			0.358


			2			0.207			0.321			0.425			0.364			0.466			0.224									inicial			0.043


			3			0.194			0.285			0.393			0.366			0.469			0.296															65.875			71.810			83.680			85.163			96.439			106.231


						0.182			0.292			0.396			0.376			0.421			0.261															0.6588			0.7181			0.8368			0.8516			0.9644			1.0623


			Desviacion estandar			0.032			0.027			0.028			0.019			0.080			0.036


												pH=4,5


			tiempo (min)			30			60			90			120			140			180									tiempo (min)						30			60			90			120			140			180


			replicas


			1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483									patrón			0.354			0.111			0.19			0.225			0.251			0.366			0.354


			2			0.156			0.265			0.31			0.36			0.426			0.443									inicial			0.076


			3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453															31.356			53.672			63.559			70.904			103.390			100.000


						0.162			0.262			0.327			0.370			0.412			0.460															0.3136			0.5367			0.6356			0.7090			1.0339			1.0000


			Desviacion estandar			0.007			0.004			0.036			0.009			0.021			0.021


												pH = 5.0


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.1			0.191			0.218			0.313			0.325			0.377									patrón			0.331			0.165			0.194			0.179			0.218			0.247			0.264


			2			0.115			0.185			0.238			0.301			0.312			0.361									inicial			0.111


			3			0.104			0.168			0.231			0.307			0.342			0.355															49.849			58.610			54.079			65.861			74.622			79.758


						0.106			0.181			0.229			0.307			0.326			0.364															0.4985			0.5861			0.5408			0.6586			0.7462			0.7976


			Desviacion estandar			0.008			0.012			0.010			0.006			0.015			0.011








Curv calib Buffer


									DNS con curva de calibración con glucosa


									1 mg de glucosa/ml y prepara las soluciones diluidas


									1 ml sol. Glucosa + 1 ml DNS, se calienta 5 min. Se enfria en hielo (5 min). Mas 10 ml agua y leer Abs.


			8-Apr-09						Curva de calibración Buffer pH = 3.5


									mg glucosa/ml			Absorbancia			mg gluc/ml


									0.1			0.021			0.0083333333


									0.2			0.056			0.0166666667


									0.3			0.112			0.025


									0.4			0.137			0.0333333333


									0.5			0.182			0.0416666667


									0.6			0.22			0.05


									0.7			0.257			0.0583333333


									0.8			0.278			0.0666666667


									0.9			0.3			0.075


									1			0.421			0.0833333333


									1.5			0.63			0.125


									2			0.874			0.1666666667


									0.3374797188			0.014			0.0281233099


									Curva de calibración Buffer pH = 4.0


									Concentracion			Absorbancia


									0.1			0.046			0.0083333333


									0.2			0.088			0.0166666667


									0.3			0.167			0.025


									0.4			0.17			0.0333333333


									0.5			0.279			0.0416666667


									0.6			0.38			0.05


									0.7			0.427			0.0583333333


									0.8			0.522			0.0666666667


									0.9			0.552			0.075


									1			0.587			0.0833333333


									Curva de calibración Buffer pH = 4.5																																										0.037																		0.0002055556


									Concentracion			Absorbancia																																							0.092																		0.0005111111


									0.1			0.04			0.0083333333																																				0.194																		0.0010777778


									0.2			0.078			0.0166666667																																				0.208																		0.0011555556


									0.3			0.131			0.025																																				0.266																		0.0014777778


									0.4			0.17			0.0333333333																																				0.318																		0.0017666667


									0.5			0.219			0.0416666667																																				0.382																		0.0021222222


									0.6			0.264			0.05																																				0.43																		0.0023888889


									0.7			0.321			0.0583333333																																				0.489																		0.0027166667


									0.8			0.374			0.0666666667																																				0.542																		0.0030111111


									0.9			0.408			0.075


									1			0.471			0.0833333333


									1.5			0.742			0.125


																																																			0.038																		0.0002111111


									Curva de calibración Buffer pH = 5.0																																										0.094																		0.0005222222


									Concentracion			Absorbancia																																							0.153																		0.00085


									0.1			0.044			0.0083333333																																				0.215																		0.0011944444


									0.2			0.099			0.0166666667																																				0.278																		0.0015444444


									0.3			0.161			0.025																																				0.337																		0.0018722222


									0.4			0.202			0.0333333333																																				0.395																		0.0021944444


									0.5			0.219			0.0416666667																																				0.461																		0.0025611111


									0.6			0.324			0.05																																				0.52																		0.0028888889


									0.7			0.387			0.0583333333																																				0.578																		0.0032111111


									0.8			0.44			0.0666666667


									0.9			0.5			0.075


									1			0.553			0.0833333333


									Curva de calibración Buffer pH = 5.5


									Concentracion			Absorbancia


									0.1			0.039			0.0083333333


									0.2			0.088			0.0166666667


									0.3			0.152			0.025


									0.4			0.169			0.0333333333


									0.5			0.245			0.0416666667


									0.6			0.251			0.05


									0.7			0.361			0.0583333333


									0.8			0.391			0.0666666667


									0.9			0.484			0.075


									1			0.532			0.0833333333


									Curva de calibración Buffer pH = 6.0


									Concentracion			Absorbancia


									0.1			0.052			0.0083333333


									0.2			0.085			0.0166666667


									0.3			0.158			0.025


									0.4			0.215			0.0333333333


									0.5			0.272			0.0416666667


									0.6			0.329			0.05


									0.7			0.379			0.0583333333


									0.8			0.439			0.0666666667


									0.9			0.518			0.075


									1			0.552			0.0833333333








Curv calib Buffer


			0.1


			0.2


			0.3


			0.4


			0.5


			0.6


			0.7


			0.8


			0.9


			1


			1.5


			2





Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 3.5


0.021


0.056


0.112


0.137


0.182


0.22


0.257


0.278


0.3


0.421


0.63


0.874





Licuozyme


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 4.0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Esperizyme


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 4.5


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Glucosa Kit


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 5.0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Sustrato


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER       pH = 5.5


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Temperatura


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 6.0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Curv calib agua


			0.021


			0.056


			0.112


			0.137


			0.182


			0.22


			0.257


			0.278


			0.3


			0.421


			0.63


			0.874





mg gluc/ml


mg glucosa/ml


A


A (540 nm) DNS


0.0083333333


0.0166666667


0.025


0.0333333333


0.0416666667


0.05


0.0583333333


0.0666666667


0.075


0.0833333333


0.125


0.1666666667





Stargem


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





mg gluc/ml


mg glucosa/ml


A


A (540 nm) DNS


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Bradford


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





mg gluc/ml


mg glucosa/ml


A


A (540 nm) DNS


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Presentacion de datos


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





mg gluc/ml


mg glucosa/ml


A


A (540 nm) DNS


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





Cinetica predicción


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





mg gluc/ml


mg glucosa/ml


A


A (540 nm) DNS


0


0


0


0


0


0


0


0
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[Glucosa]  mg/ml
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Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 5.0
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									Almidón 10%, gelatinizado por 30 min a 66°C																																																																																							Dobles reciprocos


						Licuozyme			pH 3.5																					corrección  dilucion


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			-0.011			0.003						0.0178945403			0.019409									-0.6316928			-0.6851629


						5			0.015			0.003						0.0746575547			0.080977									0.1903732			0.2064875


						10			0.037			0.005						0.1239517514			0.134444									0.9042726			0.9808154																		516666.666666667


						15			0.057			0.020						0.1695115393			0.183860									1.5640887			1.6964822


						20			0.065			0.002						0.1874367018			0.203302									1.8236885			1.9780560


						30			0.072			0.004						0.2038681007			0.221125									2.0616549			2.2361653


						Licuozyme			pH 4.0


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			0.068			0.011						0.4300817494			0.466486									10.8977424			11.8201900


						5			0.144			0.021						0.6651113836			0.721410									24.3373174			26.3973680


						10			0.281			0.064						1.0830553852			1.174731									48.2363878			52.3193932																					4600000


						15			0.473			0.008						1.6726732066			1.814258									81.9521912			88.8890963


						20			0.592			0.103						2.0364582056			2.208836									102.7543161			111.4520327


						30			0.801			0.084						2.6792131617			2.905997									139.5086321			151.3174456


						Licuozyme			pH 4.5


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			0.088			0.010						0.2276487857			0.2469183									5.5484776			6.0181326


						5			0.156			0.015						0.3630904724			0.3938245									10.0216346			10.8699234


						10			0.295			0.034						0.6413130504			0.6955975									19.2103365			20.8364100																					4994444.44444444


						15			0.248			0.029						1.0944755805			1.1871183									32.2067308			34.9328938


						20			0.356			0.014						1.528155858			1.6575078									46.5296474			50.4681846


						30			0.663			0.107						2.7544702429			2.9876245									87.0304487			94.3972067


						Licuozyme			pH 5.0


																																																									pH			Actividad


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED																								3.5			516666.666666667


						2			0.094			0.005						0.2019337177			0.219027									6.8657889			7.4469487																								4			4600000


						5			0.309			0.069						0.5776108102			0.626503									23.2552553			25.2237139																								4.5			4994444.44444444


						10			0.311			0.039						1.164540742			1.263114									46.9170709			50.8884018																								5			7894444.44444444


						15			0.585			0.010						2.1209156037			2.300442									88.6403326			96.1433605																					7894444.44444444			5.5			7661111.11111111


						20			0.511			0.030						2.7934649659			3.029920									168.7817048			183.0683596																								6			7727777.77777778


						30			0.760			0.034						4.0969771099			4.443769									251.4982675			272.7865282


						Licuozyme			pH 5.5


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			0.185			0.009						0.3922756763			0.4254801									13.1892730			14.3056890


						5			0.373			0.064						0.7368710981			0.7992441									26.9148936			29.1931251


						10			0.339			0.040						1.3476557718			1.4617291									48.8076241			52.9389823


						15			0.354			0.024						2.1059493206			2.2842090									76.5757979			83.0576141																					7661111.11111111


						20			0.453			0.039						2.6513037091			2.8757253									98.2978723			106.6183699																																	Licuozyme									sperizyme


						30			0.554			0.029						4.2769004774			4.6389219									160.6117021			174.2068009																																	1/1=2


																																																												ED			Abs			glucosa			%ED															ED


						Licuozyme			pH 6.0																																																			0.0001757312			1.02			1.6201716738			0.0175731233						0.181			0.3341508277			0.0036243528			0.0000362435


																																																												0.0001642597			0.951			1.5144083384			0.0164259658						0.286			0.4950950337			0.0053700273			0.0000537003


						Tiempo (min)			Absorbancia									[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED																											0.0001321725			0.758			1.2185775598			0.0132172498						0.321			0.5487431024			0.0059519188			0.0000595192


						2			0.197			0.018						0.3705056831			0.4018674									14.7706316			16.0209029																											0.0001052392			0.596			0.9702636419			0.0105239234						0.426			0.7096873084			0.0076975933			0.0000769759


						5			0.436			0.019						0.786302482			0.8528596									32.9518211			35.7410529																											0.0000980903			0.553			0.9043531576			0.0098090281						0.284			0.4920294298			0.0053367763			0.0000533678


						10			0.427			0.014						1.5436093714			1.6742694									64.6357769			70.1069210																											0.0000949314			0.534			0.8752299203			0.0094931442						0.415			0.6928264868			0.0075147131			0.0000751471


						15			0.408			0.032						2.2162491301			2.4038452									92.6175657			100.4572494


						20			0.535			0.010						2.8756089074			3.1190170									121.4488243			131.7289517																					7727777.77777778


						30			0.475			0.064						4.2736604036			4.6354076									179.7199170			194.9324450																																	1/100=200												1/50=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.0001039092			0.588			0.9580012262			0.0103909196						0.015			0.1026977315			0.0011139066			0.0000111391


																																																												0.0001065693			0.604			0.9825260576			0.0106569272						0.159			0.5441446965			0.0059020424			0.0000590204


																																																												0.0000289283			0.137			0.2667075414			0.002892832						0.166			0.565603924			0.0061347989			0.000061348


																																																												0.0000204493			0.086			0.1885346413			0.002044933						0.253			0.8323114654			0.009027631			0.0000902763


																																																												0.0000284296			0.134			0.2621091355			0.0028429556						0.36			1.1603310852			0.0125854819			0.0001258548


																																																												0.0000241069			0.108			0.2222562845			0.0024106934						0.461			1.4699570815			0.0159438271			0.0001594383


																																																																		1/100=20												1/100=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.000007814			0.005			0.0720416922			0.0007813972						0.011			0.0735744942			0.0007980226			0.0000079802


																																																												0.0000194518			0.04			0.1793378296			0.0019451802						-0.073			-0.0551808706			-0.000598517			-0.0000059852


																																																												0.0000839586			0.234			0.7740649908			0.0083958631						-0.053			-0.0245248314			-0.0002660075			-0.0000026601


																																																												0.000113552			0.323			1.04690374			0.011355197						0.04			0.1180257511			0.0012801613			0.0000128016


																																																												0.0001750662			0.508			1.614040466			0.0175066214						-0.021			0.0245248314			0.0002660075			0.0000026601


																																																												0.0002548685			0.748			2.3497854077			0.0254868477						-0.08			-0.0659104844			-0.0007148953			-0.000007149


																																																																		1/200=20												1/200=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.0000094765			0.02			0.0873697118			0.0009476519						0.411			0.686695279			0.0074482112			0.0000744821


																																																												0.0000073152			0.007			0.0674432863			0.0007315207						0.458			0.7587369712			0.0082296083			0.0000822961


																																																												0.0000181218			0.072			0.1670754139			0.0018121764						0.584			0.9518700184			0.0103244177			0.0001032442


																																																												0.0000207818			0.088			0.1916002452			0.0020781839						0.589			0.9595340282			0.0104075451			0.0001040755


																																																												0.0000212806			0.091			0.1961986511			0.0021280603						0.855			1.3672593501			0.0148299205			0.0001482992


																																																												0.0000399011			0.203			0.3678724709			0.0039901131						1.029			1.6339668915			0.0177227525			0.0001772275


																																																																		1/250=20												1/250=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.000009144			0.018			0.0843041079			0.0009144009


																																																												0.0000327522			0.16			0.3019619865			0.0032752179						0.004			0.0628448804			0.0006816443			0.0000068164


																																																												0.0000083127			0.013			0.0766400981			0.0008312736						0.158			0.2988963826			0.0032419669			0.0000324197


																																																												0.0000179555			0.071			0.1655426119			0.0017955509						-0.014			0.0352544451			0.0003823858			0.0000038239


																																																												0.0000408987			0.209			0.3770692826			0.004089866						0.017			0.0827713059			0.0008977755			0.0000089778


																																																												0.0000563603			0.302			0.5196198651			0.0056360348						0.357			0.603923973			0.0065504357			0.0000655044


																																																																																	0
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															Almidón 10%, gelatinizado por 30 min a 66°C																																																																					calculos de			distribución normal


																																	(Graficas virgenes)												(Graficas con distribución normal)												(Graficas con normalización dobles reciprocos)																											1			0.0833333333			-1.3829958334


																																																																																				2			0.25			-0.6744903658


						Esperizyme			pH 3.5																																													Esperizyme			pH 3.5																											3			0.4166666667			-0.2104286523


																																																																																				4			0.5833333333			0.2104286523


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	1/Tiempo			Absorbancia			1/[glucosa]			[Glucosa]																					5			0.75			0.6744903658


						2			0.102			0.030						0.2189054726			0.2374348916																																	0.5			0.102			4.5681818182			0.2189054726																		3227777.77777778			6			0.9166666667			1.3829958334


						5			0.134			0.032						0.3144278607			0.3410428443																																	0.2			0.134			3.1803797468			0.3144278607


						10			0.172			0.017						0.4278606965			0.4640772881																																	0.1			0.172			2.3372093023			0.4278606965


						15			0.378			0.060						1.0417910448			1.129974234																																	0.0666666667			0.378			0.9598853868			1.0417910448


						20			0.547			0.048						1.5462686567			1.6771537341																																	0.05			0.547			0.6467181467			1.5462686567


						30			0.576			0.063						1.6328358209			1.7710484413																																	0.0333333333			0.576			0.6124314442			1.6328358209


						Esperizyme			pH 4.0																																													Esperizyme			pH 4.0


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]																		2372222.22222222


						2			0.018			0.002						0.1696300838			0.1839885503																																	0.5			0.018			8.8561085973			0.1129164112


						5			0.139			0.019						0.5405681586			0.5863249583																																	0.2			0.139			2.0667370644			0.483854486


						10			0.175			0.005						0.6509298999			0.7060283525																																	0.1			0.175			1.68288908			0.5942162273																					pH			Actividad


						15			0.318			0.049						1.089311261			1.1815168348																																	0.0666666667			0.318			0.9684314696			1.0325975884																					3.5			3227777.77777778


						20			0.344			0.014						1.167995095			1.2668609213																																	0.05			0.344			0.899862069			1.1112814224																					4			2372222.22222222


						30			0.422			0.029						1.4060903331			1.5251099105																																	0.0333333333			0.422			0.7410829231			1.3493766605						0.0665026269															4.5			4088888.88888889


																																																																																				5			1005555.55555556


						Esperizyme			pH 4.5																																													Esperizyme			pH 4.5																											5.5			1555555.55555556


																																																																																				6


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						2			0.405			0.022						0.8870990533			0.9621882221																																	0.5			0.405			1.1272698312			0.8870990533																		4088888.88888889


						5			0.423			0.015						0.9245442984			1.0028030483																																	0.2			0.423			1.0816139386			0.9245442984


						10			0.035			0.011						0.204323866			0.2216190139																																	0.1			0.035			4.8941908714			0.204323866


						15			0.128			0.059						0.5985587113			0.6492241652																																	0.0666666667			0.128			1.6706798867			0.5985587113


						20			0.166			0.077						0.7596439169			0.8239445496																																	0.05			0.166			1.31640625			0.7596439169


						30			0.389			0.075						1.7049597287			1.8492773317																																	0.0333333333			0.389			0.5865241174			1.7049597287


						Esperizyme			pH 5.0																																													Esperizyme			pH 5.0


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						2			0.053			0.010						0.1302929699			0.1413217167																																	0.5			0.053			7.6750111757			0.1302929699																		0.0665026269


						5			0.302			0.028						0.5659619081			0.6138681809																																	0.2			0.302			1.7669033652			0.5659619081


						10			0.330			0.032						0.6143048518			0.6663031496																																	0.1			0.330			1.6278562624			0.6143048518


						15			0.405			0.009						0.7465198905			0.80970963																																	0.0666666667			0.405			1.3395490364			0.7465198905																		1005555.55555556


						20			0			0.267						0			0																																	0.05			0			0			0


						30			0			0.000						0			0																																	0.0333333333			0			0			0


						Esperizyme			pH 5.5																																													Esperizyme			pH 5.5


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						2			0.025			0.009						0.0984820663			0.1068182																																	0.5			0.025			10.1541330019			0.0984820663


						5			0.140			0.025						0.3084220835			0.3345287																																	0.2			0.140			3.2423099821			0.3084220835


						10			0.175			0.008						0.3733015057			0.4048999																																	0.1			0.175			2.6787998032			0.3733015057


						15			0.333			0.034						0.6640347656			0.7202425																																	0.0666666667			0.333			1.5059452484			0.6640347656


						20			0.334			0.016						0.6652589056			0.7215702																																	0.05			0.334			1.5031741651			0.6652589056																		1555555.55555556


						30			0.472			0.019						0.9192679643			0.9970801																																	0.0333333333			0.472			1.087822092			0.9192679643
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						Esperizyme			pH 3.5


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.629


						5			1.265


						10			0.782


						15			0.769


						20			1.673


						30			3.653


						Esperizyme			pH 4.0


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.467


						5			0.588


						10			0.759


						15			1.331


						20			1.520


						30			4.006


						Esperizyme			pH 4.5


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.235


						5			0.510


						10			1.103


						15			2.221


						20			1.679


						30			3.255


						Esperizyme			pH 5.0


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.978


						5			0.928


						10			1.563


						15			2.925


						20			2.462


						30			3.211


						Esperizyme			pH 5.5


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.345


						5			0.508


						10			0.681


						15			1.089


						20			1.358


						30			2.550


						Esperizyme			pH 6.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						2			0.200


						5			0.266


						10			0.254


						15			0.286


						20			0.286


						30			0.549


						Stargem			pH 3.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.861


						60			0.942


						90			0.936


						120			1.356


						150			1.539


						180			1.329


						Stargem			pH 3.5


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.560


						60			0.865


						90			0.913


						120			0.940


						150			0.970


						180			1.754


						Stargem			pH 4.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.659


						60			0.718


						90			0.837


						120			0.852


						150			0.964


						180			1.062


						Stargem			pH 4.5


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.314


						60			0.537


						90			0.636


						120			0.709


						150			1.034


						180			1.000


						Stargem			pH 5.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.498


						60			0.586


						90			0.541


						120			0.659


						150			0.746


						180			0.798
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						Almidon 10%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								2			0.018			0.1828801855			0.1686082158			0.0035


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						5			0.139			0.5852165936			0.5395462906			0.0190


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						10			0.157			0.6450682907			0.5947271613			0.0153																		2394444.44444444


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						15			0.318			1.18040847			1.088289393			0.0566


									0.018			0.139			0.157			0.318			0.344			0.422						20			0.344			1.2668609213			1.167995095			0.0142


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036						30			0.422			1.5262182753			1.4071122011			0.0363


						Almidon 15%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								2			0.067			0.1152699351			0.159411404			0.0193


						1			0.045			0.38			0.224			0.317			0.34			0.44						5			0.375			0.4566462814			0.6315144083			0.0061


						2			0.075			0.376			0.207			0.352			0.27			0.379						10			0.233			0.5985169707			0.8277130595			0.0309																		3772222.22222222


						3			0.081			0.368			0.267			0.362			0.32			0.465						15			0.344			0.8445739476			1.167995095			0.0236																								[Sustrato]			Actividad


									0.067			0.375			0.233			0.344			0.31			0.428						20			0.31			1.1538077158			1.5956468424			0.0361																								10%			2394444.44444444


						desviación estandar			0.019			0.006			0.031			0.024			0.036			0.044						30			0.428			1.546168841			2.138258737			0.0442																								15%			3772222.22222222


																																																																		20%			4188888.88888889


						Almidon 20%																																																												25%			3300000


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								2			0.375			0.342484711			0.6315144083			0.0320


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						5			0.275			0.5187147079			0.9564684243			0.0259


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						10			0.398			0.7232080063			1.3335377069			0.0358


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						15			0.566			1.0030701083			1.8495810341			0.0169																		4188888.88888889


									0.375			0.275			0.398			0.566			0.494			0.533						20			0.494			1.3242187977			2.4417535254			0.0375


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022						30			0.533			1.422309079			2.622624157			0.0219


						Almidon 25%


						Tiempos			5			10			15			20			30									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								5			0.143			0.1194817212			0.2753934192			0.0032


						1			0.139			0.27			0.357			0.463			0.323									10			0.265			0.2006140217			0.4623952585			0.0076


						2			0.145			0.256			0.308			0.429			0.298									15			0.319			0.4734934257			1.0913549969			0.0339																		3300000


						3			0.144			0.268			0.292			0.394			0.348									20			0.429			0.6193542282			1.4275495606			0.0345


									0.143			0.265			0.319			0.429			0.323									30			0.323			0.7182203649			1.6554261189			0.0250


						desviación estandar			0.003			0.008			0.034			0.035			0.025			0.000
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															LICUOZYME			1/100=20


									Almidon 20%									66°C


									Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


									Replicas																								2			0.375			0.342484711			0.6315144083			0.032


									1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						5			0.275			0.5187147079			0.9564684243			0.026


									2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						10			0.398			0.7232080063			1.3335377069			0.036																		4188888.88888889


									3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						15			0.566			1.0030701083			1.8495810341			0.017


												0.375			0.275			0.398			0.5663333333			0.494			0.5333333333						20			0.494			1.3242187977			2.4417535254			0.037


									desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022						30			0.533			1.422309079			2.622624157			0.022


																		70°C


									Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


									Replicas																								2			0.131			0.1396539598			0.2575107296			0.016


									1			0.142			0.276			0.16			0.27			0.39			0.265						5			0.268			0.2532613478			0.4669936644			0.011																		2516666.66666667						Temperatura			Actividad


									2			0.138			0.255			0.133			0.221			0.4			0.291						10			0.141			0.2959333911			0.5456774985			0.017																								66			4188888.88888889


									3			0.113			0.272			0.13			0.235			0.394			0.279						15			0.242			0.4638506523			0.8553034948			0.025																								70			2516666.66666667


												0.131			0.268			0.141			0.242			0.395			0.278						20			0.395			0.7176661825			1.3233190272			0.005																								80			5600000


									desviación estandar			0.016			0.011			0.017			0.025			0.005			0.013						30			0.278			0.7863847976			1.450030656			0.013


																		80°C


									Tiempos			2			7			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


									Replicas																								2			0.352			0.3236425101			0.5967708972			0.029																		5600000


									1			0.379			0.068			0.293			0.598			0.366			0.405						7			0.062			0.1645921669			0.3034947885			0.005


									2			0.356			0.058			0.301			0.517			0.399			0.432						10			0.291			0.5458696446			1.006539955			0.011


									3			0.322			0.06			0.28			0.541			0.299			0.307						15			0.552			0.979240266			1.8056407112			0.042


												0.352			0.062			0.291			0.552			0.355			0.381						20			0.355			0.9767464453			1.8010423053			0.051


									desviación estandar			0.029			0.005			0.011			0.042			0.051			0.066						30			0.381			1.7387472181			3.2061107705			0.066


															SPERIZYME			1/50=20			Almidón 10%


																																																																								T= 44°C


																		T= 44°C


									tiempo (min)			3			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						3			5			10			15			20			30


									replicas																								3			0.079			0.1934096507			0.1783159616			0.023


									1			0.058			0.157			0.184			0.205			0.257			0.387						5			0.158			0.3236425101			0.2983854486			0.021																		patron			0.356			0.129			0.159			0.165			0.255			0.302			0.293																		822222.222222222


									2			0.076			0.179			0.164			0.253			0.24			0.369						10			0.198			0.3912527605			0.3607193951			0.043																		inicial			0.087


									3			0.104			0.137			0.247			0.299			0.304			0.357						15			0.252			0.4810303061			0.443490701			0.047																								36.236			44.663			46.348			71.629			84.831			82.303


												0.079			0.158			0.198			0.252			0.267			0.371						20			0.267			0.5054143308			0.4659717964			0.033																					mg/ml			0.3624			0.4466			0.4635			0.7163			0.8483			0.8230


									desviación estandar			0.023			0.021			0.043			0.047			0.033			0.015						30			0.371			0.6783192335			0.6253832005			0.015


																																																																								T= 56°C


																		T= 56°C


									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


									replicas																								2			0.053			0.1496292427			0.1379521766			0.017


									1			0.041			0.101			0.13			0.295			0.3			0.565						5			0.111			0.2466111592			0.2273656244			0.010																		patron			0.389			0.102			0.222			0.171			0.314			0.345			0.502


									2			0.045			0.112			0.234			0.31			0.355			0.551						10			0.195			0.3851567543			0.3550991212			0.056																		inicial			0.201																																				1611111.11111111


									3			0.073			0.121			0.22			0.328			0.459			0.653						15			0.311			0.578566405			0.5334150828			0.017																								26.221			57.069			43.959			80.720			88.689			129.049																								Temperatura			Actividad


												0.053			0.111			0.195			0.311			0.371			0.590						20			0.371			0.6788734159			0.6258941345			0.081																								0.2622			0.5707			0.4396			0.8072			0.8869			1.2905																								44			822222.222222222


									desviación estandar			0.017			0.010			0.056			0.017			0.081			0.055						30			0.590			1.0424170573			0.9610668302			0.055																																																															56			1611111.11111111


																																																																								T=66°C																																				66			2372222.22222222


																		T= 66 °C																																																																																										70			2972222.22222222


																																																																																																												80			1922222.22222222


									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


									replicas																								2			0.018			0.1839885503			0.1696300838			0.004


									1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						5			0.139			0.5863249583			0.5405681586			0.019																		patron			0.323			0.151			0.19			0.245			0.43			0.491			1.294


									2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						10			0.175			0.7060283525			0.6509298999			0.015																		inicial			0.038																																				2372222.22222222


									3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						15			0.318			1.1815168348			1.089311261			0.057																								46.749			58.824			75.851			133.127			152.012			400.619


												0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422						20			0.344			1.2668609213			1.167995095			0.014																								0.4675			0.5882			0.7585			1.3313			1.5201			4.0062


									desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036						30			0.422			1.5262182753			1.4071122011			0.036


																		T= 70 °C																																																						T= 76 °C


									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]																		calculos de			distribución normal


									replicas																								2			0.102			0.2310940526			0.2130594727			0.012																																																									0.5			0.102			4.6935251799			0.2130594727


									1			0.112			0.269			0.431			0.585			0.039			0.137						7			0.202			0.3967945843			0.3658287349			0.075																		patron			0.359			0.063			0.129			0.176			0.244			0.308			0.513																		0.2			0.202			2.7335195531			0.3658287349																		2			0.25			-0.6744903658


									2			0.105			0.215			0.294			0.534			0.042			0.107						10			0.300			0.5597242041			0.5160433272			0.129																		inicial			0.026																																				0.1			0.300			1.9378217822			0.5160433272																		4			0.5833333333			0.2104286523


									3			0.089			0.121			0.174			0.553			0.033			0.121						15			0.557			0.9881071841			0.9109952994			0.026																								19.505			39.938			54.489			75.542			95.356			158.824																		0.0666666667			0.557			1.0977005048			0.9109952994																		5			0.75			0.6744903658


												0.102			0.202			0.300			0.557			0.038			0.122						20			0.038			0.2493820711			0.2299202943			0.005																								0.1950			0.3994			0.5449			0.7554			0.9536			1.5882																		0.05			0.038			5.7734513274			0.1732066217																		6			0.9166666667			1.3829958334


									desviación estandar			0.012			0.075			0.129			0.026			0.005			0.015						30			0.122			0.527581626			0.4864091559			0.015																																																									0.0333333333			0.122			2.3272294887			0.4296954833																		1			0.0833333333			-1.3829958334


																		T=80°C																																																						T=82°C																																																									3			0.4166666667			-0.2104286523


																																																																																																						2972222.22222222


									tiempo (min)			2			5			10			15			20									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


									replicas																								2			0.091			0.2133602164			0.1967095851			0.062


									1			0.034			0.137			0.212			0.379			0.457									7			0.144			0.3014752149			0.2779480891			0.038																		patron			0.534			0.039			0.03			0.03			0.053			0.231			0.24


									2			0.083			0.185			0.287			0.333			0.549									10			0.255			0.4849095828			0.4470672389			0.039																		inicial			0.046


									3			0.157			0.111			0.265			0.36			0.444									15			0.357			0.6555977559			0.604434907			0.023																								12.074			9.288			9.288			16.409			71.517			74.303


												0.091			0.144			0.255			0.357			0.483									20			0.483			0.8650786956			0.7975679542			0.057																								0.1207			0.0929			0.0929			0.1641			0.7152			0.7430																		1922222.22222222


									desviación estandar			0.062			0.038			0.039			0.023			0.057			0.000
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						Curva de calibración Agua pH =3.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.026


						0.2			0.061


						0.3			0.089


						0.4			0.121


						0.5			0.16


						0.6			0.2


						0.7			0.253


						0.8			0.298


						0.9			0.319


						1			0.36


						Curva de calibración Agua pH =3.5


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.044


						0.2			0.121


						0.3			0.168


						0.4			0.246


						0.5			0.323


						0.6			0.376


						0.7			0.454


						0.8			0.498


						0.9			0.592


						1			0.665


						Curva de calibración Agua pH = 4.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.053


						0.2			0.108


						0.3			0.175


						0.4			0.251


						0.5			0.31


						0.6			0.374


						0.7			0.438


						0.8			0.476


						0.9			0.553


						1			0.587


						Curva de calibración Agua pH = 4.5


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.054


						0.2			0.116


						0.3			0.177


						0.4			0.226


						0.5			0.314


						0.6			0.381


						0.7			0.456


						0.8			0.555


						0.9			0.58


						1			0.562


						Curva de calibración Agua pH = 5,0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.041


						0.2			0.094


						0.3			0.142


						0.4			0.193


						0.5			0.266


						0.6			0.315


						0.7			0.373


						0.8			0.427


						0.9			0.469


						1			0.534
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												Almidon 10%  gelatinizado a 30 min de RX dilucion 1/50=20


						tiempo (min)			2			5			10						15			20			30									tiempo (min)						2			5						10			15			20			30


						replicas


						1			0.013			0.059			0.15						0.171			0.25			0.286									patrón			0.312			0.179			0.14						0.105			0.152			0.808			0.212


																																				inicial			0.117


												Almidon 10% sin gelatinizar a 30 min de RX dilucion 1/50=20																														57.372			44.872						33.654			48.718			258.974			67.949									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			ED


																																																																					30			0.013			0.0275968634			0.0254432042			0.0002759686


						tiempo (min)			2			5			10						15			20			30																																										60			0.097			0.1771540588			0.163328956			0.0017715406


						replicas																														tiempo (min)						2			5						10			15			20			30						Jan-50			90			0.044			0.0827905903			0.0763296126			0.0008279059


						1			0.013			0.097			0.044						0.037			0.09			0.177																																										120			0.037			0.0703274907			0.0648391333			0.0007032749


																																				patrón			0.412			0.094			0.094						0.152			0.218			0.162			0.18									150			0.090			0.1646909591			0.1518384767			0.0016469096


												Almidon 10%  sin gelatinizar a 3h de RX dilucion 1/10=20																								inicial			0.048																														180			0.177			0.3195894829			0.2946487196			0.0031958948


																																										22.816			22.816						36.893			52.913			39.320			43.689


						tiempo (min)			30			60			90						120			150			180


						replicas																																																															Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			ED


						1			0.149			0.252			0.264						0.324			0.402			0.412									tiempo (min)						30			60						90			120			150			180									30			0.149			0.2697370844			0.2486868024			0.0026973708


																																																																					60			0.252			0.453122693			0.417760998			0.0045312269


																																				patrón			0.413			0.15			0.2						0.233			0.271			0.407			0.447						1-Oct			90			0.264			0.4744880066			0.4374589626			0.0047448801


																																				inicial			0.18																														120			0.324			0.5813145747			0.5359487853			0.0058131457


																																										36.320			48.426						56.416			65.617			98.547			108.232									150			0.402			0.7201891132			0.6639855548			0.0072018911


																																																																					180			0.412			0.7379935412			0.6804005253			0.0073799354


						Stargem			pH 3.0


																																																																																																			Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																																																																																	0.5			0.013			32.0404040404			0.0312105927


						30			0.117			0.3927362			0.3620870477			0.008																																																																																	0.2			0.097			6.1117533719			0.1636191677


						60			0.244			0.7529576			0.6941968187			0.004																																																																																	0.1			0.044			12.4881889764			0.080075662


						90			0.277			0.8487007			0.7824681			0.009																					205555.555555556																																																												0.0666666667			0.037			14.4840182648			0.0690416141


						120			0.346			1.0449266			0.9633805279			0.005																																																																																	0.05			0.090			6.5537190083			0.1525851198


						150			0.131			0.8651003			0.7975878343			0.024																																																																																	0.0333333333			0.177			3.451577802			0.2897225725


						180			0.178			1.1324225			1.0440482433			0.014


																																													pH						Actividad																																																			0.0186860004


																																													3						205555.555555556


																																													3.5						166666.666666667																																																			1038111.11111111


						Stargem			pH 3.5																																				4						177777.777777778


																																													4.5						444444.444444444


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																											5						177777.777777778


						30			0.238			0.4204412105			0.3876299784			0.017


						60			0.323			0.5555697281			0.5122130665			0.026																																																																											161111.111111111


						90			0.373			0.6348380317			0.5852952717			0.029																					166666.666666667


						120			0.457			0.7694345473			0.7093878752			0.026


						150			0.518			0.8662589182			0.7986560722			0.008


						180			0.255			0.8930186207			0.8233274475			0.017


						Stargem			pH 4.0


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						30			0.182			0.3290851778			0.3034033705			0.032


						60			0.292			0.5237469241			0.4828737142			0.027


						90			0.396			0.7089129755			0.6535894069			0.028																					177777.777777778


						120			0.376			0.6733041194			0.620759466			0.019


						150			0.421			0.7546110074			0.6957211644			0.080


						180			0.261			0.9371063945			0.8639746115			0.036


						Stargem			pH 4,5


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						30			0.068			0.1273170773			0.1173812526			0.007


						60			0.144			0.2583955366			0.2382303489			0.004


						90			0.281			0.4914872314			0.4531315679			0.036																					444444.444444444


						120			0.473			0.8203231922			0.7563051702			0.009


						140			0.592			1.0232098508			0.943358554			0.021


						180			0.801			1.3816809414			1.2738545607			0.021


						Stargem			pH 5.0


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						30			0.106			0.243179379			0.2242016603			0.008


						60			0.181			0.3910587312			0.3605405078			0.012


						90			0.229			0.485044275			0.4471914197			0.010																					177777.777777778


						120			0.307			0.6388388012			0.5889838211			0.006


						140			0.326			0.6769588119			0.6241289463			0.015


						180			0.364			0.7518843503			0.6932072956			0.011


												TEMPERATURA


									Stargem						30°C																					Stargem			30°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.107			0.1951359323			0.1799075242			0.010																											Temperatura			Actividad


						1			0.098			0.184			0.235						0.276			0.291			0.344									60			0.171			0.3039880441			0.2802648172			0.011																											30			127777.777777778


						2			0.107			0.165			0.198						0.249			0.289			0.323									90			0.207			0.3655379293			0.3370113493			0.025																					127777.777777778						37			166666.666666667


						3			0.117			0.164			0.188						0.248			0.259			0.325									120			0.258			0.4521636937			0.416876839			0.016																											47			200000


																																				140			0.280			0.4897775124			0.4515552753			0.018																											56			150000


									0.107			0.171			0.207						0.258			0.280			0.331									180			0.331			0.5769731831			0.5319461959			0.012


						desviacion			0.010			0.011			0.025			0.000			0.016			0.018			0.012


									Stargem						37°C																					Stargem			37°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.162			0.2891704792			0.266603615			0.007


						1			0.169			0.258			0.368						0.371			0.421			0.483									60			0.262			0.4601423825			0.424232871			0.004


						2			0.156			0.265			0.318						0.36			0.426			0.443									90			0.329			0.5746935577			0.5298444725			0.034																					166666.666666667


						3			0.162			0.264			0.302						0.378			0.388			0.453									120			0.370			0.6436522254			0.5934216057			0.009


																																				140			0.412			0.7154604248			0.6596258932			0.021


									0.162			0.262			0.329						0.370			0.412			0.460									180			0.460			0.7975269384			0.7352879361			0.021


						desviacion			0.007			0.004			0.034			0.000			0.009			0.021			0.021


									Stargem						47°C																					Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.202			0.3564194278			0.3286044557			0.019


						1			0.224			0.319			0.357						0.449			0.518			0.547									60			0.316			0.5513273976			0.5083018075			0.011


						2			0.192			0.325			0.354						0.433			0.499			0.543									90			0.345			0.6009092496			0.5540142917			0.019


						3			0.189			0.303			0.323						0.434			0.463			0.531									120			0.439			0.7616228387			0.7021857923			0.009																					200000


																																				140			0.493			0.8550874792			0.7883564523			0.028


									0.202			0.316			0.345						0.439			0.493			0.540									180			0.540			0.9354442737			0.8624422026			0.008


						desviacion			0.019			0.011			0.019			0.000			0.009			0.028			0.008


									Stargem						56°C																					Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.220			0.3877642767			0.3575031526			0.016


						1			0.23			0.305			0.4						0.35			0.316			0.456									60			0.317			0.5530371166			0.5098781			0.037


						2			0.202			0.358			0.403						0.421			0.452			0.52									90			0.398			0.6920942647			0.6380832282			0.006


						3			0.228			0.287			0.391						0.374			0.496			0.552									120			0.382			0.6641688538			0.6123371164			0.036																					150000


																																				140			0.421			0.7319877088			0.674863388			0.094


									0.220			0.317			0.398						0.382			0.421			0.509									180			0.509			0.8824429837			0.8135771332			0.049


						desviacion			0.016			0.037			0.006			0.000			0.036			0.094			0.049


												CONCENTRACIÓN


									Stargem						10%						47°C															Stargem			47°C																														Dobles recíprocos


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.202			0.3564194278			0.3286044557


						1			0.224			0.319			0.357						0.449			0.518			0.547									60			0.316			0.5513273976			0.5083018075


						2			0.192			0.325			0.354						0.433			0.499			0.543									90			0.345			0.6009092496			0.5540142917																								200000


						3						0.303			0.323						0.434			0.463			0.531									120			0.439			0.7616228387			0.7021857923																																																			200000


																																				140			0.493			0.8550874792			0.7883564523


									0.208			0.316			0.345						0.439			0.493			0.540									180			0.540			0.9354442737			0.8624422026


						desviacion			0.023			0.011			0.019			0.000			0.009			0.028			0.008


									Stargem						15%						47°C															Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						Replicas																														30			0.186			0.2197558864			0.3039092055			0.049																		0.5			0.186			3.2904564315			0.3039092055


						1			0.132			0.243			0.382						0.433			0.457			0.474									60			0.312			0.3629923476			0.5019966372			0.060																		0.2			0.312			1.9920452167			0.5019966372																					0.2296844136


						2			0.198			0.344			0.404						0.522			0.485			0.538									90			0.389			0.4515177998			0.6244220261			0.013																		0.1			0.389			1.6014809828			0.6244220261


						3			0.228			0.348			0.382						0.501			0.434			0.439									120			0.485			0.5609398179			0.7757461118			0.047																		0.0666666667			0.485			1.2890815497			0.7757461118																					12760245


																																				140			0.459			0.5305448129			0.7337116435			0.026																		0.05			0.459			1.3629332569			0.7337116435


									0.186			0.312			0.389						0.485			0.459			0.484									180			0.484			0.5590401301			0.7731189575			0.050																		0.0333333333			0.484			1.293462009			0.7731189575


						desviacion			0.049			0.060			0.013			0.000			0.047			0.026			0.050


									Stargem						20%						47°C															Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						Replicas																														30			0.154			0.1371764571			0.2529424128			0.026																		0.5			0.154			3.9534690486			0.2529424128


						1			0.161			0.34			0.463						0.488			0.554			0.352									60			0.374			0.3252455508			0.599726776			0.035																		0.2			0.374			1.6674259681			0.599726776																					0.1613319566


						2			0.125			0.41			0.47						0.579			0.547			0.262									90			0.466			0.4041775795			0.7452711223			0.004																		0.1			0.466			1.3417935702			0.7452711223


						3			0.175			0.371			0.465						0.479			0.607			0.252									120			0.515			0.4463506489			0.8230348886			0.055																		0.0666666667			0.515			1.2150153218			0.8230348886																					8962886.5


																																				140			0.569			0.4925130628			0.9081546868			0.033																		0.05			0.569			1.1011339968			0.9081546868


									0.154			0.374			0.466						0.515			0.569			0.289									180			0.289			0.5051649837			0.9314838167			0.055																		0.0333333333			0.289			1.0735559567			0.9314838167																											Concentracion			actividad


						desviacion			0.026			0.035			0.004			0.000			0.055			0.033			0.055


																																																																																																						10%			200000


									Stargem						25%						47°C															Stargem			47°C																																																															15%			12760245


																																																																																																						20%			8962886.5


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																																																						25%			16400647.2222222


						Replicas																														30			0.223			0.1573853361			0.3627574611			0.039																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]																											30%			8569421.11111111


						1			0.216			0.348			0.484						0.379			0.503			0.504									60			0.345			0.2405916624			0.5545397226			0.041																		0.5			0.223			2.7566628042			0.3627574611


						2			0.189			0.303			0.42						0.536			0.565			0.639									90			0.465			0.3228861385			0.7442202606			0.039																		0.2			0.345			1.803297328			0.5545397226


						3			0.265			0.384			0.492						0.411			0.542			0.54									120			0.442			0.3069287608			0.7074401009			0.083																		0.1			0.465			1.3436882237			0.7442202606																					0.2952116668


																																				140			0.537			0.3716701216			0.8566624632			0.031																		0.0666666667			0.442			1.4135472371			0.7074401009																														calculos de			distribución normal


									0.223			0.345			0.465						0.442			0.537			0.561									180			0.561			0.3883113868			0.8950189155			0.070																		0.05			0.537			1.1673209028			0.8566624632																					16400648.3333333


						desviacion			0.039			0.041			0.039			0.000			0.083			0.031			0.070


																																																																		0.0333333333			0.561			0.5620127569			1.7793190416																														1			0.0833333333			-1.3829958334


									Stargem						30%						47°C															Stargem			47°C																																																																		2			0.25			-0.6744903658


																																																																																																									3			0.4166666667			-0.2104286523


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																																																									4			0.5833333333			0.2104286523


						Replicas																														30			0.145			0.0863218143			0.2387557797			0.028																																																									5			0.75			0.6744903658


						1			0.128			0.222			0.406						0.335			0.348			0.476									60			0.259			0.1512911376			0.4184531316			0.033																																																									6			0.9166666667			1.3829958334


						2			0.129			0.267			0.377						0.303			0.458			0.393									90			0.380			0.2206297428			0.610235393			0.024																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						3			0.177			0.287			0.358						0.37			0.521			0.437									120			0.336			0.1953638949			0.5403530895			0.034																		0.5			0.145			4.1883802817			0.2387557797


																																				140			0.442			0.2559639362			0.7079655317			0.088																		0.2			0.259			2.3897538925			0.4184531316


									0.145			0.259			0.380						0.336			0.442			0.435									180			0.435			0.2519745917			0.6969314838			0.042																		0.1			0.380			1.6387118994			0.610235393																					0.1542495758


						desviacion			0.028			0.033			0.024			0.000			0.034			0.088			0.042																																							0.0666666667			0.336			1.8506417736			0.5403530895


																																																																		0.05			0.442			1.4124981446			0.7079655317																					8569421.11111111


																																																																		0.0333333333			0.435			0.722990427			1.3831441782
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			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0





pH 3.0


pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


Tiempo (min)


% ED


pH Stargem


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0			0


			0			0			0			0


			0			0			0			0


			0			0			0			0


			0			0			0			0


			0			0			0			0





30 °C


37°C


47°C


56 °C


Tiempo (min)


% ED


Temperatura


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





1/50=20


1/10=20


Tiempo (min)


% ED


Cantidad de enzima (velocidad)


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0





10%


15%


20%


25%


30%


[sustrato] (%p/v)


ED


[Sustrato]


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





5.75e-3% p/p


0.023% p/p


Tiempo (min)


% ED


Cantidad de enzima (velocidad)


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0


			0


			0


			0


			0





tiempo


[Glucosa] mg/ml


E/S 1/50


0


0


0


0


0





			0


			0


			0


			0


			0


			0





tiempo


[Glucosa] mg/ml


E/S 1/10


0


0


0


0


0


0





			0


			0


			0


			0


			0





1/tiempo (1/min)


1/[Glucosa] (ml/mg)


1/50


0


0


0


0


0





			


						Stargen 001 H2O pH=4.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.111


						0.2			0.286


						0.3			0.424


						0.4			0.497


						0.5			0.599


						0.6			0.668


						0.7			0.734


						0.8			0.834


						0.9			0.934


						1			0.962


						Dilusiónes


						1/10			1.754			1.81188			18.1188227542


						1/50			1.614			1.65814			82.9068745882


						1/75			1.584			1.62519			121.8894135735


						1/100			1.111			1.10575			110.5754447617


						1/200			0.884			0.85647			171.2936525368


						Licuozyme Buffer pH=4.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.116


						0.2			0.25


						0.3			0.41


						0.4			0.351


						0.5			0.56


						0.6			0.647


						0.7			0.65


						0.8			0.773


						0.9			0.866


						1			0.891


						Diluciónes


						1/10			0.701			6.32362


						1/50			0.156			0.65245


						1/75			0.107			0.14256


						1/100			0.088			-0.05515


						1/200			0.032			-0.63788


						Sperizyme Buffer pH=4.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.139


						0.2			0.268


						0.3			0.436


						0.4			0.618


						0.5			0.66


						0.6			0.749


						0.7			0.759


						0.8			0.817


						0.9			0.856


						1			0.964


						Dilusiónes


						1/10			1.668			1.78118


						1/50			0.826			0.78579


						1/75			0.846			0.80943


						1/100			0.564			0.47606


						1/200			0.408			0.29164








			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentracion (mg/ml)


Absorbancia


Proteina Stargen


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración (mg/ml)


Absorbancia


Proteina Licuozyme





			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración (mg/ml)


Absorbancia


Proteina Sperizyme


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





																																										P


									LICUOZYME																		SPERIZYME																		STARGEM


									amilasa																		Glucoamilasa																		amilsa+Glucoamilasa


									Almidón al 10% p/v,  gelatinizado a 66°C por 30  minutos a pH= 4.0																		Almidón al 10% p/v, gelatinizado a 66°C por 30  minutos a pH= 4.0																					Almidón al 10% p/v,  sin gelatinizar, a 37°C y pH =4.0


						pH			Actividad			Temperatura			Actividad


						3						66			4188888.88888889


						3.5			2702222.22222222			70			2516666.66666667


						4			4600000			80			5600000


						4.5			4872222.22222222


						5			7722222.22222222


						5.5			7333333.33333333


						6			7500000


									stargem


						3						183333.333333333


						3.5						155555.555555556


						4						177777.777777778


						4.5						444444.444444444


						5						177777.777777778


						3


						3.5			3227777.77777778


						4			2372222.22222222


						4.5			4088888.88888889


						5			3694444.44444444


						5.5			1555555.55555556


																																				novo


																																				[Sustrato]			Actividad


																																				10%			2388888.88888889


																																				15%			3438888.88888889


																																				20%			3988888.88888889


																																				25%			3038888.88888889


																																				genecor


																																				Concentracion			actividad


																																				10%			200000


																																				15%			12760245


																																				20%			8977225


																																				25%			16400647.2222222


																																				30%			8569421.11111111


									speri						lic									stargen


						30									Temperatura			Actividad						Temperatura			Actividad


						37									66			4188888.88888889						30			127777.777777778


						44			822222.222222222						70			2516666.66666667						37			166666.666666667


						47									80			5600000						47			200000


						56			1611111.11111111															56			150000


						66			2372222.22222222						30


						70			2972222.22222222						37									30			127777.777777778


						80			1922222.22222222						44									37			166666.666666667


															47									44


															56									47			200000


															66			4188888.88888889						56			150000


															70			2516666.66666667						66


															80			5600000						70


																								80








			2			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30			30





pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


pH 5.5


pH 6.0


Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


Producción de Glucosa en la sacarificación 
(Kit glucosa)


0.62925


0.46749


0.2349


0.9779874214


0.3450479233


0.2


1.26531


0.58824


0.51


0.927672956


0.5079872204


0.2657142857


0.78231


0.75851


1.1031


1.5628930818


0.6805111821


0.2542857143


0.76871


1.33127


2.2206


2.9245283019


1.089456869


0.2857142857


1.67347


1.52012


1.679


2.4622641509


1.357827476


0.2857142857


3.65306


4.00619


3.255


3.2106918239


2.5495207668


0.5485714286





			4


			4.5


			5


			5.5


			6





pH


Actividad (U/ml)


pH Licuozyme


4600000


4994444.44444444


7894444.44444444


7661111.11111111


7727777.77777778





			3


			3.5


			4


			4.5


			5





pH


Actividad (U/ml)


pH Stargem 001


205555.555555556


166666.666666667


177777.777777778


444444.444444444


177777.777777778





			30			30			30			30			30


			60			60			60			60			60


			90			90			90			90			90


			120			120			120			120			120


			150			150			150			150			150


			180			180			180			180			180





pH 3.0


pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


Stargem producción de glucosa (kit glucosa)


0.8610169492


0.5598802395


0.6587537092


0.313559322


0.498489426


0.9423728814


0.8652694611


0.7181008902


0.5367231638


0.586102719


0.9355932203


0.9131736527


0.8367952522


0.6355932203


0.5407854985


1.3559322034


0.9401197605


0.8516320475


0.709039548


0.6586102719


1.5389830508


0.9700598802


0.9643916914


1.0338983051


0.746223565


1.3288135593


1.754491018


1.0623145401


1


0.7975830816





			0.1


			0.15


			0.2


			0.25





[Sustrato] (%w/v)


Actividad (U/ml)


[susutrato]


2394444.44444444


3772222.22222222


4188888.88888889


3300000





			0.1


			0.15


			0.2


			0.25





[Sustrato] (%p/v)


Actividad (U/ml)


[susutrato]


2394444.44444444


3772222.22222222


4188888.88888889


3300000





			30


			37


			47


			56





Temperatura °C


Actividad (U/ml)


Temperatura, Stargem 001


127777.777777778


166666.666666667


200000


150000





			0.1


			0.15


			0.2


			0.25


			0.3





[sustrato] (%w/v)


Actividad (U/ml)


[Sustrato]


200000


12760245


8962886.5


16400647.2222222


8569421.11111111





			3.5


			4


			4.5


			5


			5.5





pH


Actividad (U/ml)


pH Spirizyme


3227777.77777778


2372222.22222222


4088888.88888889


1005555.55555556


1555555.55555556





			44


			56


			66


			70


			80





Temperatura °C


Actividad (U/ml)


Temperatura, Spirizyme


822222.222222222


1611111.11111111


2372222.22222222


2972222.22222222


1922222.22222222





			66


			70


			80





Temperatura °C


Actividad (U/ml)


Temperatura, Licuozyme


4188888.88888889


2516666.66666667


5600000





			3			2			2			2			2


			5			5			5			7			7


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			0.7430340557





44°C


56°C


66°C


76°C


82°C


Temperatura °C


[Glucosa] (mg/ml)


Temperatura (Kit)


0.3623595506


0.2622107969


0.4674922601


0.1950464396


0.1207430341


0.4466292135


0.5706940874


0.5882352941


0.399380805


0.092879257


0.4634831461


0.4395886889


0.7585139319


0.5448916409


0.092879257


0.7162921348


0.8071979434


1.3312693498


0.7554179567


0.1640866873


0.8483146067


0.8868894602


1.520123839


0.9535603715


0.7151702786


0.8230337079


1.2904884319


4.0061919505


1.5882352941





			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30





0.2520% w/w


0.2520% w/w


0.0280% w/w


0.0130% w/w


0.0105% w/w


Tiempo (min)


ED


Licuozyme, Relación E/S


0.0175731233


0.0103909196


0.0007813972


0.0009476519


0.0009144009


0.0164259658


0.0106569272


0.0019451802


0.0007315207


0.0032752179


0.0132172498


0.002892832


0.0083958631


0.0018121764


0.0008312736


0.0105239234


0.002044933


0.011355197


0.0020781839


0.0017955509


0.0098090281


0.0028429556


0.0175066214


0.0021280603


0.004089866


0.0094931442


0.0024106934


0.0254868477


0.0039901131


0.0056360348





			2			2			2			2			5


			5			5			5			5			10


			10			10			10			10			15


			15			15			15			15			20


			20			20			20			20			30


			30			30			30			30





0.066% w/w


0.0631% w/w


0.0280% w/w


0.0130% w/w


0.0105% w/w


Tiempo (min)


ED


Spirizyme Relación E/S


0.0036243528


0.0011139066


0.0007980226


0.0074482112


0.0006816443


0.0053700273


0.0059020424


-0.000598517


0.0082296083


0.0032419669


0.0059519188


0.0061347989


-0.0002660075


0.0103244177


0.0003823858


0.0076975933


0.009027631


0.0012801613


0.0104075451


0.0008977755


0.0053367763


0.0125854819


0.0002660075


0.0148299205


0.0065504357


0.0075147131


0.0159438271


-0.0007148953


0.0177227525





			2			2			2			5


			5			5			5			10


			10			10			10			15


			15			15			15			20


			20			20			20			30


			30			30			30





10%


15%


20%


25%


Tiempo (min)


ED


[Sustrato]


0.0035118846


0.0192873015


0.0320468407


0.0032145503


0.0190350554


0.0061101009


0.0258650343


0.0075718778


0.01530795


0.0309246396


0.0357631095


0.0338673884


0.0566156633


0.0236290781


0.0168621865


0.0345012077


0.0141774469


0.0360555128


0.037469988


0.025


0.0362950869


0.0442379927


0.0219393102





			30			30


			60			60


			90			90


			120			120


			150			150


			180			180





5.75e-3% w/w


0.023% w/w


Tiempo (min)


ED


Stargem 001, Relacion E/S


0.0002759686


0.0026973708


0.0017715406


0.0045312269


0.0008279059


0.0047448801


0.0007032749


0.0058131457


0.0016469096


0.0072018911


0.0031958948


0.0073799354





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0


			0			0





Liquozyme SC DS


Sperizyme fuel


Stargen 001


pH


Actividad (U/ml)


Actividad enzimática en función del pH


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0





Licuozyme SC DS


Sperizyme fuel


Stargen 001


Temperatura (°C)


Actividad (U/ml)


Actividad enzimática en función a la temperatura


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0





Genecor International


Novozymes


Concentración de sustrato (%p/v)


Actividad (U/ml)


Actividad enzimática en funcion de la concentración de sustrato


0


0


0


0


0





			2			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30			30





pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


pH 5.5


pH 6.0


tiempo (min)


ED


pH Licuozyme


0.0194092372


0.4664863437


0.246918289


0.2190265497


0.425480147


0.3705056831


0.0809769998


0.7214102386


0.3938245394


0.6265031131


0.7992441083


0.786302482


0.134443741


1.1747314257


0.6955974776


1.263114172


1.4617291117


1.5436093714


0.1838599715


1.8142578926


1.187118292


2.3004421056


2.2842089902


2.2162491301


0.2033024228


2.2088357473


1.6575077639


3.0299199162


2.8757253125


2.8756089074


0.2211246699


2.9059971817


2.9876244554


4.4437688293


4.6389219461


4.2736604036





			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30





pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


pH 5.5


Tiempo (min)


%ED


pH Sperizyme


0.2374348916


0.1839885503


0.9621882221


0.1413217167


0.1068181552


0.3410428443


0.5863249583


1.0028030483


0.6138681809


0.3345287035


0.4640772881


0.7060283525


0.2216190139


0.6663031496


0.4048998934


1.129974234


1.1815168348


0.6492241652


0.80970963


0.7202424895


1.6771537341


1.2668609213


0.8239445496


0.7215702478


1.7710484413


1.5251099105


1.8492773317


0.9970800949





			30			30			30			30			30


			60			60			60			60			60


			90			90			90			90			90


			120			120			120			120			120


			150			150			150			140			140


			180			180			180			180			180





pH 3.0


pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


Tiempo (min)


% ED


pH Stargem


0.3927361791


0.4204412105


0.3290851778


0.1273170773


0.243179379


0.7529576324


0.5555697281


0.5237469241


0.2583955366


0.3910587312


0.8487007028


0.6348380317


0.7089129755


0.4914872314


0.485044275


1.0449265997


0.7694345473


0.6733041194


0.8203231922


0.6388388012


0.8651002585


0.8662589182


0.7546110074


1.0232098508


0.6769588119


1.1324224948


0.8930186207


0.9371063945


1.3816809414


0.7518843503





			3			2			2			2			2


			5			5			5			7			7


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30





44°C


56°C


66°C


70°C


80°C


Temperatura °C


% ED


Temperatura


0.1934096507


0.1496292427


0.1839885503


0.2310940526


0.2133602164


0.3236425101


0.2466111592


0.5863249583


0.3967945843


0.3014752149


0.3912527605


0.3851567543


0.7060283525


0.5597242041


0.4849095828


0.4810303061


0.578566405


1.1815168348


0.9881071841


0.6555977559


0.5054143308


0.6788734159


1.2668609213


0.2493820711


0.8650786956


0.6783192335


1.0424170573


1.5262182753


0.527581626





			2			2			2


			5			5			7


			10			10			10


			15			15			15


			20			20			20


			30			30			30





66°C


70°C


80°C


Temperatura °C


% ED


Temperatura


0.342484711


0.1396539598


0.3236425101


0.5187147079


0.2532613478


0.1645921669


0.7232080063


0.2959333911


0.5458696446


1.0030701083


0.4638506523


0.979240266


1.3242187977


0.7176661825


0.9767464453


1.422309079


0.7863847976


1.7387472181





			30			30			30			30			30


			60			60			60			60			60


			90			90			90			90			90


			120			120			120			120			120


			140			140			140			140			140


			180			180			180			180			180





10%


15%


20%


25%


30%


[sustrato] (%p/v)


ED


[Sustrato]


0.3564194278


0.2197558864


0.1371764571


0.1573853361


0.0863218143


0.5513273976


0.3629923476


0.3252455508


0.2405916624


0.1512911376


0.6009092496


0.4515177998


0.4041775795


0.3228861385


0.2206297428


0.7616228387


0.5609398179


0.4463506489


0.3069287608


0.1953638949


0.8550874792


0.5305448129


0.4925130628


0.3716701216


0.2559639362


0.9354442737


0.5590401301


0.5051649837


0.3883113868


0.2519745917





			30			30			30			30


			60			60			60			60


			90			90			90			90


			120			120			120			120


			140			140			140			140


			180			180			180			180





30 °C


37°C


47°C


56 °C


Tiempo (min)


% ED


Temperatura


0.1951359323


0.2891704792


0.3564194278


0.3877642767


0.3039880441


0.4601423825


0.5513273976


0.5530371166


0.3655379293


0.5746935577


0.6009092496


0.6920942647


0.4521636937


0.6436522254


0.7616228387


0.6641688538


0.4897775124


0.7154604248


0.8550874792


0.7319877088


0.5769731831


0.7975269384


0.9354442737


0.8824429837





			


						18-May						Stargem 001


																														1			2			3			4			5


						Solución de almidón al 25%(62,5gr) a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (50ul)


						Temperatura 56°C y 390 RPM toma de muestras cada dos horas																								1,0/3			1,/4			1,/6


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados												1.2644894


			Horas			Replica 1			Replica 2			Replica 3			Promédio			Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED						1.6432943


			2			0.375			0.397			0.361			0.378			0.185			0.336			1.087			323.5119			3.23512						2.038584			0.8845			0.008845						2.4684252


			4			0.543			0.451			0.512			0.502						0.328			1.379			420.4268			4.20427						2.626542			1.1395			0.011395						3.1699679


			6			0.516			0.556			0.502			0.525						0.333			0.701			631.5315			6.31532						2.733730			1.1861			0.011861						4.2113221


			8			0.543			0.501			0.446			0.497						0.354			0.957			811.0169			8.11017						2.601321			1.1286			0.011286						3.0945275


			10			0.525			0.502			0.581			0.536						0.297			0.8			1077.4411			10.77441						3.716431			1.6124			0.016124						2.1368910


			12			0.419			0.453			0.491			0.454						0.338			0.669			791.7160			7.91716						3.201509			1.3890			0.013890						2.7276248


			14 Nuevo mon			0.545			0.656			0.627			0.609			3-Jun			0.304			0.277			546.7105			5.46711			3-Jun			3.134108			1.3598			0.013598						2.8842214


			16			0.588			0.529			0.706			0.608						0.325			0.378			697.8462			6.97846						3.126226			1.3563			0.013563						3.3920140


			18			0.516			0.403			0.578			0.499						0.335			0.412			737.9104			7.37910						2.612355			1.1334			0.011334						4.8594482


			20			0.278			0.346			0.356			0.327						0.345			0.499			867.8261			8.67826						2.396549			1.0398			0.010398						5.4950787


			22			0.34			0.285			0.228			0.284						0.319			0.661			1243.2602			12.43260						2.129630			0.9240			0.009240						0.0000000


			24			0.303			0.405			0.393			0.367						0.306			0.717			1405.8824			14.05882						1.988143			0.8626			0.008626


						2			7.795


						4			10.346


						6			10.811


						8			13.633


						10			14.709


						12			15.582


						14			12.548


						16			12.514


						18			10.284


						20			8.983


						22			7.825


						24			7.576


												Licuozyme


						Solución de almidón al 20%(20gr) a pH=6,0 con adición de 0,028% p/p de E/S (20ul)


						Temperatura 86°C y 390 RPM


																											1			2			3			4			5


			Tiempo			Abs DNS												5-Jun						Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			15			0.174																		1.239214			672.0539			6.720539


			20			0.254																		1.795929			973.9734			9.739734


			25			0.337																		2.373521			1287.2149			12.872149


			30			0.42																		2.951113			1600.4563			16.004563


			35			0.312																		2.199548			1192.8650			11.928650


			Tiempo			Abs DNS												17-Jun						Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			15			0.261																		1.390571			754.1383			7.541383


			30			0.487																		2.570111			1393.8302			13.938302


			40			0.331																		2.331768			1264.5709			12.645709


			45			0.382																		2.686674			1457.0446			14.570446


			50			0.363																		2.554454			1385.3387			13.853387


			55			0.388																		2.728427			1479.6885			14.796885


			60			0.397																		2.791058			1513.6545			15.136545


																		18-Jun


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			15			0.127																		0.912143			494.6762			4.946762


			30			0.263																		1.858559			1007.9393			10.079393


			45			0.42																		2.951113			1600.4563			16.004563


			60			0.195																		1.385351			751.3078			7.513078


			75			0.431																		3.027662			1641.9703			16.419703


			90			0.305																		2.150835			1166.4471			11.664471


			105			0.187																		1.329680			721.1158			7.211158


			120			0.164																		1.169624			634.3140			6.343140


			135			0.137																		0.981733			532.4161			5.324161


																		19-Jun			Licuozyme


			Tiempo			Abs DNS												Licuozyme 0,168 % =20uL						Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.221																		1.181802366			640.918459608			6.4091845961


			15			0.386																		2.0429714683			1107.9501650488			11.0795016505


			20			0.528																		2.784098817			1509.8804812464			15.0988048125


			25			0.535																		2.8206332637			1529.6939475378			15.2969394754


			30			0.513																		2.7058107168			1467.423053479			14.6742305348


			35			0.435																		2.2987125957			1246.6444290888			12.4664442909


			40			0.375																		1.9855601949			1076.8147180194			10.7681471802


			45			0.415																		2.1943284621			1190.034525399			11.900345254


			50			0.48																		2.5335768963			1374.0167123909			13.7401671239


																		Licuozyme 0,168 % =40uL


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.224																		0.8077592206			438.0663047195			4.3806630472


			15			0.271																		0.9712943633			526.7551538336			5.2675515383


			20			0.249																		0.8947459986			485.241224461			4.8524122446


			25			0.176																		0.6407446068			347.4904588159			3.4749045882


			30			0.191																		0.6929366736			375.7954106608			3.7579541066


			35			0.136																		0.501565762			272.0105872295			2.7201058723


			40			0.115																		0.4284968685			232.3836546466			2.3238365465


			45			0.091																		0.3449895616			187.0957316948			1.8709573169


			50			0.103																		0.386743215			209.7396931707			2.0973969317


																		3-Jul


						Solución de almidón al 20%(40gr) a pH=5,0 con adición de 0,028% p/p de E/S (40ul)


						Temperatura 86°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.018																		0.1775048052			48.1329804144			0.4813298041


			15			0.14																		1.0302044382			279.3547476088			2.7935474761


			20			0.207																		1.4984903023			406.337193527			4.0633719353


			25			0.276																		1.9807548489			537.110160219			5.3711016022


			30			0.368																		2.6237742443			711.4741158082			7.1147411581


			40			0.402																		2.8614118469			775.9129689607			7.7591296896


			50			0.402																		2.8614118469			775.9129689607			7.7591296896


			60			0.337																		2.4071046654			652.7210438162			6.5272104382


			70			0.278																		1.9947335314			540.9006809926			5.4090068099


																		4-Jul			Stargem 001


									Solución de almidón al 25%(50gr) a 200ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (40ul)																														1			2			3			4			5


									Temperatura 46°C y 390 RPM toma de muestras cada una hora


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


			Horas			Replica 1			Replica 2			Replica 3			Promédio			Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


			1			0.373			0.34						0.357			0.07			0.339			0.493			145.4277			1.454277						1.2081			262.0746			2.6207


			2			0.461			0.455						0.458						0.346			0.624			180.3468			1.803468						1.5281			331.4892			3.3149


			3			0.443			0.446						0.445						0.331			0.967			279.4798			2.794798						1.4855			322.2567			3.2226


			4			0.392			0.361						0.377						0.32			1.005			303.6254			3.036254						1.2712			275.7524			2.7575


			5			0.392			0.415						0.404						0.332			0.39			365.6250			3.656250						1.3563			294.2173			2.9422


			6			0.485			0.497						0.491						0.323			0.356			321.6867			3.216867						1.6321			354.0575			3.5406


									Solución de almidón al 25%(75.0015gr) a 300ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (60ul)


									Temperatura 4°C y 390 RPM


			10-Jul-11			0.223			0.246						0.235			31-Dec			0.417			1.094			1574.1007194245			15.7410071942						1.1931368222			258.826157793			2.5882615779


			12			0.27			0.297						0.284						0.417			1.113			1601.4388489209			16.0143884892						1.4248518285			309.0918973707			3.0909189737


			14			0.285			0.27						0.278						0.417			1.215			1748.2014388489			17.4820143885						1.3964785624			302.936908851			3.0293690885


			16			0.309			0.322						0.316						0.417			0.783			1126.618705036			11.2661870504						1.5761759142			341.9185028092			3.4191850281


			18			0.311			0.356						0.334						0.417			1.221			1756.8345323741			17.5683453237						1.6612957125			360.3834683683			3.6038346837


			20			0.488			0.538						0.513						0.417			1.661			2389.928057554			23.8992805755						2.510129256			544.5202082498			5.4452020825


			22			0.584			0.529						0.557						0.417			1.314			1890.6474820144			18.9064748201						2.7158354351			589.1438750177			5.8914387502


			24			0.592			0.613						0.603						0.417			1.404			2020.1438848921			20.2014388489						2.9333638083			636.3321203356			6.3633212034


			36			0.636			0.664						0.650						0.417			1.708			2457.5539568345			24.5755395683						3.1579854981			685.0591127833			6.8505911278


																		7-Jul


						Solución de almidón al 20%(40gr) a pH=5,0 con adición de 0,0631% p/p de E/S (40ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados															[Glucosa]


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						10			1.8205486633


			10			0.255																		1.8339786825			497.3042980469			4.9730429805						15			2.3517385986


			15			0.331																		2.3651686179			641.3425251252			6.4134252513						20			3.1555128429


			20			0.446																		3.1689428621			859.2951055727			8.5929510557						25			3.9383190634


			25			0.558																		3.9517490826			1071.5619665303			10.7156196653						30			4.1794513367


			30			0.474																		3.3646444173			912.3618208121			9.1236182081						35			4.5638651057


			35			0.518																		3.6721754325			995.7523733311			9.9575237333						40			4.7822820199


			40			0.543																		3.8469089638			1043.1333690806			10.4313336908


			50			0.489																		3.4694845361			940.7904182618			9.4079041826


			60			0.462																		3.2807723222			889.6189428524			8.8961894285


																																													2844444.44444444


						Solución de almidón al 20%(20gr) a pH=5,0 con adición de 0,128% p/p de E/S (20ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.347																		2.4769980779			1343.3327248097			13.4333272481


			15			0.419																		2.9802306483			1616.2472603266			16.1624726033


			20			0.445																		3.1619535209			1714.7997314854			17.1479973149


			25			0.495																		3.5114205836			1904.3237144833			19.0432371448


			30			0.471																		3.3436763935			1813.3522026443			18.1335220264


						Solución de almidón al 20%(40gr) a pH=5,0 con adición de 0,0631% p/p de E/S (40ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados												0.1			0.049


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						0.2			0.113


			25			0.487			0.53			0.509												3.2403181699			878.6588670389			8.7865886704						0.3			0.195


			30			0.346			0.43			0.388												2.3134183539			627.3166532705			6.2731665327						0.4			0.206


			35			0.453			0.34			0.397												3.0168104128			818.0515247117			8.1805152471						0.5			0.332


			40			0.288			0.426			0.357												1.9321404155			523.9276575361			5.2392765754						0.6			0.413


																																				0.7			0.48


																																				0.8			0.571


																																				0.9			0.643


									CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO																											1			0.722


						Solución de almidón al 20%(60gr) a pH=5,0 con adición de 0,0631% p/p de E/S (60ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


												LIQUOZYME


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


			Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED									Tiempo			[Glucosa]


			25			0.558			0.537			0.548						0			0.332			0.084			25.3012			0.253012						3.87836			701.11557			7.01116						240000			25			3.86493


			35			0.516			0.429			0.473									0.332			0.184			55.4217			0.554217						3.35416			606.35255			6.06353									35			3.34073


			45			0.387			0.463			0.425									0.332			0.192			57.8313			0.578313						3.02217			546.33597			5.46336									45			3.00874


			55			0.364			0.351			0.358									0.332			0.273			82.2289			0.822289						2.55039			461.04925			4.61049									55			2.53696


												SPIRIZYME


			1			0.34			0.566			0.453						0.07			0.334			1.359			406.8862			4.068862						3.62594			655.48398			6.55484


			2			0.276			0.256			0.266									0.334			1.42			425.1497			4.251497						2.12874			384.82618			3.84826


			3			0.34			0.238			0.289									0.334			0.939			281.1377			2.811377						2.31289			418.11564			4.18116


			4			0.364			0.35			0.357									0.334			1.697			1524.2515			15.242515						2.85733			516.53666			5.16537


			5			0.276			0.166			0.221									0.334			1.507			1353.5928			13.535928						1.76845			319.69463			3.19695


			6			0.262			0.184			0.223									0.334			2.68			3209.5808			32.095808						1.78447			322.58936			3.22589


			7			0.221			0.19			0.206									0.334			1.365			1634.7305			16.347305						1.64436			297.26042			2.97260


			8			0.282			0.493			0.388									0.334			2.043			2446.7066			24.467066						3.10152			560.68138			5.60681


									CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS GENECOR


																		4-Jul			Stargem 001


									Solución de almidón al 25%(50gr) a 200ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (40ul)																														1			2			3


									Temperatura 46°C y 390 RPM toma de muestras cada una hora


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


			Horas			Replica 1			Replica 2			Replica 3			Promédio			Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


			1			0.373			0.34						0.357			0.07			0.339			0.493			145.4277			1.454277						1.2081			251.4332			2.5143


			2			0.461			0.455						0.458						0.346			0.624			180.3468			1.803468						1.5281			318.0293			3.1803


			3			0.443			0.446						0.445						0.331			0.967			279.4798			2.794798						1.4855			309.1717			3.0917


			4			0.392			0.361						0.377						0.32			1.005			303.6254			3.036254						1.2712			264.5556			2.6456


			5			0.392			0.415						0.404						0.332			0.39			365.6250			3.656250						1.3563			282.2708			2.8227


			6			0.485			0.497						0.491						0.323			0.356			321.6867			3.216867						1.6321			339.6812			3.3968


			10-Jul						Solución de almidón al 25%(75.015gr) a 300ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (60ul)


									Temperatura 4°C y 390 RPM


			10-Jul-11			0.223			0.246						0.235			31-Dec			0.417			1.094			1574.10072			15.74101						1.19314			172.51584			1.72516


			12			0.27			0.297						0.284						0.417			1.113			1601.43885			16.01439						1.42485			206.01955			2.06020


			14			0.285			0.27						0.278						0.417			1.215			1748.20144			17.48201						1.39648			201.91706			2.01917


			16			0.309			0.322						0.316						0.417			0.783			1126.61871			11.26619						1.57618			227.89953			2.27900


			18			0.311			0.356						0.334						0.417			1.221			1756.83453			17.56835						1.66130			240.20701			2.40207


			20			0.488			0.538						0.513						0.417			1.661			2389.92806			23.89928						2.51013			362.93999			3.62940


			22			0.584			0.529						0.557						0.417			1.314			1890.64748			18.90647						2.71584			392.68308			3.92683


			24			0.592			0.613						0.603						0.417			1.404			2020.14388			20.20144						2.93336			424.13554			4.24136


			36			0.636			0.664						0.650						0.417			1.708			2457.55396			24.57554						3.15799			456.61363			4.56614


																		24-Jul


						CURVA DE CALIBRACIÓN																														ADICION ESTANDAR						0.039


																																				SIN			CON


						0.1			0.039																								0			0.038			0.038


						0.2			0.094																					0.25			0.1			0.073			0.139


						0.3			0.153																					0.6			0.2			0.198			0.243


						0.4			0.215																					1.5			0.3			0.277			0.323


						0.5			0.278


						0.6			0.337


						0.7			0.395


						0.8			0.461


						0.9			0.52


						1			0.578


												LICUOZYME			1/50: 60			se peso 60,005 gr						en 300 ml


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.603																		4.0327597617			861.14878534			8.6114878534


						30			0.545																		3.6489080079			779.1817228148			7.7918172281


						60			0.284																		1.9215751158			410.3299414515			4.1032994145


						90			0.136																		0.9420913302			201.1726094907			2.0117260949


						120			0.084																		0.5979483786			127.6848982612			1.2768489826


												ESPIRIZYME			1/50:60


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						0			0												0.263			0.345			0.263			76.2319			0.762319						0.03335			6.02801			0.06028


						30			0															0.345			0.406			117.6812			1.176812						0.03335			6.02801			0.06028


						60			0															0.345			0.515			149.2754			1.492754						0.03335			6.02801			0.06028


						90			0															0.345			0.703			203.7681			2.037681						0.03335			6.02801			0.06028


						120																		0.345			0.763			221.1594			2.211594


						150																		0.345			0.916			265.5072			2.655072


						CURVA DE CALIBRACIÓN


						0.1			0.037																					Actividad


						0.2			0.092


						0.3			0.149


						0.4			0.208


						0.5			0.266


						0.6			0.318


						0.7			0.382


						0.8			0.43


						0.9			0.489


						1			0.542


																		25-Jul


												LICUOZYME			1/100: 60			se peso 60,004 gr (20%)						pH 5,0			en 300 ml


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.318																		2.1465916612			458.3795987938			4.5837959879


						30			0.412																		2.7686962277			591.2227690933			5.9122276909


						60			0.445																		2.9870946393			637.8592012197			6.3785920122


						90			0.269																		1.8223031105			389.1315632122			3.8913156321


						120			0.184																		1.2597617472			269.0074198564			2.6900741986


												ESPIRIZYME			1/50:40						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.32												0.206			0.304			0.206			67.7632			0.677632						2.30365			416.44590			4.16446


						30			0.301															0.304			1.92			631.5789			6.315789						2.16885			392.07734			3.92077


						60			0.315															0.304			2.213			727.9605			7.279605						2.26818			410.03312			4.10033


						90			0.338															0.304			1.682			1659.8684			16.598684						2.43136			439.53190			4.39532


						120			0.29															0.304			1.484			1464.4737			14.644737						2.09081			377.96922			3.77969


						150			0.28															0.304			1.323			1305.5921			13.055921						2.01987			365.14366			3.65144


																		27-Jul


												LICUOZYME			1/50: 60			se peso 45,004 gr (15%)						pH 5,0			en 300 ml


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados												Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.331												0.549						2.2326273991			538.1121713843			5.3811217138						3.6753805427			885.8473228939			8.8584732289


						25			0.499												0.574						3.3444738584			806.0915541991			8.060915542						5.7402382528			1383.5233195499			13.8352331955


						30			0.515												0.547						4.3024487095			1036.9845045707			10.3698450457						5.4722038385			1318.9211469071			13.1892114691


						60			0.501												0.483						3.3577101257			809.2817849469			8.0928178495						4.8368630046			1165.7900710129			11.6579007101


						120			0.173												0.453						1.1869622766			286.0839423085			2.8608394231						3.0400397088			732.7162469998			7.32716247


												ESPIRIZYME			1/50:60						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.288												0.3			0.313			0.175			55.9105			0.559105						2.07662			375.40411			3.75404


						10			0.285															0.313			0.495			158.1470			1.581470						3.06634			554.32066			5.54321


						20			0.15															0.313			0.92			293.9297			2.939297						1.62966			294.60309			2.94603


						30			0.292															0.313			1.082			1037.0607			10.370607						3.14083			567.78749			5.67787


						60			0.228															0.313			1.985			1902.5559			19.025559						2.45974			444.66213			4.44662


						90			0.177															0.313			2.809			2692.3323			26.923323						1.91699			346.54660			3.46547


						120			0.174															0.313			2.908			2787.2204			27.872204						1.88507			340.77510			3.40775


																		28-Jul


												LICUOZYME			1/100 : 20			se peso 10,002 gr (10%)						Buffer pH 4,5			en 100 ml			t: 86


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados												Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.304																		1.2179343475			132.0755134716			1.3207551347						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						10			0.351																		1.7842488418			193.4879186495			1.9348791865						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						15			0.511																		2.5784248842			279.610137633			2.7961013763						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						20			0.371																		2.4973527465			270.8184944451			2.7081849445						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						30			0.557																		3.7283256122			404.3079338695			4.0430793387						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


												ESPIRIZYME			1/50:20						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS									t: 66


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.184												0.3			0.317			0.885			279.1798			2.791798						1.47414			266.48938			2.66489


						10			0.194															0.317			0.502			158.3596			1.583596						1.55420			280.96306			2.80963


						15			0.304															0.317			0.643			202.8391			2.028391						2.43491			440.17353			4.40174


						20			0.382															0.317			0.634			600.0000			6.000000						3.05941			553.06823			5.53068


						30			0.423															0.317			1.023			968.1388			9.681388						3.38767			612.41031			6.12410


																		28-Jul


												LICUOZYME			1/100 : 20			se peso 10,002 gr (10%)						Buffer pH 4,5			en 100 ml			t: 66


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.508																		1.0177742194			110.3697033428			1.1036970334


						10			0.485																		1.6469225678			178.595951617			1.7859595162


						15			0.369																		1.8735936466			203.1766682852			2.0317666829


						20			0.532																		2.6826604897			290.9136788746			2.9091367887


						30			0.486																		3.2584381205			353.3522876376			3.5335228764


												ESPIRIZYME			1/50:20						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS									t: 66


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.161												0.119			0.337			0.123			36.4985			0.364985						1.28999			233.19992			2.33200


						10			0.215															0.337			0.155			45.9941			0.459941						1.72234			311.35779			3.11358


						15			0.352															0.337			0.304			90.2077			0.902077						2.81922			509.64719			5.09647


						20			0.413															0.337			0.342			304.4510			3.044510						3.30761			597.93664			5.97937


						30			0.46															0.337			0.354			315.1335			3.151335						3.68391			665.96293			6.65963


																		24-Aug


												LICUOZYME			1/100 : 60			se peso 60,001 gr (20%)						Buffer pH 4,5			en 300 ml			t: 80


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio												[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.411			0.349															2.4689351481			446.3167772006			4.463167772


						10			0.214			0.078															1.1042356056			199.615966875			1.9961596688


						20			0.357			0.334															1.8140304434			327.9276986541			3.2792769865


						30			0.546			0.496															2.7521508934			497.5145329636			4.9751453296


						40			0.434			0.429															2.9142951688			526.8258376591			5.2682583766


						50			0.365			0.426															2.4576439444			444.2756325984			4.442756326


						50			0.469			0.536															3.1459298478			568.6991300812			5.6869913008


												ESPIRIZYME			1/50:60						pH 4,5												t: 70


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.248			0.068			0.158									0.49736			89.91050			0.89910


						10			0.412			0.579			0.496									0.82562			149.25258			1.49253


						20			0.479			0.444			0.462									0.95973			173.49599			1.73496


						30			0.858						0.858									1.71833			310.63410			3.10634


						40			0.654			0.654			0.654									1.31001			236.81834			2.36818


						50			0.654			0.603			0.629									1.31001			236.81834			2.36818


																		25-Aug


												LICUOZYME			1/100 : 40			se peso 60,001 gr (20%)						Buffer pH 5			en 300 ml			t: 81


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio												[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.154			0.232			0.193												0.7735788631			139.8421604343			1.3984216043


						10			0.265			0.295			0.280												0.968563865			175.0901813135			1.7509018131


						15			0.493			0.467			0.480												1.6303772336			294.7281596623			2.9472815966


						20			0.439			0.442			0.441												2.2284910655			402.8509825951			4.028509826


						30			0.516			0.559			0.538												2.7099602912			489.8876118439			4.8988761184


						40			0.53			0.548			0.539												4.5009927201			813.6578907504			8.1365789075


												ESPIRIZYME			1/50:40						pH 4,5			el blanco fué la ultima muestra de la licuefacción												t: 70


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.346			0.376			0.361									0.72354			130.79864			1.30799


						20			0.349			0.336			0.343									0.68651			124.10456			1.24105


						30			0.454			0.325			0.390									0.78058			141.11114			1.41111


						40			0.445			0.45			0.448									0.89668			162.09797			1.62098


						50			0.501			0.491			0.496									0.99376			179.64731			1.79647


						60			0.307			0.258			0.283									0.56641			102.39404			1.02394


																		31-Aug


												LICUOZYME			80			se peso 80,005 gr (10%)						Buffer pH 5			en 800 ml			76


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio												[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.302			0.417			0.360												2.1596877502			292.7993153742			2.9279931537


						20			0.237			0.256			0.247												1.2655526142			171.5770897726			1.7157708977


						30			0.346			0.39			0.368												1.2597617472			170.7919939245			1.7079199392


												ESPIRIZYME			210						pH 4,5			el blanco fué la ultima muestra de la licuefacción


						Tiempo			Abs DNS															Resultados									t: 70


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.321			0.306			0.314									0.62846			113.61114			1.13611


						25			0.716			0.896			0.806									1.61425			291.81832			2.91818


						40			0.777			0.579			0.678									1.35805			245.50255			2.45503


						55			0.918			1.166			1.042									2.08663			377.21303			3.77213


															29-Sep-09


												CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO																											1			0.722


									Solución de almidón al 25%(150gr en 600ml) a pH=4,5 con adición de 187ul de E pura


									Temperatura 80°C y 390 RPM


															LIQUOZYME


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED


						3			0.256			0.221			0.239									1.36910			0.59294


						6			0.111			0.085			0.098									0.62150			0.26916


						9			0.226			0.264			0.245									0.93579			0.40528


						12			0.224			0.194			0.209									0.80809			0.34997


						15			0.189			0.185			0.187									0.73005			0.31617


						18			0.133			0.179			0.156									0.62008			0.26855


															SPIRIZYME						se adicionó 562ul dee enzima pura a 70°C y 250 RPm


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						30			0.401			0.421			0.411						2.43			0.303			2.84			61805.1485			618.051485						0.63799			0.27680			0.00277


						45			0.671			0.697			0.684									0.303			2.636			95609.3729			956.093729						1.08968			0.47276			0.00473


						60			0.529			0.596			0.563									0.303			2.606			132329.7558			1323.297558						0.88865			0.38555			0.00386


						75			0.619			0.647			0.633									0.303			2.218			160896.5017			1608.965017						1.00529			0.43616			0.00436


						90			0.517			0.536			0.527									0.303			1.424			619792.4752			6197.924752						0.82909			0.35971			0.00360


						105			0.542			0.572			0.557									0.303			1.573			684644.3564			6846.443564						0.87955			0.38160			0.00382


															30-Sep-09


												CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO


									Solución de almidón al 25%(150gr en 600ml) a pH=4,5 con adición de 187ul de E pura


									Temperatura 80°C y 390 RPM


															LIQUOZYME


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED


						3			0.655			0.566			0.611									4.46470			1.93705			2.9084816925


						6			0.27			0.31			0.290									2.19085			0.95052


						9			0.263			0.172			0.218									1.67648			0.72736


						12			0.122			0.145			0.134									1.08053			0.46879


						15			0.138			0.138			0.138									1.11245			0.48265


						18			0.192			0.149			0.171									1.34303			0.58268


															SPIRIZYME						se adicionó 562ul dee enzima pura a 70°C y 250 RPm


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]			%conversión


						15			0			0			0.000						0.016			0.312			0.704			11282.0513			112.820513			73.4956698339


						30			0			0			0.000									0.312			0.774			12403.8462			124.038462			80.803477914


						45			0			0			0.000									0.312			1.11			17788.4615			177.884615			115.8809566983


						60			0			0			0.000									0.312			1.303			20881.4103			208.814103			136.0296275477


						75			0			0			0.000									0.312			0			0.0000			0.000000			0


						90			0			0			0.000									0.312			0			0.0000			0.000000			0


															2-Oct-09


												CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO


									Solución de almidón al 25%(150gr en 600ml) a pH=5.0 en buffer 0.20M con adición de 187ul de E pura


									Temperatura 80°C y 390 RPM


															LIQUOZYME


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			% conversion


						5			0.418			0.456			0.437									1.61689			0.70150			1.0533020463


						10			0.835			0.3			0.568									2.07982			0.90235


						15			0.265			0.291			0.278									1.05286			0.45679


						20			0.294			0.159			0.227									0.87017			0.37753


															SPIRIZYME						se adicionó 562ul dee enzima pura a 70°C y 250 RPm


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]			%conversión			[Glucosa]			% ED


						15			0.616			0.41			0.513						0.061			0.333			0.575			17267.2673			172.672673			1.1248569451			0.80675			0.35002


						30			0.42			0.378			0.399									0.333			0.618			18558.5586			185.585586			120.8976681912			0.61813			0.26818


						45			0.679			0.618			0.649									0.333			0.389			17522.5225			175.225225			114.1485265203			1.03094			0.44728


						60			0.723			0.621			0.672									0.333			0.451			20315.3153			203.153153			132.3418649374			1.06982			0.46415


						75			0.844			0.72			0.782									0.333			0.501			22567.5676			225.675676			147.013912048			1.25182			0.54311


																					final despues			0.333			0.38			17117.1171			171.171171						-0.04203			-0.01823


																					de la inactivacion
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																														1			2			3			4			5


						Actividad nuevas enzimas									4-Jul-09


						se preparó una solución de almidón  al 10% (2,0005 gr20 ml) de buffer acetato 0,016M pH. 4.5


						se gelatinizó  la solución, se adicionaron 20μl de la enzima dilución 1/100 amilasa y  1/50 de glucoamilasa)


						la amilasa se dejo por 3 minutos a 70°C en agitación de 300 rpm y se midio, la glucoamilasa se dejo por 10 min a 60°C minutos todas se midieron por duplicado


															Liquozyme SC DS						Nueva (04-08-09)																					Liquozyme SC DS						Vieja (x-04-08)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


						0.462			0.461						0.462						1.8455564452						10253091361.9785						0.329			0.38						0.355						1.417213771						7873409838.9823


															Spirizyme Fuel						Nueva (04-08-09)																					Spirizyme Fuel						Vieja (x-04-08)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


			10 min			0.457			0.255						0.356						2.1348278623						8895116.0928743						0.481			0.462						0.4715						1.8855884708						7856618.62823592


			15 min			0.342			0.216						0.279						1.6724579664						6968574.85988791


						se preparó una solución de almidón  al 10% (2,0001 gr20 ml) de buffer acetato 0,016M pH. 5


						se gelatinizó  la solución, se adicionaron 20μl de la enzima dilución 1/50 pululanasa y  1.46μl de la pululanasa pura )


						se dejo por 30 minutos de la diluida y 15 min de la pura a 54°C en agitación de 300 rpm y se midio,  se midieron por duplicado


									Dilucion 1/50						Pullulanasa D2						Nueva (23-09-09)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


						0.048			0.044						0.046						0.0340833885						189352158


									Pura						Pullulanasa D2						Nueva (23-09-09)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


						0.21			0.23						0.220						0.3219722038						1788734465.76954








			


												Promozyme D2						Pullulanasa


						se pesaron 90 gr (600ml) al 15% buffer pH 4.5, se adicinaron 60ul de la Lizuozyme vieja a 250rpm


									tiempo																					Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


						replicas			5			10			15			20			30									5			0.378						2.8151826889			2.0356506348			0.031


						1			0.4			0.287			0.289			0.466			0.344									10			0.253						1.9283433842			1.3943796435			0.049


						2			0.356			0.218			0.373			0.512			0.349									15			0.331						1.8612983327			1.3458995566			0.059


									0.378			0.253			0.331			0.489			0.347									20			0.489						1.8013479957			1.3025496375			0.033


						desv.est			0.031			0.049			0.059			0.033			0.004									30			0.347						1.2976232707			0.9383077145			0.004


															25-Sep-09


						se pesaron 90 gr (600ml) al 15% buffer pH 4.5, se adicinaron 40ul de la Lizuozyme vieja a 250rpm


																														Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


						DNS Actual																								3			0.3525						2.6342674707			1.9048864493


									tiempo																					6			0.515						3.7871585669			2.7385628512


						replicas			3			6			9			12			15			18						9			0.5155						3.7907059241			2.7411280093


						1			0.376			0.518			0.557			0.533			0.398			0.315						12			0.3945						2.9322454771			2.1203597347


						2			0.329			0.512			0.474			0.256			0.39			0.4						15			0.394						2.9286981199			2.1177945765


						promedio			0.353			0.515			0.516			0.395			0.394			0.358						18			0.3575						2.6697410429			1.9305380309


						DNS Alberto																								Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


									tiempo																					3			0.591						5.4079460802			3.9105836143			2827.8137350982


						replicas			3			6			9			12			15			18						6			0.523						4.804895353			3.4745067271			2512.4786514861


						1			0.552			0.53			0.247			0.182			0.222			0.107						9			0.3235						3.03565094			2.1951340951			1587.3411635358


						2			0.63			0.516			0.4			0.256			0.126			0.176						12			0.219						2.1089038666			1.5249865259			1102.7453365142


									0.591			0.523			0.324			0.219			0.174			0.142						15			0.174						1.7098261795			1.2364062329			894.0677076532


																														18			0.1415						1.4216034055			1.0279871324			743.3560868092


						se pesaron 90 gr (600ml) al 15% buffer pH 4.5, se adicinaron 43.98ul de la Lizuozyme vieja a 390rpm


									tiempo																					Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


						replicas			3			6			9			12			15			18						3			0.466						3.4395175594			2.4871773515			0.010


						1			0.473			0.485			0.589			0.41			0.218			0.235						6			0.5795						4.2447676481			3.0694682537			0.134


						2			0.459			0.674			0.582			0.367			0.285			0.216						9			0.5855						4.2873359347			3.1002501517			0.005


									0.466			0.580			0.586			0.389			0.252			0.226						12			0.3885						2.8896771905			2.0895778368			0.030


						desv.est			0.010			0.134			0.005			0.030			0.047			0.013						15			0.2515						1.9177013125			1.3867245011			0.047


																														18			0.2255						1.7332387371			1.2533362768			0.013
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Gráfico4


			0.1			11.8644067797			11.8644067797


			0.15			11.2853018957			11.2853018957


			0.2			26.4754226302			26.4754226302


			0.25			19.5467162622			19.5467162622


			0.3			7.8284782263			7.8284782263





Genecor


Sustrato


Actividad relativa (%)


42.3728813559


29.9435028249


69.4915254237


100


64.9717514124





Licuozyme


			


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 3,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																				pemdiente						600000


						1			-0.014			0.012			0.042			0.075			0.065			0.072						1			0.0104			0.0687			0.1359			0.2098			0.1874			0.2031																		0.0093						488888.888888889


						2			-0.008			0.017			0.036			0.06			0.063			0.076						2			0.0239			0.0799			0.1225			0.1762			0.1830			0.2121																		desvest						466666.666666667


						3			-0.01			0.015			0.032			0.036			0.067			0.069						3			0.0194			0.0754			0.1135			0.1225			0.1919			0.1964																		0.0013


									-0.011			0.015			0.037			0.057			0.065			0.072																																																518518.518518518			Promedio


						Desviacion estandar			0.003			0.003			0.005			0.020			0.002			0.004																																																71434.4500814293			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.077			0.154			0.272			0.463			0.564			0.839						1			0.4587			0.6947			1.0565			1.6420			1.9516			2.7947																		pendiente


						2			0.071			0.125			0.24			0.472			0.533			0.842						2			0.4403			0.6058			0.9584			1.6696			1.8566			2.8039																		0.08276						4683333.33333333


						3			0.055			0.154			0.33			0.484			0.678			0.723						3			0.3913			0.6947			1.2343			1.7064			2.3011			2.4391																		desvest						4777777.77777778


																																																																		0.00421						4333333.33333333


									0.068			0.144			0.281			0.473			0.592			0.801


						Desviacion estandar			0.011			0.021			0.064			0.008			0.103			0.084																																																4598148.14814815			Promedio			pH			Actividad			desviación


																																																																								234147.609171352			Desviación			3.5			518518.518518518			71434.4500814293


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,5																																																												4			4598148.14814815			234147.609171352


																																																																														4.5			4996296.2962963			703306.418067884


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																														5			7896296.2962963			350499.349840584


						replicas																								replicas																																										4277777.77777778						5.5			7661111.11111111			352110.041722045


						1			0.099			0.153			0.331			0.277			0.372			0.556						1			0.2490			0.3571			0.7134			1.2106			1.5909			2.3275																		pendiente						5027777.77777778						6			7725925.92592593			933272.70526188


						2			0.08			0.143			0.291			0.248			0.349			0.663						2			0.2110			0.3371			0.6333			1.0945			1.4988			2.7558																		0.08993						5683333.33333333


						3			0.086			0.172			0.263			0.219			0.348			0.769						3			0.2230			0.3951			0.5773			0.9784			1.4948			3.1801																		desvest


									0.088			0.156			0.295			0.248			0.356			0.663																																										0.01266						4996296.2962963			Promedio


						Desviacion estandar			0.010			0.015			0.034			0.029			0.014			0.107																																																703306.418067884			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																				pendiente						7494444.44444444


						1			0.089			0.23			0.268			0.596			0.538			0.745						1			0.1938			0.4402			1.0131			2.1594			2.9350			4.0201																		0.14213						8055555.55555556


						2			0.098			0.338			0.323			0.58			0.479			0.735						2			0.2095			0.6289			1.2053			2.1034			2.6257			3.9677																		desvest						8138888.88888889


						3			0.094			0.358			0.343			0.579			0.516			0.799						3			0.2025			0.6638			1.2752			2.0999			2.8197			4.3032																		0.00631


									0.094			0.309			0.311			0.585			0.511			0.760																																																7896296.2962963			Promedio


						Desviacion estandar			0.005			0.069			0.039			0.010			0.030			0.034																																																350499.349840584			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.182			0.31			0.294			0.329			0.408			0.587						1			0.3862			0.6212			1.1836			1.9682			2.4034			4.5193																								8066666.66666667


						2			0.195			0.371			0.351			0.376			0.478			0.534						2			0.4100			0.7332			1.3929			2.2271			2.7890			4.1300																		pendiente						7483333.33333333


						3			0.179			0.438			0.371			0.357			0.473			0.541						3			0.3806			0.8562			1.4664			2.1225			2.7615			4.1814																		0.13796						7433333.33333333


									0.185			0.373			0.339			0.354			0.453			0.554																																										desvest


						Desviacion estandar			0.009			0.064			0.040			0.024			0.039			0.029																																										0.0063						7661111.11111111			Promedio


																																																																								352110.041722045			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 6,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.178			0.414			0.432			0.393			0.524			0.401						1			0.3380			0.7486			1.5598			2.1362			2.8199			3.6300


						2			0.199			0.443			0.412			0.387			0.537			0.508						2			0.3746			0.7991			1.4903			2.1049			2.8878			4.5607																		pendiente						6650000


						3			0.213			0.45			0.438			0.445			0.543			0.516						3			0.3989			0.8112			1.5807			2.4076			2.9191			4.6303																		0.13900						8316666.66666667


									0.197			0.436			0.427			0.408			0.535			0.475																																										desvest						8211111.11111111


						Desviacion estandar			0.018			0.019			0.014			0.032			0.010			0.064																																										0.0168


																																																																								7725925.92592593			Promedio


																																																																								933272.70526188			Desviación


												LICUOZYME			1/100=20			pH: 4.0


						Almidon 20%									66°C


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								3877777.77777778


						Replicas																								replicas																																										4288888.88888889


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						1			0.6831			1.1515			1.4581			1.9823			2.6608			2.7527																		pendiente						4572222.22222222


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						2			0.6386			1.0504			1.3263			1.9946			2.4124			2.8999																		0.07643


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						3			0.7367			0.9952			1.5439			1.8995			2.7435			2.7067																		desvest						4246296.2962963			Promedio


									0.375			0.275			0.398			0.5663333333			0.494			0.5333333333																																										0.0063						349175.984730843			Desviación


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022


															70°C


																																																																														Temperatura			Actividad			Desviación


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																														66			4246296.2962963			349175.984730843


						Replicas																								replicas																																										2566666.66666667						70			2724074.07407407			141020.676766638


						1			0.142			0.276			0.16			0.27			0.39			0.265						1			0.3290			0.5344			0.7131			1.0504			1.4182			1.5525																		pendiente						2766666.66666667						80			5890740.74074074			956400.358683816


						2			0.138			0.255			0.133			0.221			0.4			0.291						2			0.3228			0.5022			0.6304			0.9001			1.4489			1.6721																		0.04903						2838888.88888889


						3			0.113			0.272			0.13			0.235			0.394			0.279						3			0.2845			0.5282			0.6212			0.9431			1.4305			1.6169																		desvest


									0.131			0.268			0.141			0.242			0.395			0.278																																										0.0025						2724074.07407407			Promedio


						desviación estandar			0.016			0.011			0.017			0.025			0.005			0.013																																																141020.676766638			Desviación


															80°C


						Tiempos			2			7			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										6183333.33333333


						1			0.379			0.068			0.293			0.598			0.366			0.405						1			0.6923			0.4311			1.1209			2.0559			2.0170			3.6605																		pendiente						6666666.66666667


						2			0.356			0.058			0.301			0.517			0.399			0.432						2			0.6570			0.4004			1.1454			1.8076			2.1687			3.8675																		0.10603						4822222.22222222


						3			0.322			0.06			0.28			0.541			0.299			0.307						3			0.6049			0.4066			1.0810			1.8811			1.7089			2.9095																		desvest


									0.352			0.062			0.291			0.552			0.355			0.381																																										0.0172						5890740.74074074			Promedio


						desviación estandar			0.029			0.005			0.011			0.042			0.051			0.066																																																956400.358683816			Desviación


																																	0.2901			0.6457			0.8143						1.2619			1.4336


												Sustrato pH 4																					0.2778			0.5936			0.7346						1.2435			1.4703


						Almidon 10%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		pendiente						2155555.55555556


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.04206						2561111.11111111


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																		desvest


									0.018			0.139			0.157			0.318			0.344			0.422																																										0.0037						2337037.03703704			Promedio


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036																																																206105.370789583			Desviación


						Almidon 15%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.045			0.38			0.224			0.317			0.34			0.44						1			0.1803			0.6938			0.9093			1.1944			1.8974			2.3573																								4288888.88888889


						2			0.075			0.376			0.207			0.352			0.27			0.379						2			0.2263			0.6877			0.8572			1.3017			1.5755			2.0768																		pendiente						4233333.33333333						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						3			0.081			0.368			0.267			0.362			0.32			0.465						3			0.2355			0.6754			1.0412			1.3324			1.8055			2.4722																		0.07230						3527777.77777778						10%			2337037.03703704			206105.370789583


									0.067			0.375			0.233			0.344			0.31			0.428																																										desvest												15%			4016666.66666667			0.0076


						desviación estandar			0.019			0.006			0.031			0.024			0.036			0.044																																										0.0076						4016666.66666667			Promedio			20%			5890740.74074074			956400.358683816


																																																																								424300.440958441			Desviación			25%			3557407.40740741			209742.150144706


						Almidon 20%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						1			0.6831			1.1515			1.4581			1.9823			2.6608			2.7527																								6183333.33333333


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						2			0.6386			1.0504			1.3263			1.9946			2.4124			2.8999																								6666666.66666667


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						3			0.7367			0.9952			1.5439			1.8995			2.7435			2.7067																		pendiente						4822222.22222222


									0.375			0.275			0.398			0.566			0.494			0.533																																										0.07643


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022									0.6831			1.1515			1.4581			1.9823						2.7527																		desvest						5890740.74074074			Promedio


																																	0.7367			0.9952			1.5439			1.8995						2.7067																		0.0063						956400.358683816			Desviación


						Almidon 25%


						Tiempos			5			10			15			20			30									tiempo (min)			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.139			0.27			0.357			0.463			0.323									1			0.3244			0.5252			1.3171			1.6420			1.8192


						2			0.145			0.256			0.308			0.429			0.298									2			0.3336			0.5037			1.1668			1.5378			1.7043																											3605555.55555556


						3			0.144			0.268			0.292			0.394			0.348									3			0.3320			0.5221			1.1178			1.4305			1.9342																											3738888.88888889


									0.143			0.265			0.319			0.429			0.323																																													pendiente						3327777.77777778


						desviación estandar			0.003			0.008			0.034			0.035			0.025			0.000																																										0.06403


																																																																		desvest						3557407.40740741			Promedio


																																																																		0.0038						209742.150144706			Desviación
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									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 3,5																																																						2616666.66666667


																																																																		pendiente						2377777.77777778


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		0.04363						2277777.77777778


						replicas																								replicas																																				desvest


						1			0.134			0.16			0.19			0.423			0.6			0.643						1			0.3988			0.4571			0.5243			1.0464			1.4430			1.5393																		0.0031						2424074.07407407			Promedio


						2			0.098			0.144			0.17			0.401			0.536			0.568						2			0.3182			0.4212			0.4795			0.9971			1.2996			1.3713																								174123.318487652			Desviación


						3			0.075			0.099			0.157			0.31			0.505			0.517						3			0.2666			0.3204			0.4504			0.7932			1.2301			1.2570


									0.102			0.134			0.172			0.378			0.547			0.576


									0.030			0.032			0.017			0.060			0.048			0.063


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,0


																																																																								2155555.55555556


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2294444.44444444


						replicas																								replicas																																				0.04206						2561111.11111111


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.1809			0.5365			0.7051			1.1956			1.1527			1.3243																		desvest


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.1686			0.4844			0.6254			1.1833			1.1343			1.3611																		0.0037						2337037.03703704			Promedio


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.1594			0.6009			0.6223			0.8890			1.2170			1.5328																								206105.370789583			Desviación


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422


									0.002			0.019			0.005			0.049			0.014			0.029									0.1809			0.5365			0.7051						1.1527			1.3243


																																	0.1686			0.4844			0.6254						1.1343			1.3611


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,5


																																																																								4872222.22222222									pH			Actividad			Desviación


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						3294444.44444444									3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						replicas																								replicas																																				0.70500						3583333.33333333									4			2337037.03703704			206105.370789583


						1			0.387			0.439			0.037			0.188			0.255			0.351						1			0.8255			0.9295			0.2498			0.8543			1.1225			1.5068																		desvest															4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						2			0.429			0.409			0.023			0.07			0.121			0.341						2			0.9095			0.8695			0.1938			0.3819			0.5861			1.4668																		0.0152						3916666.66666667			Promedio						5			1038888.88888889			233002.410839009


						3			0.4			0.421			0.045			0.126			0.122			0.475						3			0.8515			0.8935			0.2818			0.6061			0.5901			2.0032																								840047.029841589			Desviación						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


									0.405			0.423			0.035			0.128			0.166			0.389


									0.022			0.015			0.011			0.059			0.077			0.075															0.2818			0.6061						2.0032


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								827777.777777778


						replicas																								replicas																																										1000000


						1			0.041			0.273			0.299			0.395			0.462			0						1			0.1099			0.5153			0.5607			0.7285			0.8455																					pendiente						1288888.88888889


						2			0.057			0.305			0.328			0.408			0			0						2			0.1379			0.5712			0.6114			0.7512																								0.01870


						3			0.06			0.328			0.362			0.413			0			0						3			0.1431			0.6114			0.6708			0.7599																								desvest						1038888.88888889			Promedio


									0.053			0.302			0.330			0.405			0.154			0.000																																										0.0042						233002.410839009			Desviación


									0.010			0.028			0.032			0.009			0.267			0.000


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1538888.88888889


						replicas																								replicas																																				pendiente						1572222.22222222


						1			0.017			0.124			0.166			0.306			0.321			0.453						1			0.0832			0.2797			0.3568			0.6138			0.6414			0.8838																		0.02780						1522222.22222222


						2			0.035			0.126			0.18			0.323			0.352			0.473						2			0.1162			0.2833			0.3825			0.6451			0.6983			0.9205																		desvest


						3			0.024			0.169			0.179			0.371			0.329			0.491						3			0.0960			0.3623			0.3806			0.7332			0.6561			0.9535																		0.0005						1544444.44444444			Promedio


									0.025			0.140			0.175			0.333			0.334			0.472																																																25458.7538608811			Desviación


									0.009			0.025			0.008			0.034			0.016			0.019									0.0960			0.3623			0.3806						0.6561			0.9535


												Temperatura			pH 4


												SPERIZYME			1/50=20			Almidón 10%


															T= 44°C


						tiempo (min)			3			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								866666.666666667


						replicas																								replicas																																				pendiente						877777.777777778


						1			0.058			0.157			0.184			0.205			0.257			0.387						1			0.1456			0.2974			0.3387			0.3709			0.4506			0.6499																		0.01503						761111.111111111


						2			0.076			0.179			0.164			0.253			0.24			0.369						2			0.1732			0.3311			0.3081			0.4445			0.4246			0.6223																		desvest


						3			0.104			0.137			0.247			0.299			0.304			0.357						3			0.2161			0.2667			0.4353			0.5150			0.5227			0.6039																		0.0012						835185.185185185			Promedio


									0.079			0.158			0.198			0.252			0.267			0.371																																																64390.1431507892			Desviación


						desviación estandar			0.023			0.021			0.043			0.047			0.033			0.015


																																	0.2278142244						0.3627007971						0.4791937462			0.6769251993


															T= 56°C																		0.2707326793			0.3213151441			0.4899233599						0.5772930717			0.6585315757


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1550000


						replicas																								replicas																																				pendiente						1805555.55555556


						1			0.041			0.101			0.13			0.295			0.3			0.565						1			0.1742			0.2661			0.3106			0.5635			0.5712			0.9774																		0.02907						1488888.88888889


						2			0.045			0.112			0.234			0.31			0.355			0.551						2			0.1803			0.2830			0.4700			0.5865			0.6555			0.9559																		desvest


						3			0.073			0.121			0.22			0.328			0.459			0.653						3			0.2232			0.2968			0.4485			0.6141			0.8149			1.1122																		0.0030						1614814.81481481			Promedio


									0.053			0.111			0.195			0.311			0.371			0.590																																																167988.584758174			Desviación			Temperatura			Actividad			Desviación


						desviación estandar			0.017			0.010			0.056			0.017			0.081			0.055																																																						44			835185.185185185			64390.1431507892


																																																																														56			1614814.81481481			167988.584758174


															T= 66 °C																																																															66			2337037.03703704			206105.370789583


																																																																														70			2957407.40740741			280670.126954418


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2155555.55555556						80			1851851.85185185			256660.253246791


						replicas																								replicas																																				0.04207						2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		desvest						2561111.11111111


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.0046


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																								2337037.03703704			Promedio


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422																																																206105.370789583			Desviación


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036									0.2900858369			0.6456958921			0.8143041079						1.2618822808			1.4335561006


																																	0.2778234212			0.5935806254			0.7345984059						1.2434886573			1.4703433476


															T= 70 °C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										3200000


						1			0.112			0.269			0.431			0.585			0.039			0.137						1			0.2830			0.5236			0.7720			1.0080			0.3422			0.6426																		pendiente						2650000


						2			0.105			0.215			0.294			0.534			0.042			0.107						2			0.2723			0.4409			0.5620			0.9298			0.3514			0.5507																		0.05323						3022222.22222222


						3			0.089			0.121			0.174			0.553			0.033			0.121						3			0.2477			0.2968			0.3780			0.9590			0.3238			0.5936																		desvest


									0.102			0.202			0.300			0.557			0.038			0.122																																										0.0051						2957407.40740741			Promedio


						desviación estandar			0.012			0.075			0.129			0.026			0.005			0.015									0.2477406499			0.2967903127						0.9589607603																														280670.126954418			Desviación


															T=80°C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										1555555.55555556


						1			0.034			0.137			0.212			0.379			0.457									1			0.1634			0.3213			0.4363			0.6923			0.8118																					pendiente						2005555.55555556


						2			0.083			0.185			0.287			0.333			0.549									2			0.2385			0.3949			0.5512			0.6217			0.9528																					0.03330						1994444.44444444


						3			0.157			0.111			0.265			0.36			0.444									3			0.3520			0.2815			0.5175			0.6631			0.7919																					desvest


									0.091			0.144			0.255			0.357			0.483																																													0.0046						1851851.85185185			Promedio


																																																																								256660.253246791			Desviación
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									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						333333.333333333


						1			0.122			0.248			0.268			0.344			0.153			0.202						1			0.3752			0.7056			0.7580			0.9573			0.9130			1.1699															0.00630						361111.111111111


						2			0.121			0.24			0.279			0.352			0.106			0.175						2			0.3726			0.6846			0.7868			0.9782			0.6665			1.0283															desvest						355555.555555556


						3			0.108			0.243			0.285			0.343			0.134			0.187						3			0.3385			0.6924			0.8026			0.9546			0.8133			1.0912															0.0003


									0.117			0.244			0.277			0.346			0.131			0.188																																													350000			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.004			0.009			0.005			0.024			0.014									0.3751966439			0.7055584688			0.7579968537			0.9572627163						1.1699003671																					14698.6183948038			Desviación


																																	0.3725747247			0.6845831148			0.7868379654			0.9782380703						1.0283167278


									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,5																								0.3384897745			0.6924488726			0.8025694809			0.9546407971						1.0912427897


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						161111.111111111


						1			0.245			0.351			0.348			0.483			0.523			0.27						1			0.3974			0.5534			0.5490			0.7476			0.8065			0.8685															0.00303						166666.666666667


						2			0.251			0.317			0.404			0.457			0.522			0.257						2			0.4063			0.5034			0.6314			0.7094			0.8050			0.8302															desvest						177777.777777778


						3			0.219			0.301			0.366			0.431			0.508			0.237						3			0.3592			0.4798			0.5755			0.6711			0.7844			0.7713															0.0002


									0.238			0.323			0.373			0.457			0.518			0.255																																													168518.518518519			Promedio						pH						Actividad			Desviacíon


						Desviacion estandar			0.017			0.026			0.029			0.026			0.008			0.017																																													8486.2512869548			Desviación						3						350000			14698.6183948038


																																																																														3.5						168518.518518519			8486.2512869548


															pH=4,0																																																															4						209259.259259259			27404.9047906459


																																																																														4.5						166666.666666667			5555.5555555566


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														5						174074.074074074			11564.8111081449


						replicas																								replicas


						1			0.146			0.269			0.369			0.397			0.329			0.262						1			0.2438			0.4457			0.6098			0.6558			0.5442			0.8684															pendiente						227777.777777778


						2			0.207			0.321			0.425			0.364			0.466			0.224						2			0.3439			0.5310			0.7017			0.6016			0.7690			0.7436															0.00387						222222.222222222


						3			0.194			0.285			0.393			0.366			0.469			0.296						3			0.3226			0.4719			0.6492			0.6049			0.7740			0.9800															desvest						177777.777777778


									0.182			0.292			0.396			0.376			0.421			0.261																																							0.0003


						Desviacion estandar			0.032			0.027			0.028			0.019			0.080			0.036									0.2437623112			0.4456664478			0.6098161523			0.6557780696						0.868351937																					209259.259259259			Promedio


																																	0.343893631			0.5310242942			0.7017399869						0.7690413657																								27404.9047906459			Desviación


															pH=4,5																		0.3225541694			0.4719304005			0.6492120814						0.7739658569			0.979973736


						tiempo (min)			30			60			90			120			140			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							172222.222222222


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721															pendiente						166666.666666667


						2			0.156			0.265			0.31			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.4994			0.5782			0.6822			0.7090															0.00300						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															desvest


									0.162			0.262			0.327			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						166666.666666667			Promedio


						Desviacion estandar			0.007			0.004			0.036			0.009			0.021			0.021																																													5555.5555555566			Desviación


															pH = 5.0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.1			0.191			0.218			0.313			0.325			0.377						1			0.2129			0.3783			0.4274			0.6001			0.6219			0.7164																					177777.777777778


						2			0.115			0.185			0.238			0.301			0.312			0.361						2			0.2401			0.3674			0.4637			0.5783			0.5983			0.6873															pendiente						161111.111111111


						3			0.104			0.168			0.231			0.307			0.342			0.355						3			0.2201			0.3365			0.4510			0.5892			0.6528			0.6764															0.00313


									0.106			0.181			0.229			0.307			0.326			0.364																																							desvest						174074.074074074			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.012			0.010			0.006			0.015			0.011																																							0.0002						11564.8111081449			Desviación


												TEMPERATURA


									Stargem						30°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.098			0.184			0.235			0.276			0.291			0.344						1			0.1652			0.3008			0.3811			0.4458			0.4694			0.5530																					133333.333333333


						2			0.107			0.165			0.198			0.249			0.289			0.323						2			0.1794			0.2708			0.3228			0.4032			0.4663			0.5199															pendiente						127777.777777778


						3			0.117			0.164			0.188			0.248			0.259			0.325						3			0.1951			0.2692			0.3071			0.4016			0.4190			0.5230															0.00227						116666.666666667


																																																															desvest


									0.107			0.171			0.207			0.258			0.280			0.331																																							0.0002						125925.925925926			Promedio


						desviacion			0.010			0.011			0.025			0.016			0.018			0.012																																													8486.2512869553			Desviación


									Stargem						37°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							161111.111111111


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721																					172222.222222222


						2			0.156			0.265			0.318			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.5120			0.5782			0.6822			0.7090															pendiente						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															0.00297


																																																															desvest						164814.814814815			Promedio


									0.162			0.262			0.329			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						6415.0029909955			Desviación						Temperatura			Actividad			Desviación


						desviacion			0.007			0.004			0.034			0.009			0.021			0.021																																																						30			125925.925925926			8486.2512869553


																																																																														37			164814.814814815			6415.0029909955


									Stargem						47°C																																																															47			194444.444444444			0.0027621359


																																																																														56			138888.888888889			38888.8888888889


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						194444.444444444


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00350						194444.444444444


						3			0.189			0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.3086			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest						194444.444444444


																																																															0.0000


									0.202			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													194444.444444444			Promedio


						desviacion			0.019			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008																																													0.0027621359			Desviación


									Stargem						56°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																					111111.111111111


						Replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.23			0.305			0.4			0.35			0.316			0.456						1			0.3733			0.4915			0.6412			0.5624			0.5088			0.7295															pendiente						122222.222222222


						2			0.202			0.358			0.403			0.421			0.452			0.52						2			0.3291			0.5750			0.6460			0.6743			0.7232			0.8304															0.00250


						3			0.228			0.287			0.391			0.374			0.496			0.552						3			0.3701			0.4631			0.6270			0.6003			0.7926			0.8808															desvest						138888.888888889			Promedio


																																																															0.0007						38888.8888888889			Desviación


									0.220			0.317			0.398			0.382			0.421			0.509									0.3733			0.4915						0.5624						0.7295


						desviacion			0.016			0.037			0.006			0.036			0.094			0.049


																																	0.3701134931			0.4631			0.6270491803						0.7925598991			0.8808322825


												CONCENTRACIÓN


									Stargem						10%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							111111.111111111


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						183333.333333333


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00337						122222.222222222


						3						0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.0107			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest


																																																															0.0002						138888.888888889			Promedio


									0.208			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													38888.8888888889			Desviación


						desviacion			0.023			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008


																																				0.4883354351			0.5198612863			0.6948297604			0.7405422446			0.8477301387


									Stargem						15%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.132			0.243			0.382			0.433			0.457			0.474						1			0.2188			0.3938			0.6129			0.6933			0.7311			0.7579															pendiente						88888.8888888889


						2			0.198			0.344			0.404			0.522			0.485			0.538						2			0.3228			0.5530			0.6475			0.8335			0.7752			0.8588															0.00177						66666.6666666667


						3			0.228			0.348			0.382			0.501			0.434			0.439						3			0.3701			0.5593			0.6129			0.8004			0.6948			0.7027															desvest						138888.888888889


																																																															0.0007


									0.186			0.312			0.389			0.485			0.459			0.484									0.3228247163			0.55296343			0.6475409836						0.775220681			0.8587641866																					98148.1481481481			Promedio


						desviacion			0.049			0.060			0.013			0.047			0.026			0.050									0.3701134931			0.5592686003			0.6128625473						0.6948297604			0.7027112232																					36990.7117693299			Desviación						Concentracion			actividad			Desviación


																																																																														10%			138888.888888889			38888.8888888889


									Stargem						20%			47°C																																																												15%			98148.1481481481			36990.7117693299


																																																																														20%			227777.777777778			86780.5519545184


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														25%			327777.777777778			64069.7921926154


						Replicas																								replicas																																							272222.222222222									30%			212962.962962963			25660.0119639833


						1			0.161			0.34			0.463			0.488			0.554			0.352						1			0.2645			0.5467			0.7405			0.7799			0.8840			0.5656															pendiente						127777.777777778


						2			0.125			0.41			0.47			0.579			0.547			0.262						2			0.2078			0.6570			0.7516			0.9234			0.8730			0.4237															0.00410						283333.333333333


						3			0.175			0.371			0.465			0.479			0.607			0.252						3			0.2866			0.5955			0.7437			0.7658			0.9675			0.4079															desvest


																																																															0.0016						227777.777777778			Promedio


									0.154			0.374			0.466			0.515			0.569			0.289																																													86780.5519545184			Desviación


						desviacion			0.026			0.035			0.004			0.055			0.033			0.055									0.2077553594			0.656998739			0.7515762926						0.8729508197


									Stargem						25%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							333333.333333333


						1			0.216			0.348			0.484			0.379			0.503			0.504						1			0.3512			0.5593			0.7736			0.6081			0.8036			0.8052															pendiente						388888.888888889


						2			0.189			0.303			0.42			0.536			0.565			0.639						2			0.3086			0.4883			0.6728			0.8556			0.9013			1.0180															0.00590						261111.111111111


						3			0.265			0.384			0.492			0.411			0.542			0.54						3			0.4284			0.6160			0.7863			0.6586			0.8651			0.8619															desvest


																																																															0.0012						327777.777777778			Promedio


									0.223			0.345			0.465			0.442			0.537			0.561									0.3511979823			0.5592686003			0.7736443884						0.803593947																								64069.7921926154			Desviación


						desviacion			0.039			0.041			0.039			0.083			0.031			0.070									0.3086380832			0.4883354351			0.6727616646			0.8556116015			0.9013240858			1.0179697352


																																	0.4284363178			0.6160151324			0.7862547289						0.8650693569			0.8619167718


									Stargem						30%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							227777.777777778


						1			0.128			0.222			0.406			0.335			0.348			0.476						1			0.2125			0.3607			0.6507			0.5388			0.5593			0.7610															pendiente						227777.777777778


						2			0.129			0.267			0.377			0.303			0.458			0.393						2			0.2141			0.4316			0.6050			0.4883			0.7327			0.6302															0.00383						183333.333333333


						3			0.177			0.287			0.358			0.37			0.521			0.437						3			0.2897			0.4631			0.5750			0.5939			0.8320			0.6996															desvest


																																																															0.0005						212962.962962963			Promedio


									0.145			0.259			0.380			0.336			0.442			0.435									0.2124842371			0.3606557377						0.538776797			0.5592686003			0.7610340479																					25660.0119639833			Desviación


						desviacion			0.028			0.033			0.024			0.034			0.088			0.042									0.2140605296			0.4315889029									0.7326607818


																																	0.2897225725			0.4631147541			0.5750315259			0.5939470366			0.8319672131
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y = 0.0064x + 0.2257
R2 = 0.9579


y = 0.0065x + 0.2074
R2 = 0.9307


y = 0.006x + 0.2493
R2 = 0.9239
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y = 0.003x + 0.3374
R2 = 0.9736


y = 0.0029x + 0.2999
R2 = 0.9538


y = 0.0032x + 0.3224
R2 = 0.9504
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y = 0.0035x + 0.3018
R2 = 0.8637


y = 0.0041x + 0.226
R2 = 0.9686


y = 0.004x + 0.1835
R2 = 0.9558


0.2437623112


0.343893631


0.3225541694


0.4456664478


0.5310242942


0.4719304005


0.6098161523


0.7017399869


0.6492120814


0.6557780696


0.7690413657


0.7739658569


0.868351937


0.979973736





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0.003x + 0.2154
R2 = 0.9586


y = 0.0029x + 0.2223
R2 = 0.9584


y = 0.0031x + 0.2295
R2 = 0.9407


0.277112232
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y = 0,0029x + 0,1849
R2 = 0,9685


y = 0,0032x + 0,1508
R2 = 0,9593


y = 0,0033x + 0,1507
R2 = 0,9614


0.2128703872


0.2401381567
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y = 0,0023x + 0,1235
R2 = 0,9939


y = 0,0021x + 0,1342
R2 = 0,9773


y = 0,0024x + 0,1349
R2 = 0,9525
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y = 0,0029x + 0,2188
R2 = 0,9543


y = 0,0029x + 0,2223
R2 = 0,9584


y = 0,0031x + 0,2295
R2 = 0,9407


0.277112232


0.2566204288
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y = 0,0035x + 0,2557
R2 = 0,9687


y = 0,0035x + 0,2373
R2 = 0,9692


y = 0,0035x + 0,2817
R2 = 0,9812
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y = 0,002x + 0,5134
R2 = 0,9546


y = 0,0033x + 0,2708
R2 = 0,9527


y = 0,0022x + 0,3246
R2 = 0,9657
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y = 0,0035x + 0,2557
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y = 0,0025x + 0,4868
R2 = 0,9948
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y = 0,0023x + 0,5963
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y = 0,0041x + 0,1317
R2 = 0,965


y = 0,0041x + 0,1862
R2 = 0,9387


y = 0,0033x + 0,1316
R2 = 0,9587
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y = 0,0047x + 0,2106
R2 = 0,9682


y = 0,006x + 0,2524
R2 = 0,9992


y = 0,007x + 0,1389
R2 = 0,9999
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												Actividad de			Liquozyme			Sacarificación


						pH			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293


						4			4598148.14814815			234147.609171352


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884


						5			7896296.2962963			350499.349840584


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045


						6			7725925.92592593			933272.70526188


																		Temperatura			Actividad			Desviación


																		66			4246296.2962963			349175.984730843


																		70			2724074.07407407			141020.676766638


																		80			5890740.74074074			956400.358683816


						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583


						15%			4016666.66666667			0.0076


						20%			5890740.74074074			956400.358683816


						25%			3557407.40740741			209742.150144706


												Actividad de			Spirizyme			Sacarificación


						pH			Actividad			Desviación


						3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						4			2337037.03703704			206105.370789583


						4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						5			1038888.88888889			233002.410839009


						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


						Temperatura			Actividad			Desviación


						44			835185.185185185			64390.1431507892


						56			1614814.81481481			167988.584758174


						66			2337037.03703704			206105.370789583


						70			2957407.40740741			280670.126954418


						80			1851851.85185185			256660.253246791


												Actividad de			Stargem			Licuefacción- Sacarificación Simultaneas


						pH			Actividad			Desviacíon			% actividad


						3			350000			14698.6183948038			100			4.1996052557


						3.5			168518.518518519			8486.2512869548			48.1481481481			2.4246432248


						4			209259.259259259			27404.9047906459			59.7883597884			7.8299727973


						4.5			166666.666666667			5555.5555555566			47.619047619			1.5873015873


						5			174074.074074074			11564.8111081449			49.7354497354			3.3042317452


																					Temperatura			Actividad			Desviación


																					30			125925.925925926			8486.2512869553			64.7619047619			4.3643578047


																					37			164814.814814815			6415.0029909955			84.7619047619			3.2991443954


																					47			194444.444444444			0.0027621359			100			0.0000014205


																					56			138888.888888889			38888.8888888889			71.4285714286			20


						Concentracion			actividad			Desviación


						10%			138888.888888889			38888.8888888889			42.3728813559			11.8644067797


						15%			98148.1481481481			36990.7117693299			29.9435028249			11.2853018957


						20%			227777.777777778			86780.5519545184			69.4915254237			26.4754226302


						25%			327777.777777778			64069.7921926154			100			19.5467162622


						30%			212962.962962963			25660.0119639833			64.9717514124			7.8284782263


									Licuozyme									Spirizyme									Licuozyme									Spirizyme


						pH			Actividad			desviación						Actividad			Desviación						Actividad			desviación			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293						2424074.07407407			174123.318487652						6.5666041276			0.9046576699			30.6988742964			2.2051264536


						4			4598148.14814815			234147.609171352						2337037.03703704			206105.370789583						58.2317073171			2.9652839811			29.5966228893			2.6101524443


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884						3916666.66666667			840047.029841589						63.2739212008			8.9067885965			49.6013133208			10.6384942804


						5			7896296.2962963			350499.349840584						1038888.88888889			233002.410839009						100			4.4387816349			13.1566604128			2.9507810003


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045						1544444.44444444			25458.7538608811						97.021575985			4.4591797029			19.5590994371			0.3224138622


						6			7725925.92592593			933272.70526188															97.8424015009			11.8191196257


						Temperatura			Actividad			Desviación						Actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						44												835185.185185185			64390.1431507892									0			14.1779314681			1.0930737913


						56												1614814.81481481			167988.584758174												27.412763282			2.8517395715


						66			4246296.2962963			349175.984730843						2337037.03703704			206105.370789583						72.0842502358			5.9275395082			39.6730587865			3.4988022706


						70			2724074.07407407			141020.676766638						2957407.40740741			280670.126954418						46.2433197108			2.3939379269			50.2043382584			4.7645981941


						80			5890740.74074074			956400.358683816						1851851.85185185			256660.253246791						100			16.2356552559			31.4366551399			4.3570115295


						[Sustrato]			Actividad			Desviación						actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583						138888.888888889			38888.8888888889						39.6730587865			3.4988022706			2.3577491355			0.6601697579


						15%			4016666.66666667			0.0076						98148.1481481481			36990.7117693299						68.1861049984			0.000000129			1.6661427224			0.6279466946


						20%			5890740.74074074			956400.358683816						227777.777777778			86780.5519545184						100			16.2356552559			3.8667085822			1.4731687537


						25%			3557407.40740741			209742.150144706						327777.777777778			64069.7921926154						60.3898145237			3.5605394869			5.5642879598			1.0876355795


						30%												212962.962962963			25660.0119639833												3.6152153411			0.4355990714








			0			71434.4500814293			71434.4500814293


			0			234147.609171352			234147.609171352


			0			703306.418067884			703306.418067884


			0			350499.349840584			350499.349840584


			0			352110.041722045			352110.041722045


			0			933272.70526188			933272.70526188





pH


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0


0





			0			349175.984730843			349175.984730843


			0			141020.676766638			141020.676766638


			0			956400.358683816			956400.358683816





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0





			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			0.0076			0.0076


			0			956400.358683816			956400.358683816


			0			209742.150144706			209742.150144706





Licuozyme SC DS


Sustrato


Actividad  U/ml


0


0


0


0





			3.5			174123.318487652			174123.318487652


			4			206105.370789583			206105.370789583


			4.5			840047.029841589			840047.029841589


			5			233002.410839009			233002.410839009


			5.5			25458.7538608811			25458.7538608811





pH


Actividad  U/ml


2424074.07407407


2337037.03703704


3916666.66666667


1038888.88888889


1544444.44444444





			0			64390.1431507892			64390.1431507892


			0			167988.584758174			167988.584758174


			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			280670.126954418			280670.126954418


			0			256660.253246791			256660.253246791





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0





			0			4.1996052557			4.1996052557


			0			2.4246432248			2.4246432248


			0			7.8299727973			7.8299727973


			0			1.5873015873			1.5873015873


			0			3.3042317452			3.3042317452





Stargen 001


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			4.3643578047			4.3643578047


			0			3.2991443954			3.2991443954


			0			0.0000014205			0.0000014205


			0			20			20





Stargen 001


Temperatura


Actividad relativa (%)


0


0


0


0





			0			11.8644067797			11.8644067797


			0			11.2853018957			11.2853018957


			0			26.4754226302			26.4754226302


			0			19.5467162622			19.5467162622


			0			7.8284782263			7.8284782263





Stargen 001


Sustrato


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa


0


0


0


0


0





			0			0			0.9046576699			0.9046576699			2.2051264536			2.2051264536


			0			0			2.9652839811			2.9652839811			2.6101524443			2.6101524443


			0			0			8.9067885965			8.9067885965			10.6384942804			10.6384942804


			0			0			4.4387816349			4.4387816349			2.9507810003			2.9507810003


			0			0			4.4591797029			4.4591797029			0.3224138622			0.3224138622


			0			0			11.8191196257			11.8191196257			NaN			NaN





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0			0			1.0930737913			1.0930737913


			0			0			NaN			NaN			2.8517395715			2.8517395715


			0			0			5.9275395082			5.9275395082			3.4988022706			3.4988022706


			0			0			2.3939379269			2.3939379269			4.7645981941			4.7645981941


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			4.3570115295			4.3570115295





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0			3.4988022706			3.4988022706			0.6601697579			0.6601697579


			0			0			0.000000129			0.000000129			0.6279466946			0.6279466946


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			1.4731687537			1.4731687537


			0			0			3.5605394869			3.5605394869			1.0876355795			1.0876355795


			0			0			NaN			NaN			0.4355990714			0.4355990714





Novozymes


Genecor


[Sustrato] (%p/v)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			


												Diseño


						Niveles			-1			0			1


						Enz/Sus (ul/g)			2			4			6


						[S] % (p/v)			25			30			35


						T min			15			30			45						Montaje


						Experimento						[Glucosa] g/L						Experimento						patron			Replica 1			Replica 2			Promedio			[Glucosa] g/L						Dilución																								Bloque 1						Bloque 2


						1						156.7771084337						19			1			0.332			0.248			0.271			0.2595			117.2439759036						150																								117.9545454545						88.1012658228


						2						225.5192878338						1						0.332			0.329			0.365			0.347			156.7771084337						150						600			150.008g			15 min												157.7272727273						135.7594936709


						3						404.9275362319						7						0.332			0.5			0.361			0.4305			194.5030120482						150									187ul =1															195.6818181818						173.7341772152


						4						126.1016949153						12			2			0.332			0.179			0.16			0.1695			76.5813253012						150																								86.186440678						75


						5						348.9855072464						4						0.332			0.258			0.238			0.248			112.0481927711						150						300			150.002g			30 min												126.1016949153						107.1100917431


						6						149.7457627119						6						0.332			0.307			0.282			0.2945			133.0572289157						150																								149.7457627119						130.7339449541


						7						195.6818181818						25			3			0.344			0.314			0.291			0.291			126.8895348837						150																								126.8895348837						155.0675675676


						8						181.9935691318						13						0.344			0.438			0.415			0.415			180.9593023256						150						900			150.008g			45 min												180.9593023256						154.0540540541


						9						205.2173913043						26						0.344			0.424			0.437			0.437			190.5523255814						150																								190.5523255814						241.2162162162


						10						220.8695652174						8			4			0.311			0.307			0.259			0.283			181.9935691318						200																								181.9935691318						67.5213675214


						11						153.8904899135						17						0.311			0.344			0.379			0.3615			232.4758842444						200						1080			180.001g			15 min												232.4758842444						91.6666666667


						12						86.186440678						21						0.311			0.356			0.389			0.3725			239.5498392283						200									210u/l=1																					118.1623931624


						13						180.9593023256						20			5			0.328			0.346			0.281			0.3135			191.1585365854						200																								191.1585365854						202.1341463415


						14						177.743902439						14						0.328			0.264			0.319			0.2915			177.743902439						200						720			180.005g			30 min												177.743902439						198.7804878049


						15						204.1543026706						23						0.328			0.327			0.373			0.35			213.4146341463						200																								213.4146341463						241.4634146341


						16						142.939481268						11			6			0.347			0.311			0.223			0.267			153.8904899135						200																								153.8904899135


						17						232.4758842444						16						0.347			0.235			0.261			0.248			142.939481268						200						360			180.003g			45 min												142.939481268


						18						165.4178674352						18						0.347			0.264			0.31			0.287			165.4178674352						200																								165.4178674352


						19						117.9545454545						27			7			0.345			0.24			0.21			0.225			130.4347826087						200																								130.4347826087						110.6628242075


						20						191.1585365854						10						0.345			0.464			0.298			0.381			220.8695652174						200						420			210.000G			15 min												220.8695652174						170.8933717579


						21						239.5498392283						24						0.345			0.331			0.321			0.326			188.9855072464						200									262ul=1															188.9855072464						162.8242074928


						22						250.1483679525						2			8			0.337			0.462			0.298			0.38			225.5192878338						200																								225.5192878338						185.9598853868


						23						213.4146341463						22						0.337			0.483			0.36			0.4215			250.1483679525						200						840			210.003			30 min												250.1483679525						171.6332378223


						24						188.9855072464						15						0.337			0.38			0.308			0.344			204.1543026706						200																								204.1543026706						210.0286532951


						25						126.8895348837						9			9			0.345			0.336			0.372			0.354			205.2173913043						200																								205.2173913043						203.6363636364


						26						190.5523255814						5						0.345			0.67			0.534			0.602			348.9855072464						200						1260			210.006			45 min												348.9855072464						265.4545454545


						27						130.4347826087						3						0.345			0.867			0.53			0.6985			404.9275362319						200																								404.9275362319						300.6060606061


						28						185.9598853868						43			10			0.371			0.206			0.258			0.232			93.8005390836						150


						29						93.215339233						48						0.371			0.378			0.337			0.3575			144.5417789757						150						600			150.007g			15 min


						30						163.1268436578						53						0.371			0.484			0.431			0.4575			184.9730458221						150									187ul


						31						300.6060606061						41			11			0.327			0.158			0.169			0.1635			75						150


						32						202.1341463415						44						0.327			0.247			0.22			0.2335			107.1100917431						150						300			150.005g			30 min


						33						110.6628242075						45						0.327			0.3			0.27			0.285			130.7339449541						150


						34						210.0286532951						50			12			0.333			0.3			0.306			0.306			137.8378378378						150


						35						162.8242074928						40						0.333			0.291			0.304			0.304			136.9369369369						150						900			150.000g			45 min


						36						183.8709677419						38						0.333			0.4			0.476			0.476			214.4144144144						150


						37						241.4634146341						29			13			0.339			0.169			0.147			0.158			93.215339233						200


						38						214.4144144144						51						0.339			0.236			0.193			0.2145			126.5486725664						200						360			180.000g			15 min


						39						265.4545454545						30						0.339			0.306			0.247			0.2765			163.1268436578						200									220ul


						40						136.9369369369						32			14			0.328			0.433			0.23			0.3315			202.1341463415						200


						41						75						54						0.328			0.351			0.301			0.326			198.7804878049						200						720			180.008g			30 min


						42						170.8933717579						37						0.328			0.401			0.391			0.396			241.4634146341						200


						43						93.8005390836						36			15			0.31			0.317			0.253			0.285			183.8709677419						200


						44						107.1100917431						47						0.31			0.435			0.378			0.4065			262.2580645161						200						1080						45 min


						45						130.7339449541						49						0.31			0.436			0.364			0.4			258.064516129						200


						46						171.6332378223						33			16			0.347			0.212			0.172			0.192			110.6628242075						200


						47						262.2580645161						42						0.347			0.352			0.241			0.2965			170.8933717579						200						420			210.005g


						48						144.5417789757						35						0.347			0.311			0.254			0.2825			162.8242074928						200									262ul


						49						258.064516129						28			17			0.349			0.357			0.292			0.3245			185.9598853868						200


						50						137.8378378378						46						0.349			0.288			0.311			0.2995			171.6332378223						200						840			210.002g


						51						126.5486725664						34						0.349			0.353			0.38			0.3665			210.0286532951						200


						52						203.6363636364						52			18			0.33			0.326			0.346			0.336			203.6363636364						200


						53						184.9730458221						39						0.33			0.416			0.46			0.438			265.4545454545						200						1262			210.005g


						54						198.7804878049						31						0.33			0.515			0.477			0.496			300.6060606061						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200						480			240.003g


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200									300ul


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200


																								0.364			0.296			0.249			0.2725			149.7252747253						200


																								0.364			0.418			0.429			0.4235			232.6923076923						200						960			240.000g


																								0.364			0.467			0.448			0.4575			251.3736263736						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200						1440


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200
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Gráfico3


			30			4.3643578047			4.3643578047


			37			3.2991443954			3.2991443954


			47			0.0000014205			0.0000014205
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Licuozyme


			


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 3,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																				pemdiente						600000


						1			-0.014			0.012			0.042			0.075			0.065			0.072						1			0.0104			0.0687			0.1359			0.2098			0.1874			0.2031																		0.0093						488888.888888889


						2			-0.008			0.017			0.036			0.06			0.063			0.076						2			0.0239			0.0799			0.1225			0.1762			0.1830			0.2121																		desvest						466666.666666667


						3			-0.01			0.015			0.032			0.036			0.067			0.069						3			0.0194			0.0754			0.1135			0.1225			0.1919			0.1964																		0.0013


									-0.011			0.015			0.037			0.057			0.065			0.072																																																518518.518518518			Promedio


						Desviacion estandar			0.003			0.003			0.005			0.020			0.002			0.004																																																71434.4500814293			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.077			0.154			0.272			0.463			0.564			0.839						1			0.4587			0.6947			1.0565			1.6420			1.9516			2.7947																		pendiente


						2			0.071			0.125			0.24			0.472			0.533			0.842						2			0.4403			0.6058			0.9584			1.6696			1.8566			2.8039																		0.08276						4683333.33333333


						3			0.055			0.154			0.33			0.484			0.678			0.723						3			0.3913			0.6947			1.2343			1.7064			2.3011			2.4391																		desvest						4777777.77777778


																																																																		0.00421						4333333.33333333


									0.068			0.144			0.281			0.473			0.592			0.801


						Desviacion estandar			0.011			0.021			0.064			0.008			0.103			0.084																																																4598148.14814815			Promedio			pH			Actividad			desviación


																																																																								234147.609171352			Desviación			3.5			518518.518518518			71434.4500814293


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,5																																																												4			4598148.14814815			234147.609171352


																																																																														4.5			4996296.2962963			703306.418067884


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																														5			7896296.2962963			350499.349840584


						replicas																								replicas																																										4277777.77777778						5.5			7661111.11111111			352110.041722045


						1			0.099			0.153			0.331			0.277			0.372			0.556						1			0.2490			0.3571			0.7134			1.2106			1.5909			2.3275																		pendiente						5027777.77777778						6			7725925.92592593			933272.70526188


						2			0.08			0.143			0.291			0.248			0.349			0.663						2			0.2110			0.3371			0.6333			1.0945			1.4988			2.7558																		0.08993						5683333.33333333


						3			0.086			0.172			0.263			0.219			0.348			0.769						3			0.2230			0.3951			0.5773			0.9784			1.4948			3.1801																		desvest


									0.088			0.156			0.295			0.248			0.356			0.663																																										0.01266						4996296.2962963			Promedio


						Desviacion estandar			0.010			0.015			0.034			0.029			0.014			0.107																																																703306.418067884			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																				pendiente						7494444.44444444


						1			0.089			0.23			0.268			0.596			0.538			0.745						1			0.1938			0.4402			1.0131			2.1594			2.9350			4.0201																		0.14213						8055555.55555556


						2			0.098			0.338			0.323			0.58			0.479			0.735						2			0.2095			0.6289			1.2053			2.1034			2.6257			3.9677																		desvest						8138888.88888889


						3			0.094			0.358			0.343			0.579			0.516			0.799						3			0.2025			0.6638			1.2752			2.0999			2.8197			4.3032																		0.00631


									0.094			0.309			0.311			0.585			0.511			0.760																																																7896296.2962963			Promedio


						Desviacion estandar			0.005			0.069			0.039			0.010			0.030			0.034																																																350499.349840584			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.182			0.31			0.294			0.329			0.408			0.587						1			0.3862			0.6212			1.1836			1.9682			2.4034			4.5193																								8066666.66666667


						2			0.195			0.371			0.351			0.376			0.478			0.534						2			0.4100			0.7332			1.3929			2.2271			2.7890			4.1300																		pendiente						7483333.33333333


						3			0.179			0.438			0.371			0.357			0.473			0.541						3			0.3806			0.8562			1.4664			2.1225			2.7615			4.1814																		0.13796						7433333.33333333


									0.185			0.373			0.339			0.354			0.453			0.554																																										desvest


						Desviacion estandar			0.009			0.064			0.040			0.024			0.039			0.029																																										0.0063						7661111.11111111			Promedio


																																																																								352110.041722045			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 6,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.178			0.414			0.432			0.393			0.524			0.401						1			0.3380			0.7486			1.5598			2.1362			2.8199			3.6300


						2			0.199			0.443			0.412			0.387			0.537			0.508						2			0.3746			0.7991			1.4903			2.1049			2.8878			4.5607																		pendiente						6650000


						3			0.213			0.45			0.438			0.445			0.543			0.516						3			0.3989			0.8112			1.5807			2.4076			2.9191			4.6303																		0.13900						8316666.66666667


									0.197			0.436			0.427			0.408			0.535			0.475																																										desvest						8211111.11111111


						Desviacion estandar			0.018			0.019			0.014			0.032			0.010			0.064																																										0.0168


																																																																								7725925.92592593			Promedio


																																																																								933272.70526188			Desviación


												LICUOZYME			1/100=20			pH: 4.0


						Almidon 20%									66°C


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								3877777.77777778


						Replicas																								replicas																																										4288888.88888889


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						1			0.6831			1.1515			1.4581			1.9823			2.6608			2.7527																		pendiente						4572222.22222222


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						2			0.6386			1.0504			1.3263			1.9946			2.4124			2.8999																		0.07643


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						3			0.7367			0.9952			1.5439			1.8995			2.7435			2.7067																		desvest						4246296.2962963			Promedio


									0.375			0.275			0.398			0.5663333333			0.494			0.5333333333																																										0.0063						349175.984730843			Desviación


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022


															70°C


																																																																														Temperatura			Actividad			Desviación


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																														66			4246296.2962963			349175.984730843


						Replicas																								replicas																																										2566666.66666667						70			2724074.07407407			141020.676766638


						1			0.142			0.276			0.16			0.27			0.39			0.265						1			0.3290			0.5344			0.7131			1.0504			1.4182			1.5525																		pendiente						2766666.66666667						80			5890740.74074074			956400.358683816


						2			0.138			0.255			0.133			0.221			0.4			0.291						2			0.3228			0.5022			0.6304			0.9001			1.4489			1.6721																		0.04903						2838888.88888889


						3			0.113			0.272			0.13			0.235			0.394			0.279						3			0.2845			0.5282			0.6212			0.9431			1.4305			1.6169																		desvest


									0.131			0.268			0.141			0.242			0.395			0.278																																										0.0025						2724074.07407407			Promedio


						desviación estandar			0.016			0.011			0.017			0.025			0.005			0.013																																																141020.676766638			Desviación


															80°C


						Tiempos			2			7			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										6183333.33333333


						1			0.379			0.068			0.293			0.598			0.366			0.405						1			0.6923			0.4311			1.1209			2.0559			2.0170			3.6605																		pendiente						6666666.66666667


						2			0.356			0.058			0.301			0.517			0.399			0.432						2			0.6570			0.4004			1.1454			1.8076			2.1687			3.8675																		0.10603						4822222.22222222


						3			0.322			0.06			0.28			0.541			0.299			0.307						3			0.6049			0.4066			1.0810			1.8811			1.7089			2.9095																		desvest


									0.352			0.062			0.291			0.552			0.355			0.381																																										0.0172						5890740.74074074			Promedio


						desviación estandar			0.029			0.005			0.011			0.042			0.051			0.066																																																956400.358683816			Desviación


																																	0.2901			0.6457			0.8143						1.2619			1.4336


												Sustrato pH 4																					0.2778			0.5936			0.7346						1.2435			1.4703


						Almidon 10%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		pendiente						2155555.55555556


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.04206						2561111.11111111


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																		desvest


									0.018			0.139			0.157			0.318			0.344			0.422																																										0.0037						2337037.03703704			Promedio


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036																																																206105.370789583			Desviación


						Almidon 15%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.045			0.38			0.224			0.317			0.34			0.44						1			0.1803			0.6938			0.9093			1.1944			1.8974			2.3573																								4288888.88888889


						2			0.075			0.376			0.207			0.352			0.27			0.379						2			0.2263			0.6877			0.8572			1.3017			1.5755			2.0768																		pendiente						4233333.33333333						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						3			0.081			0.368			0.267			0.362			0.32			0.465						3			0.2355			0.6754			1.0412			1.3324			1.8055			2.4722																		0.07230						3527777.77777778						10%			2337037.03703704			206105.370789583


									0.067			0.375			0.233			0.344			0.31			0.428																																										desvest												15%			4016666.66666667			0.0076


						desviación estandar			0.019			0.006			0.031			0.024			0.036			0.044																																										0.0076						4016666.66666667			Promedio			20%			5890740.74074074			956400.358683816


																																																																								424300.440958441			Desviación			25%			3557407.40740741			209742.150144706


						Almidon 20%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						1			0.6831			1.1515			1.4581			1.9823			2.6608			2.7527																								6183333.33333333


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						2			0.6386			1.0504			1.3263			1.9946			2.4124			2.8999																								6666666.66666667


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						3			0.7367			0.9952			1.5439			1.8995			2.7435			2.7067																		pendiente						4822222.22222222


									0.375			0.275			0.398			0.566			0.494			0.533																																										0.07643


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022									0.6831			1.1515			1.4581			1.9823						2.7527																		desvest						5890740.74074074			Promedio


																																	0.7367			0.9952			1.5439			1.8995						2.7067																		0.0063						956400.358683816			Desviación


						Almidon 25%


						Tiempos			5			10			15			20			30									tiempo (min)			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.139			0.27			0.357			0.463			0.323									1			0.3244			0.5252			1.3171			1.6420			1.8192


						2			0.145			0.256			0.308			0.429			0.298									2			0.3336			0.5037			1.1668			1.5378			1.7043																											3605555.55555556


						3			0.144			0.268			0.292			0.394			0.348									3			0.3320			0.5221			1.1178			1.4305			1.9342																											3738888.88888889


									0.143			0.265			0.319			0.429			0.323																																													pendiente						3327777.77777778


						desviación estandar			0.003			0.008			0.034			0.035			0.025			0.000																																										0.06403


																																																																		desvest						3557407.40740741			Promedio


																																																																		0.0038						209742.150144706			Desviación
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y = 0.0599x + 0.0913
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									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 3,5																																																						2616666.66666667


																																																																		pendiente						2377777.77777778


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		0.04363						2277777.77777778


						replicas																								replicas																																				desvest


						1			0.134			0.16			0.19			0.423			0.6			0.643						1			0.3988			0.4571			0.5243			1.0464			1.4430			1.5393																		0.0031						2424074.07407407			Promedio


						2			0.098			0.144			0.17			0.401			0.536			0.568						2			0.3182			0.4212			0.4795			0.9971			1.2996			1.3713																								174123.318487652			Desviación


						3			0.075			0.099			0.157			0.31			0.505			0.517						3			0.2666			0.3204			0.4504			0.7932			1.2301			1.2570


									0.102			0.134			0.172			0.378			0.547			0.576


									0.030			0.032			0.017			0.060			0.048			0.063


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,0


																																																																								2155555.55555556


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2294444.44444444


						replicas																								replicas																																				0.04206						2561111.11111111


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.1809			0.5365			0.7051			1.1956			1.1527			1.3243																		desvest


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.1686			0.4844			0.6254			1.1833			1.1343			1.3611																		0.0037						2337037.03703704			Promedio


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.1594			0.6009			0.6223			0.8890			1.2170			1.5328																								206105.370789583			Desviación


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422


									0.002			0.019			0.005			0.049			0.014			0.029									0.1809			0.5365			0.7051						1.1527			1.3243


																																	0.1686			0.4844			0.6254						1.1343			1.3611


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,5


																																																																								4872222.22222222									pH			Actividad			Desviación


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						3294444.44444444									3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						replicas																								replicas																																				0.70500						3583333.33333333									4			2337037.03703704			206105.370789583


						1			0.387			0.439			0.037			0.188			0.255			0.351						1			0.8255			0.9295			0.2498			0.8543			1.1225			1.5068																		desvest															4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						2			0.429			0.409			0.023			0.07			0.121			0.341						2			0.9095			0.8695			0.1938			0.3819			0.5861			1.4668																		0.0152						3916666.66666667			Promedio						5			1038888.88888889			233002.410839009


						3			0.4			0.421			0.045			0.126			0.122			0.475						3			0.8515			0.8935			0.2818			0.6061			0.5901			2.0032																								840047.029841589			Desviación						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


									0.405			0.423			0.035			0.128			0.166			0.389


									0.022			0.015			0.011			0.059			0.077			0.075															0.2818			0.6061						2.0032


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								827777.777777778


						replicas																								replicas																																										1000000


						1			0.041			0.273			0.299			0.395			0.462			0						1			0.1099			0.5153			0.5607			0.7285			0.8455																					pendiente						1288888.88888889


						2			0.057			0.305			0.328			0.408			0			0						2			0.1379			0.5712			0.6114			0.7512																								0.01870


						3			0.06			0.328			0.362			0.413			0			0						3			0.1431			0.6114			0.6708			0.7599																								desvest						1038888.88888889			Promedio


									0.053			0.302			0.330			0.405			0.154			0.000																																										0.0042						233002.410839009			Desviación


									0.010			0.028			0.032			0.009			0.267			0.000


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1538888.88888889


						replicas																								replicas																																				pendiente						1572222.22222222


						1			0.017			0.124			0.166			0.306			0.321			0.453						1			0.0832			0.2797			0.3568			0.6138			0.6414			0.8838																		0.02780						1522222.22222222


						2			0.035			0.126			0.18			0.323			0.352			0.473						2			0.1162			0.2833			0.3825			0.6451			0.6983			0.9205																		desvest


						3			0.024			0.169			0.179			0.371			0.329			0.491						3			0.0960			0.3623			0.3806			0.7332			0.6561			0.9535																		0.0005						1544444.44444444			Promedio


									0.025			0.140			0.175			0.333			0.334			0.472																																																25458.7538608811			Desviación


									0.009			0.025			0.008			0.034			0.016			0.019									0.0960			0.3623			0.3806						0.6561			0.9535


												Temperatura			pH 4


												SPERIZYME			1/50=20			Almidón 10%


															T= 44°C


						tiempo (min)			3			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								866666.666666667


						replicas																								replicas																																				pendiente						877777.777777778


						1			0.058			0.157			0.184			0.205			0.257			0.387						1			0.1456			0.2974			0.3387			0.3709			0.4506			0.6499																		0.01503						761111.111111111


						2			0.076			0.179			0.164			0.253			0.24			0.369						2			0.1732			0.3311			0.3081			0.4445			0.4246			0.6223																		desvest


						3			0.104			0.137			0.247			0.299			0.304			0.357						3			0.2161			0.2667			0.4353			0.5150			0.5227			0.6039																		0.0012						835185.185185185			Promedio


									0.079			0.158			0.198			0.252			0.267			0.371																																																64390.1431507892			Desviación


						desviación estandar			0.023			0.021			0.043			0.047			0.033			0.015


																																	0.2278142244						0.3627007971						0.4791937462			0.6769251993


															T= 56°C																		0.2707326793			0.3213151441			0.4899233599						0.5772930717			0.6585315757


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1550000


						replicas																								replicas																																				pendiente						1805555.55555556


						1			0.041			0.101			0.13			0.295			0.3			0.565						1			0.1742			0.2661			0.3106			0.5635			0.5712			0.9774																		0.02907						1488888.88888889


						2			0.045			0.112			0.234			0.31			0.355			0.551						2			0.1803			0.2830			0.4700			0.5865			0.6555			0.9559																		desvest


						3			0.073			0.121			0.22			0.328			0.459			0.653						3			0.2232			0.2968			0.4485			0.6141			0.8149			1.1122																		0.0030						1614814.81481481			Promedio


									0.053			0.111			0.195			0.311			0.371			0.590																																																167988.584758174			Desviación			Temperatura			Actividad			Desviación


						desviación estandar			0.017			0.010			0.056			0.017			0.081			0.055																																																						44			835185.185185185			64390.1431507892


																																																																														56			1614814.81481481			167988.584758174


															T= 66 °C																																																															66			2337037.03703704			206105.370789583


																																																																														70			2957407.40740741			280670.126954418


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2155555.55555556						80			1851851.85185185			256660.253246791


						replicas																								replicas																																				0.04207						2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		desvest						2561111.11111111


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.0046


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																								2337037.03703704			Promedio


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422																																																206105.370789583			Desviación


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036									0.2900858369			0.6456958921			0.8143041079						1.2618822808			1.4335561006


																																	0.2778234212			0.5935806254			0.7345984059						1.2434886573			1.4703433476


															T= 70 °C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										3200000


						1			0.112			0.269			0.431			0.585			0.039			0.137						1			0.2830			0.5236			0.7720			1.0080			0.3422			0.6426																		pendiente						2650000


						2			0.105			0.215			0.294			0.534			0.042			0.107						2			0.2723			0.4409			0.5620			0.9298			0.3514			0.5507																		0.05323						3022222.22222222


						3			0.089			0.121			0.174			0.553			0.033			0.121						3			0.2477			0.2968			0.3780			0.9590			0.3238			0.5936																		desvest


									0.102			0.202			0.300			0.557			0.038			0.122																																										0.0051						2957407.40740741			Promedio


						desviación estandar			0.012			0.075			0.129			0.026			0.005			0.015									0.2477406499			0.2967903127						0.9589607603																														280670.126954418			Desviación


															T=80°C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										1555555.55555556


						1			0.034			0.137			0.212			0.379			0.457									1			0.1634			0.3213			0.4363			0.6923			0.8118																					pendiente						2005555.55555556


						2			0.083			0.185			0.287			0.333			0.549									2			0.2385			0.3949			0.5512			0.6217			0.9528																					0.03330						1994444.44444444


						3			0.157			0.111			0.265			0.36			0.444									3			0.3520			0.2815			0.5175			0.6631			0.7919																					desvest


									0.091			0.144			0.255			0.357			0.483																																													0.0046						1851851.85185185			Promedio


																																																																								256660.253246791			Desviación
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									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						333333.333333333


						1			0.122			0.248			0.268			0.344			0.153			0.202						1			0.3752			0.7056			0.7580			0.9573			0.9130			1.1699															0.00630						361111.111111111


						2			0.121			0.24			0.279			0.352			0.106			0.175						2			0.3726			0.6846			0.7868			0.9782			0.6665			1.0283															desvest						355555.555555556


						3			0.108			0.243			0.285			0.343			0.134			0.187						3			0.3385			0.6924			0.8026			0.9546			0.8133			1.0912															0.0003


									0.117			0.244			0.277			0.346			0.131			0.188																																													350000			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.004			0.009			0.005			0.024			0.014									0.3751966439			0.7055584688			0.7579968537			0.9572627163						1.1699003671																					14698.6183948038			Desviación


																																	0.3725747247			0.6845831148			0.7868379654			0.9782380703						1.0283167278


									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,5																								0.3384897745			0.6924488726			0.8025694809			0.9546407971						1.0912427897


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						161111.111111111


						1			0.245			0.351			0.348			0.483			0.523			0.27						1			0.3974			0.5534			0.5490			0.7476			0.8065			0.8685															0.00303						166666.666666667


						2			0.251			0.317			0.404			0.457			0.522			0.257						2			0.4063			0.5034			0.6314			0.7094			0.8050			0.8302															desvest						177777.777777778


						3			0.219			0.301			0.366			0.431			0.508			0.237						3			0.3592			0.4798			0.5755			0.6711			0.7844			0.7713															0.0002


									0.238			0.323			0.373			0.457			0.518			0.255																																													168518.518518519			Promedio						pH						Actividad			Desviacíon


						Desviacion estandar			0.017			0.026			0.029			0.026			0.008			0.017																																													8486.2512869548			Desviación						3						350000			14698.6183948038


																																																																														3.5						168518.518518519			8486.2512869548


															pH=4,0																																																															4						209259.259259259			27404.9047906459


																																																																														4.5						166666.666666667			5555.5555555566


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														5						174074.074074074			11564.8111081449


						replicas																								replicas


						1			0.146			0.269			0.369			0.397			0.329			0.262						1			0.2438			0.4457			0.6098			0.6558			0.5442			0.8684															pendiente						227777.777777778


						2			0.207			0.321			0.425			0.364			0.466			0.224						2			0.3439			0.5310			0.7017			0.6016			0.7690			0.7436															0.00387						222222.222222222


						3			0.194			0.285			0.393			0.366			0.469			0.296						3			0.3226			0.4719			0.6492			0.6049			0.7740			0.9800															desvest						177777.777777778


									0.182			0.292			0.396			0.376			0.421			0.261																																							0.0003


						Desviacion estandar			0.032			0.027			0.028			0.019			0.080			0.036									0.2437623112			0.4456664478			0.6098161523			0.6557780696						0.868351937																					209259.259259259			Promedio


																																	0.343893631			0.5310242942			0.7017399869						0.7690413657																								27404.9047906459			Desviación


															pH=4,5																		0.3225541694			0.4719304005			0.6492120814						0.7739658569			0.979973736


						tiempo (min)			30			60			90			120			140			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							172222.222222222


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721															pendiente						166666.666666667


						2			0.156			0.265			0.31			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.4994			0.5782			0.6822			0.7090															0.00300						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															desvest


									0.162			0.262			0.327			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						166666.666666667			Promedio


						Desviacion estandar			0.007			0.004			0.036			0.009			0.021			0.021																																													5555.5555555566			Desviación


															pH = 5.0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.1			0.191			0.218			0.313			0.325			0.377						1			0.2129			0.3783			0.4274			0.6001			0.6219			0.7164																					177777.777777778


						2			0.115			0.185			0.238			0.301			0.312			0.361						2			0.2401			0.3674			0.4637			0.5783			0.5983			0.6873															pendiente						161111.111111111


						3			0.104			0.168			0.231			0.307			0.342			0.355						3			0.2201			0.3365			0.4510			0.5892			0.6528			0.6764															0.00313


									0.106			0.181			0.229			0.307			0.326			0.364																																							desvest						174074.074074074			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.012			0.010			0.006			0.015			0.011																																							0.0002						11564.8111081449			Desviación


												TEMPERATURA


									Stargem						30°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.098			0.184			0.235			0.276			0.291			0.344						1			0.1652			0.3008			0.3811			0.4458			0.4694			0.5530																					133333.333333333


						2			0.107			0.165			0.198			0.249			0.289			0.323						2			0.1794			0.2708			0.3228			0.4032			0.4663			0.5199															pendiente						127777.777777778


						3			0.117			0.164			0.188			0.248			0.259			0.325						3			0.1951			0.2692			0.3071			0.4016			0.4190			0.5230															0.00227						116666.666666667


																																																															desvest


									0.107			0.171			0.207			0.258			0.280			0.331																																							0.0002						125925.925925926			Promedio


						desviacion			0.010			0.011			0.025			0.016			0.018			0.012																																													8486.2512869553			Desviación


									Stargem						37°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							161111.111111111


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721																					172222.222222222


						2			0.156			0.265			0.318			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.5120			0.5782			0.6822			0.7090															pendiente						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															0.00297


																																																															desvest						164814.814814815			Promedio


									0.162			0.262			0.329			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						6415.0029909955			Desviación						Temperatura			Actividad			Desviación


						desviacion			0.007			0.004			0.034			0.009			0.021			0.021																																																						30			125925.925925926			8486.2512869553


																																																																														37			164814.814814815			6415.0029909955


									Stargem						47°C																																																															47			194444.444444444			0.0027621359


																																																																														56			138888.888888889			38888.8888888889


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						194444.444444444


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00350						194444.444444444


						3			0.189			0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.3086			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest						194444.444444444


																																																															0.0000


									0.202			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													194444.444444444			Promedio


						desviacion			0.019			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008																																													0.0027621359			Desviación


									Stargem						56°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																					111111.111111111


						Replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.23			0.305			0.4			0.35			0.316			0.456						1			0.3733			0.4915			0.6412			0.5624			0.5088			0.7295															pendiente						122222.222222222


						2			0.202			0.358			0.403			0.421			0.452			0.52						2			0.3291			0.5750			0.6460			0.6743			0.7232			0.8304															0.00250


						3			0.228			0.287			0.391			0.374			0.496			0.552						3			0.3701			0.4631			0.6270			0.6003			0.7926			0.8808															desvest						138888.888888889			Promedio


																																																															0.0007						38888.8888888889			Desviación


									0.220			0.317			0.398			0.382			0.421			0.509									0.3733			0.4915						0.5624						0.7295


						desviacion			0.016			0.037			0.006			0.036			0.094			0.049


																																	0.3701134931			0.4631			0.6270491803						0.7925598991			0.8808322825


												CONCENTRACIÓN


									Stargem						10%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							111111.111111111


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						183333.333333333


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00337						122222.222222222


						3						0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.0107			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest


																																																															0.0002						138888.888888889			Promedio


									0.208			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													38888.8888888889			Desviación


						desviacion			0.023			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008


																																				0.4883354351			0.5198612863			0.6948297604			0.7405422446			0.8477301387


									Stargem						15%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.132			0.243			0.382			0.433			0.457			0.474						1			0.2188			0.3938			0.6129			0.6933			0.7311			0.7579															pendiente						88888.8888888889


						2			0.198			0.344			0.404			0.522			0.485			0.538						2			0.3228			0.5530			0.6475			0.8335			0.7752			0.8588															0.00177						66666.6666666667


						3			0.228			0.348			0.382			0.501			0.434			0.439						3			0.3701			0.5593			0.6129			0.8004			0.6948			0.7027															desvest						138888.888888889


																																																															0.0007


									0.186			0.312			0.389			0.485			0.459			0.484									0.3228247163			0.55296343			0.6475409836						0.775220681			0.8587641866																					98148.1481481481			Promedio


						desviacion			0.049			0.060			0.013			0.047			0.026			0.050									0.3701134931			0.5592686003			0.6128625473						0.6948297604			0.7027112232																					36990.7117693299			Desviación						Concentracion			actividad			Desviación


																																																																														10%			138888.888888889			38888.8888888889


									Stargem						20%			47°C																																																												15%			98148.1481481481			36990.7117693299


																																																																														20%			227777.777777778			86780.5519545184


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														25%			327777.777777778			64069.7921926154


						Replicas																								replicas																																							272222.222222222									30%			212962.962962963			25660.0119639833


						1			0.161			0.34			0.463			0.488			0.554			0.352						1			0.2645			0.5467			0.7405			0.7799			0.8840			0.5656															pendiente						127777.777777778


						2			0.125			0.41			0.47			0.579			0.547			0.262						2			0.2078			0.6570			0.7516			0.9234			0.8730			0.4237															0.00410						283333.333333333


						3			0.175			0.371			0.465			0.479			0.607			0.252						3			0.2866			0.5955			0.7437			0.7658			0.9675			0.4079															desvest


																																																															0.0016						227777.777777778			Promedio


									0.154			0.374			0.466			0.515			0.569			0.289																																													86780.5519545184			Desviación


						desviacion			0.026			0.035			0.004			0.055			0.033			0.055									0.2077553594			0.656998739			0.7515762926						0.8729508197


									Stargem						25%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							333333.333333333


						1			0.216			0.348			0.484			0.379			0.503			0.504						1			0.3512			0.5593			0.7736			0.6081			0.8036			0.8052															pendiente						388888.888888889


						2			0.189			0.303			0.42			0.536			0.565			0.639						2			0.3086			0.4883			0.6728			0.8556			0.9013			1.0180															0.00590						261111.111111111


						3			0.265			0.384			0.492			0.411			0.542			0.54						3			0.4284			0.6160			0.7863			0.6586			0.8651			0.8619															desvest


																																																															0.0012						327777.777777778			Promedio


									0.223			0.345			0.465			0.442			0.537			0.561									0.3511979823			0.5592686003			0.7736443884						0.803593947																								64069.7921926154			Desviación


						desviacion			0.039			0.041			0.039			0.083			0.031			0.070									0.3086380832			0.4883354351			0.6727616646			0.8556116015			0.9013240858			1.0179697352


																																	0.4284363178			0.6160151324			0.7862547289						0.8650693569			0.8619167718


									Stargem						30%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							227777.777777778


						1			0.128			0.222			0.406			0.335			0.348			0.476						1			0.2125			0.3607			0.6507			0.5388			0.5593			0.7610															pendiente						227777.777777778


						2			0.129			0.267			0.377			0.303			0.458			0.393						2			0.2141			0.4316			0.6050			0.4883			0.7327			0.6302															0.00383						183333.333333333


						3			0.177			0.287			0.358			0.37			0.521			0.437						3			0.2897			0.4631			0.5750			0.5939			0.8320			0.6996															desvest


																																																															0.0005						212962.962962963			Promedio


									0.145			0.259			0.380			0.336			0.442			0.435									0.2124842371			0.3606557377						0.538776797			0.5592686003			0.7610340479																					25660.0119639833			Desviación


						desviacion			0.028			0.033			0.024			0.034			0.088			0.042									0.2140605296			0.4315889029									0.7326607818


																																	0.2897225725			0.4631147541			0.5750315259			0.5939470366			0.8319672131
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0.979973736





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0.003x + 0.2154
R2 = 0.9586


y = 0.0029x + 0.2223
R2 = 0.9584


y = 0.0031x + 0.2295
R2 = 0.9407


0.277112232


0.2566204288


0.2660781841


0.4174022699


0.4284363178


0.4268600252


0.5907944515


0.499369483


0.4867591425


0.5955233291


0.578184111


0.606557377


0.6743379571


0.6822194199


0.6223203026


0.7720680958


0.7090163934


0.724779319





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0,0029x + 0,1849
R2 = 0,9685


y = 0,0032x + 0,1508
R2 = 0,9593


y = 0,0033x + 0,1507
R2 = 0,9614


0.2128703872


0.2401381567


0.2201417924


0.3782948555


0.3673877477


0.3364842756


0.4273768406


0.4637338666


0.4510089075


0.6000727141


0.5782584985


0.5891656063


0.6218869296


0.5982548628


0.6527904017


0.7164151972


0.6873295764


0.6764224686





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0,0023x + 0,1235
R2 = 0,9939


y = 0,0021x + 0,1342
R2 = 0,9773


y = 0,0024x + 0,1349
R2 = 0,9525


0.1651954603


0.1793820933


0.1951450189


0.3007566204


0.2708070618


0.2692307692


0.381147541


0.3228247163


0.3070617907


0.4457755359


0.4032156368


0.4016393443


0.4694199243


0.4662673392


0.4189785624


0.55296343


0.5198612863


0.5230138714





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0,0029x + 0,2188
R2 = 0,9543


y = 0,0029x + 0,2223
R2 = 0,9584


y = 0,0031x + 0,2295
R2 = 0,9407


0.277112232


0.2566204288


0.2660781841


0.4174022699


0.4284363178


0.4268600252


0.5907944515


0.5119798235


0.4867591425


0.5955233291


0.578184111


0.606557377


0.6743379571


0.6822194199


0.6223203026


0.7720680958


0.7090163934


0.724779319





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0,0035x + 0,2557
R2 = 0,9687


y = 0,0035x + 0,2373
R2 = 0,9692


y = 0,0035x + 0,2817
R2 = 0,9812


0.3638083228


0.3133669609


0.3086380832


0.513556116


0.5230138714


0.4883354351


0.5734552333


0.5687263556


0.5198612863


0.7184741488


0.6932534678


0.6948297604


0.8272383354


0.7972887768


0.7405422446


0.8729508197


0.8666456494


0.8477301387





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0,002x + 0,5134
R2 = 0,9546


y = 0,0033x + 0,2708
R2 = 0,9527


y = 0,0022x + 0,3246
R2 = 0,9657


0.3732660782


0.5750315259


0.3701134931


0.4914880202


0.645964691


0.4631147541


0.6743379571


0.6270491803


0.5624211854


0.7232030265


0.6002522068


0.8303909206


0.7925598991


0.7295081967


0.8808322825





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0





y = 0,0035x + 0,2557
R2 = 0,9687


y = 0,0031x + 0,3764
R2 = 0,959


y = 0,0035x + 0,2817
R2 = 0,9812


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0





y = 0,0025x + 0,4868
R2 = 0,9948


y = 0,0012x + 0,5318
R2 = 0,9602


y = 0,0016x + 0,5805
R2 = 0,9357


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0





y = 0,0023x + 0,5963
R2 = 0,986


y = 0,0051x + 0,2122
R2 = 0,9182


y = 0,0049x + 0,2015
R2 = 0,9074


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0,0041x + 0,1317
R2 = 0,965


y = 0,0041x + 0,1862
R2 = 0,9387


y = 0,0033x + 0,1316
R2 = 0,9587


0.2124842371


0.2140605296


0.2897225725


0.3606557377


0.4315889029


0.4631147541


0.5750315259


0.538776797


0.5939470366


0.5592686003


0.7326607818


0.8319672131


0.7610340479





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0





y = 0,0047x + 0,2106
R2 = 0,9682


y = 0,006x + 0,2524
R2 = 0,9992


y = 0,007x + 0,1389
R2 = 0,9999


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			


												Actividad de			Liquozyme			Sacarificación


						pH			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293


						4			4598148.14814815			234147.609171352


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884


						5			7896296.2962963			350499.349840584


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045


						6			7725925.92592593			933272.70526188


																		Temperatura			Actividad			Desviación


																		66			4246296.2962963			349175.984730843


																		70			2724074.07407407			141020.676766638


																		80			5890740.74074074			956400.358683816


						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583


						15%			4016666.66666667			0.0076


						20%			5890740.74074074			956400.358683816


						25%			3557407.40740741			209742.150144706


												Actividad de			Spirizyme			Sacarificación


						pH			Actividad			Desviación


						3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						4			2337037.03703704			206105.370789583


						4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						5			1038888.88888889			233002.410839009


						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


						Temperatura			Actividad			Desviación


						44			835185.185185185			64390.1431507892


						56			1614814.81481481			167988.584758174


						66			2337037.03703704			206105.370789583


						70			2957407.40740741			280670.126954418


						80			1851851.85185185			256660.253246791


												Actividad de			Stargem			Licuefacción- Sacarificación Simultaneas


						pH			Actividad			Desviacíon			% actividad


						3			350000			14698.6183948038			100			4.1996052557


						3.5			168518.518518519			8486.2512869548			48.1481481481			2.4246432248


						4			209259.259259259			27404.9047906459			59.7883597884			7.8299727973


						4.5			166666.666666667			5555.5555555566			47.619047619			1.5873015873


						5			174074.074074074			11564.8111081449			49.7354497354			3.3042317452


																					Temperatura			Actividad			Desviación


																					30			125925.925925926			8486.2512869553			64.7619047619			4.3643578047


																					37			164814.814814815			6415.0029909955			84.7619047619			3.2991443954


																					47			194444.444444444			0.0027621359			100			0.0000014205


																					56			138888.888888889			38888.8888888889			71.4285714286			20


						Concentracion			actividad			Desviación


						10%			138888.888888889			38888.8888888889			42.3728813559			11.8644067797


						15%			98148.1481481481			36990.7117693299			29.9435028249			11.2853018957


						20%			227777.777777778			86780.5519545184			69.4915254237			26.4754226302


						25%			327777.777777778			64069.7921926154			100			19.5467162622


						30%			212962.962962963			25660.0119639833			64.9717514124			7.8284782263


									Licuozyme									Spirizyme									Licuozyme									Spirizyme


						pH			Actividad			desviación						Actividad			Desviación						Actividad			desviación			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293						2424074.07407407			174123.318487652						6.5666041276			0.9046576699			30.6988742964			2.2051264536


						4			4598148.14814815			234147.609171352						2337037.03703704			206105.370789583						58.2317073171			2.9652839811			29.5966228893			2.6101524443


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884						3916666.66666667			840047.029841589						63.2739212008			8.9067885965			49.6013133208			10.6384942804


						5			7896296.2962963			350499.349840584						1038888.88888889			233002.410839009						100			4.4387816349			13.1566604128			2.9507810003


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045						1544444.44444444			25458.7538608811						97.021575985			4.4591797029			19.5590994371			0.3224138622


						6			7725925.92592593			933272.70526188															97.8424015009			11.8191196257


						Temperatura			Actividad			Desviación						Actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						44												835185.185185185			64390.1431507892									0			14.1779314681			1.0930737913


						56												1614814.81481481			167988.584758174												27.412763282			2.8517395715


						66			4246296.2962963			349175.984730843						2337037.03703704			206105.370789583						72.0842502358			5.9275395082			39.6730587865			3.4988022706


						70			2724074.07407407			141020.676766638						2957407.40740741			280670.126954418						46.2433197108			2.3939379269			50.2043382584			4.7645981941


						80			5890740.74074074			956400.358683816						1851851.85185185			256660.253246791						100			16.2356552559			31.4366551399			4.3570115295


						[Sustrato]			Actividad			Desviación						actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583						138888.888888889			38888.8888888889						39.6730587865			3.4988022706			2.3577491355			0.6601697579


						15%			4016666.66666667			0.0076						98148.1481481481			36990.7117693299						68.1861049984			0.000000129			1.6661427224			0.6279466946


						20%			5890740.74074074			956400.358683816						227777.777777778			86780.5519545184						100			16.2356552559			3.8667085822			1.4731687537


						25%			3557407.40740741			209742.150144706						327777.777777778			64069.7921926154						60.3898145237			3.5605394869			5.5642879598			1.0876355795


						30%												212962.962962963			25660.0119639833												3.6152153411			0.4355990714








			0			71434.4500814293			71434.4500814293


			0			234147.609171352			234147.609171352


			0			703306.418067884			703306.418067884


			0			350499.349840584			350499.349840584


			0			352110.041722045			352110.041722045


			0			933272.70526188			933272.70526188





pH


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0


0





			0			349175.984730843			349175.984730843


			0			141020.676766638			141020.676766638


			0			956400.358683816			956400.358683816





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0





			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			0.0076			0.0076


			0			956400.358683816			956400.358683816


			0			209742.150144706			209742.150144706





Licuozyme SC DS


Sustrato


Actividad  U/ml


0


0


0


0





			3.5			174123.318487652			174123.318487652


			4			206105.370789583			206105.370789583


			4.5			840047.029841589			840047.029841589


			5			233002.410839009			233002.410839009


			5.5			25458.7538608811			25458.7538608811





pH


Actividad  U/ml


2424074.07407407


2337037.03703704


3916666.66666667


1038888.88888889


1544444.44444444





			0			64390.1431507892			64390.1431507892


			0			167988.584758174			167988.584758174


			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			280670.126954418			280670.126954418


			0			256660.253246791			256660.253246791





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0





			0			4.1996052557			4.1996052557


			0			2.4246432248			2.4246432248


			0			7.8299727973			7.8299727973


			0			1.5873015873			1.5873015873


			0			3.3042317452			3.3042317452





Stargen 001


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			4.3643578047			4.3643578047


			0			3.2991443954			3.2991443954


			0			0.0000014205			0.0000014205


			0			20			20





Stargen 001


Temperatura


Actividad relativa (%)


0


0


0


0





			0			11.8644067797			11.8644067797


			0			11.2853018957			11.2853018957


			0			26.4754226302			26.4754226302


			0			19.5467162622			19.5467162622


			0			7.8284782263			7.8284782263





Stargen 001


Sustrato


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa


0


0


0


0


0





			0			0			0.9046576699			0.9046576699			2.2051264536			2.2051264536


			0			0			2.9652839811			2.9652839811			2.6101524443			2.6101524443


			0			0			8.9067885965			8.9067885965			10.6384942804			10.6384942804


			0			0			4.4387816349			4.4387816349			2.9507810003			2.9507810003


			0			0			4.4591797029			4.4591797029			0.3224138622			0.3224138622


			0			0			11.8191196257			11.8191196257			NaN			NaN





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0			0			1.0930737913			1.0930737913


			0			0			NaN			NaN			2.8517395715			2.8517395715


			0			0			5.9275395082			5.9275395082			3.4988022706			3.4988022706


			0			0			2.3939379269			2.3939379269			4.7645981941			4.7645981941


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			4.3570115295			4.3570115295





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0			3.4988022706			3.4988022706			0.6601697579			0.6601697579


			0			0			0.000000129			0.000000129			0.6279466946			0.6279466946


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			1.4731687537			1.4731687537


			0			0			3.5605394869			3.5605394869			1.0876355795			1.0876355795


			0			0			NaN			NaN			0.4355990714			0.4355990714





Novozymes


Genecor


[Sustrato] (%p/v)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			


												Diseño


						Niveles			-1			0			1


						Enz/Sus (ul/g)			2			4			6


						[S] % (p/v)			25			30			35


						T min			15			30			45						Montaje


						Experimento						[Glucosa] g/L						Experimento						patron			Replica 1			Replica 2			Promedio			[Glucosa] g/L						Dilución																								Bloque 1						Bloque 2


						1						156.7771084337						19			1			0.332			0.248			0.271			0.2595			117.2439759036						150																								117.9545454545						88.1012658228


						2						225.5192878338						1						0.332			0.329			0.365			0.347			156.7771084337						150						600			150.008g			15 min												157.7272727273						135.7594936709


						3						404.9275362319						7						0.332			0.5			0.361			0.4305			194.5030120482						150									187ul =1															195.6818181818						173.7341772152


						4						126.1016949153						12			2			0.332			0.179			0.16			0.1695			76.5813253012						150																								86.186440678						75


						5						348.9855072464						4						0.332			0.258			0.238			0.248			112.0481927711						150						300			150.002g			30 min												126.1016949153						107.1100917431


						6						149.7457627119						6						0.332			0.307			0.282			0.2945			133.0572289157						150																								149.7457627119						130.7339449541


						7						195.6818181818						25			3			0.344			0.314			0.291			0.291			126.8895348837						150																								126.8895348837						155.0675675676


						8						181.9935691318						13						0.344			0.438			0.415			0.415			180.9593023256						150						900			150.008g			45 min												180.9593023256						154.0540540541


						9						205.2173913043						26						0.344			0.424			0.437			0.437			190.5523255814						150																								190.5523255814						241.2162162162


						10						220.8695652174						8			4			0.311			0.307			0.259			0.283			181.9935691318						200																								181.9935691318						67.5213675214


						11						153.8904899135						17						0.311			0.344			0.379			0.3615			232.4758842444						200						1080			180.001g			15 min												232.4758842444						91.6666666667


						12						86.186440678						21						0.311			0.356			0.389			0.3725			239.5498392283						200									210u/l=1																					118.1623931624


						13						180.9593023256						20			5			0.328			0.346			0.281			0.3135			191.1585365854						200																								191.1585365854						202.1341463415


						14						177.743902439						14						0.328			0.264			0.319			0.2915			177.743902439						200						720			180.005g			30 min												177.743902439						198.7804878049


						15						204.1543026706						23						0.328			0.327			0.373			0.35			213.4146341463						200																								213.4146341463						241.4634146341


						16						142.939481268						11			6			0.347			0.311			0.223			0.267			153.8904899135						200																								153.8904899135


						17						232.4758842444						16						0.347			0.235			0.261			0.248			142.939481268						200						360			180.003g			45 min												142.939481268


						18						165.4178674352						18						0.347			0.264			0.31			0.287			165.4178674352						200																								165.4178674352


						19						117.9545454545						27			7			0.345			0.24			0.21			0.225			130.4347826087						200																								130.4347826087						110.6628242075


						20						191.1585365854						10						0.345			0.464			0.298			0.381			220.8695652174						200						420			210.000G			15 min												220.8695652174						170.8933717579


						21						239.5498392283						24						0.345			0.331			0.321			0.326			188.9855072464						200									262ul=1															188.9855072464						162.8242074928


						22						250.1483679525						2			8			0.337			0.462			0.298			0.38			225.5192878338						200																								225.5192878338						185.9598853868


						23						213.4146341463						22						0.337			0.483			0.36			0.4215			250.1483679525						200						840			210.003			30 min												250.1483679525						171.6332378223


						24						188.9855072464						15						0.337			0.38			0.308			0.344			204.1543026706						200																								204.1543026706						210.0286532951


						25						126.8895348837						9			9			0.345			0.336			0.372			0.354			205.2173913043						200																								205.2173913043						203.6363636364


						26						190.5523255814						5						0.345			0.67			0.534			0.602			348.9855072464						200						1260			210.006			45 min												348.9855072464						265.4545454545


						27						130.4347826087						3						0.345			0.867			0.53			0.6985			404.9275362319						200																								404.9275362319						300.6060606061


						28						185.9598853868						43			10			0.371			0.206			0.258			0.232			93.8005390836						150


						29						93.215339233						48						0.371			0.378			0.337			0.3575			144.5417789757						150						600			150.007g			15 min


						30						163.1268436578						53						0.371			0.484			0.431			0.4575			184.9730458221						150									187ul


						31						300.6060606061						41			11			0.327			0.158			0.169			0.1635			75						150


						32						202.1341463415						44						0.327			0.247			0.22			0.2335			107.1100917431						150						300			150.005g			30 min


						33						110.6628242075						45						0.327			0.3			0.27			0.285			130.7339449541						150


						34						210.0286532951						50			12			0.333			0.3			0.306			0.306			137.8378378378						150


						35						162.8242074928						40						0.333			0.291			0.304			0.304			136.9369369369						150						900			150.000g			45 min


						36						183.8709677419						38						0.333			0.4			0.476			0.476			214.4144144144						150


						37						241.4634146341						29			13			0.339			0.169			0.147			0.158			93.215339233						200


						38						214.4144144144						51						0.339			0.236			0.193			0.2145			126.5486725664						200						360			180.000g			15 min


						39						265.4545454545						30						0.339			0.306			0.247			0.2765			163.1268436578						200									220ul


						40						136.9369369369						32			14			0.328			0.433			0.23			0.3315			202.1341463415						200


						41						75						54						0.328			0.351			0.301			0.326			198.7804878049						200						720			180.008g			30 min


						42						170.8933717579						37						0.328			0.401			0.391			0.396			241.4634146341						200


						43						93.8005390836						36			15			0.31			0.317			0.253			0.285			183.8709677419						200


						44						107.1100917431						47						0.31			0.435			0.378			0.4065			262.2580645161						200						1080						45 min


						45						130.7339449541						49						0.31			0.436			0.364			0.4			258.064516129						200


						46						171.6332378223						33			16			0.347			0.212			0.172			0.192			110.6628242075						200


						47						262.2580645161						42						0.347			0.352			0.241			0.2965			170.8933717579						200						420			210.005g


						48						144.5417789757						35						0.347			0.311			0.254			0.2825			162.8242074928						200									262ul


						49						258.064516129						28			17			0.349			0.357			0.292			0.3245			185.9598853868						200


						50						137.8378378378						46						0.349			0.288			0.311			0.2995			171.6332378223						200						840			210.002g


						51						126.5486725664						34						0.349			0.353			0.38			0.3665			210.0286532951						200


						52						203.6363636364						52			18			0.33			0.326			0.346			0.336			203.6363636364						200


						53						184.9730458221						39						0.33			0.416			0.46			0.438			265.4545454545						200						1262			210.005g


						54						198.7804878049						31						0.33			0.515			0.477			0.496			300.6060606061						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200						480			240.003g


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200									300ul


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200


																								0.364			0.296			0.249			0.2725			149.7252747253						200


																								0.364			0.418			0.429			0.4235			232.6923076923						200						960			240.000g


																								0.364			0.467			0.448			0.4575			251.3736263736						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200						1440


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200
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Licuozyme


			


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 3,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																				pemdiente						600000


						1			-0.014			0.012			0.042			0.075			0.065			0.072						1			0.0104			0.0687			0.1359			0.2098			0.1874			0.2031																		0.0093						488888.888888889


						2			-0.008			0.017			0.036			0.06			0.063			0.076						2			0.0239			0.0799			0.1225			0.1762			0.1830			0.2121																		desvest						466666.666666667


						3			-0.01			0.015			0.032			0.036			0.067			0.069						3			0.0194			0.0754			0.1135			0.1225			0.1919			0.1964																		0.0013


									-0.011			0.015			0.037			0.057			0.065			0.072																																																518518.518518518			Promedio


						Desviacion estandar			0.003			0.003			0.005			0.020			0.002			0.004																																																71434.4500814293			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.077			0.154			0.272			0.463			0.564			0.839						1			0.4587			0.6947			1.0565			1.6420			1.9516			2.7947																		pendiente


						2			0.071			0.125			0.24			0.472			0.533			0.842						2			0.4403			0.6058			0.9584			1.6696			1.8566			2.8039																		0.08276						4683333.33333333


						3			0.055			0.154			0.33			0.484			0.678			0.723						3			0.3913			0.6947			1.2343			1.7064			2.3011			2.4391																		desvest						4777777.77777778


																																																																		0.00421						4333333.33333333


									0.068			0.144			0.281			0.473			0.592			0.801


						Desviacion estandar			0.011			0.021			0.064			0.008			0.103			0.084																																																4598148.14814815			Promedio			pH			Actividad			desviación


																																																																								234147.609171352			Desviación			3.5			518518.518518518			71434.4500814293


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,5																																																												4			4598148.14814815			234147.609171352


																																																																														4.5			4996296.2962963			703306.418067884


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																														5			7896296.2962963			350499.349840584


						replicas																								replicas																																										4277777.77777778						5.5			7661111.11111111			352110.041722045


						1			0.099			0.153			0.331			0.277			0.372			0.556						1			0.2490			0.3571			0.7134			1.2106			1.5909			2.3275																		pendiente						5027777.77777778						6			7725925.92592593			933272.70526188


						2			0.08			0.143			0.291			0.248			0.349			0.663						2			0.2110			0.3371			0.6333			1.0945			1.4988			2.7558																		0.08993						5683333.33333333


						3			0.086			0.172			0.263			0.219			0.348			0.769						3			0.2230			0.3951			0.5773			0.9784			1.4948			3.1801																		desvest


									0.088			0.156			0.295			0.248			0.356			0.663																																										0.01266						4996296.2962963			Promedio


						Desviacion estandar			0.010			0.015			0.034			0.029			0.014			0.107																																																703306.418067884			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																				pendiente						7494444.44444444


						1			0.089			0.23			0.268			0.596			0.538			0.745						1			0.1938			0.4402			1.0131			2.1594			2.9350			4.0201																		0.14213						8055555.55555556


						2			0.098			0.338			0.323			0.58			0.479			0.735						2			0.2095			0.6289			1.2053			2.1034			2.6257			3.9677																		desvest						8138888.88888889


						3			0.094			0.358			0.343			0.579			0.516			0.799						3			0.2025			0.6638			1.2752			2.0999			2.8197			4.3032																		0.00631


									0.094			0.309			0.311			0.585			0.511			0.760																																																7896296.2962963			Promedio


						Desviacion estandar			0.005			0.069			0.039			0.010			0.030			0.034																																																350499.349840584			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.182			0.31			0.294			0.329			0.408			0.587						1			0.3862			0.6212			1.1836			1.9682			2.4034			4.5193																								8066666.66666667


						2			0.195			0.371			0.351			0.376			0.478			0.534						2			0.4100			0.7332			1.3929			2.2271			2.7890			4.1300																		pendiente						7483333.33333333


						3			0.179			0.438			0.371			0.357			0.473			0.541						3			0.3806			0.8562			1.4664			2.1225			2.7615			4.1814																		0.13796						7433333.33333333


									0.185			0.373			0.339			0.354			0.453			0.554																																										desvest


						Desviacion estandar			0.009			0.064			0.040			0.024			0.039			0.029																																										0.0063						7661111.11111111			Promedio


																																																																								352110.041722045			Desviación


									Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 6,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas


						1			0.178			0.414			0.432			0.393			0.524			0.401						1			0.3380			0.7486			1.5598			2.1362			2.8199			3.6300


						2			0.199			0.443			0.412			0.387			0.537			0.508						2			0.3746			0.7991			1.4903			2.1049			2.8878			4.5607																		pendiente						6650000


						3			0.213			0.45			0.438			0.445			0.543			0.516						3			0.3989			0.8112			1.5807			2.4076			2.9191			4.6303																		0.13900						8316666.66666667


									0.197			0.436			0.427			0.408			0.535			0.475																																										desvest						8211111.11111111


						Desviacion estandar			0.018			0.019			0.014			0.032			0.010			0.064																																										0.0168


																																																																								7725925.92592593			Promedio


																																																																								933272.70526188			Desviación


												LICUOZYME			1/100=20			pH: 4.0


						Almidon 20%									66°C


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								3877777.77777778


						Replicas																								replicas																																										4288888.88888889


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						1			0.6831			1.1515			1.4581			1.9823			2.6608			2.7527																		pendiente						4572222.22222222


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						2			0.6386			1.0504			1.3263			1.9946			2.4124			2.8999																		0.07643


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						3			0.7367			0.9952			1.5439			1.8995			2.7435			2.7067																		desvest						4246296.2962963			Promedio


									0.375			0.275			0.398			0.5663333333			0.494			0.5333333333																																										0.0063						349175.984730843			Desviación


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022


															70°C


																																																																														Temperatura			Actividad			Desviación


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																														66			4246296.2962963			349175.984730843


						Replicas																								replicas																																										2566666.66666667						70			2724074.07407407			141020.676766638


						1			0.142			0.276			0.16			0.27			0.39			0.265						1			0.3290			0.5344			0.7131			1.0504			1.4182			1.5525																		pendiente						2766666.66666667						80			5890740.74074074			956400.358683816


						2			0.138			0.255			0.133			0.221			0.4			0.291						2			0.3228			0.5022			0.6304			0.9001			1.4489			1.6721																		0.04903						2838888.88888889


						3			0.113			0.272			0.13			0.235			0.394			0.279						3			0.2845			0.5282			0.6212			0.9431			1.4305			1.6169																		desvest


									0.131			0.268			0.141			0.242			0.395			0.278																																										0.0025						2724074.07407407			Promedio


						desviación estandar			0.016			0.011			0.017			0.025			0.005			0.013																																																141020.676766638			Desviación


															80°C


						Tiempos			2			7			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										6183333.33333333


						1			0.379			0.068			0.293			0.598			0.366			0.405						1			0.6923			0.4311			1.1209			2.0559			2.0170			3.6605																		pendiente						6666666.66666667


						2			0.356			0.058			0.301			0.517			0.399			0.432						2			0.6570			0.4004			1.1454			1.8076			2.1687			3.8675																		0.10603						4822222.22222222


						3			0.322			0.06			0.28			0.541			0.299			0.307						3			0.6049			0.4066			1.0810			1.8811			1.7089			2.9095																		desvest


									0.352			0.062			0.291			0.552			0.355			0.381																																										0.0172						5890740.74074074			Promedio


						desviación estandar			0.029			0.005			0.011			0.042			0.051			0.066																																																956400.358683816			Desviación


																																	0.2901			0.6457			0.8143						1.2619			1.4336


												Sustrato pH 4																					0.2778			0.5936			0.7346						1.2435			1.4703


						Almidon 10%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas																																										2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		pendiente						2155555.55555556


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.04206						2561111.11111111


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																		desvest


									0.018			0.139			0.157			0.318			0.344			0.422																																										0.0037						2337037.03703704			Promedio


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036																																																206105.370789583			Desviación


						Almidon 15%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.045			0.38			0.224			0.317			0.34			0.44						1			0.1803			0.6938			0.9093			1.1944			1.8974			2.3573																								4288888.88888889


						2			0.075			0.376			0.207			0.352			0.27			0.379						2			0.2263			0.6877			0.8572			1.3017			1.5755			2.0768																		pendiente						4233333.33333333						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						3			0.081			0.368			0.267			0.362			0.32			0.465						3			0.2355			0.6754			1.0412			1.3324			1.8055			2.4722																		0.07230						3527777.77777778						10%			2337037.03703704			206105.370789583


									0.067			0.375			0.233			0.344			0.31			0.428																																										desvest												15%			4016666.66666667			0.0076


						desviación estandar			0.019			0.006			0.031			0.024			0.036			0.044																																										0.0076						4016666.66666667			Promedio			20%			5890740.74074074			956400.358683816


																																																																								424300.440958441			Desviación			25%			3557407.40740741			209742.150144706


						Almidon 20%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						1			0.6831			1.1515			1.4581			1.9823			2.6608			2.7527																								6183333.33333333


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						2			0.6386			1.0504			1.3263			1.9946			2.4124			2.8999																								6666666.66666667


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						3			0.7367			0.9952			1.5439			1.8995			2.7435			2.7067																		pendiente						4822222.22222222


									0.375			0.275			0.398			0.566			0.494			0.533																																										0.07643


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022									0.6831			1.1515			1.4581			1.9823						2.7527																		desvest						5890740.74074074			Promedio


																																	0.7367			0.9952			1.5439			1.8995						2.7067																		0.0063						956400.358683816			Desviación


						Almidon 25%


						Tiempos			5			10			15			20			30									tiempo (min)			5			10			15			20			30


						Replicas																								replicas


						1			0.139			0.27			0.357			0.463			0.323									1			0.3244			0.5252			1.3171			1.6420			1.8192


						2			0.145			0.256			0.308			0.429			0.298									2			0.3336			0.5037			1.1668			1.5378			1.7043																											3605555.55555556


						3			0.144			0.268			0.292			0.394			0.348									3			0.3320			0.5221			1.1178			1.4305			1.9342																											3738888.88888889


									0.143			0.265			0.319			0.429			0.323																																													pendiente						3327777.77777778


						desviación estandar			0.003			0.008			0.034			0.035			0.025			0.000																																										0.06403


																																																																		desvest						3557407.40740741			Promedio


																																																																		0.0038						209742.150144706			Desviación
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									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 3,5																																																						2616666.66666667


																																																																		pendiente						2377777.77777778


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		0.04363						2277777.77777778


						replicas																								replicas																																				desvest


						1			0.134			0.16			0.19			0.423			0.6			0.643						1			0.3988			0.4571			0.5243			1.0464			1.4430			1.5393																		0.0031						2424074.07407407			Promedio


						2			0.098			0.144			0.17			0.401			0.536			0.568						2			0.3182			0.4212			0.4795			0.9971			1.2996			1.3713																								174123.318487652			Desviación


						3			0.075			0.099			0.157			0.31			0.505			0.517						3			0.2666			0.3204			0.4504			0.7932			1.2301			1.2570


									0.102			0.134			0.172			0.378			0.547			0.576


									0.030			0.032			0.017			0.060			0.048			0.063


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,0


																																																																								2155555.55555556


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2294444.44444444


						replicas																								replicas																																				0.04206						2561111.11111111


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.1809			0.5365			0.7051			1.1956			1.1527			1.3243																		desvest


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.1686			0.4844			0.6254			1.1833			1.1343			1.3611																		0.0037						2337037.03703704			Promedio


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.1594			0.6009			0.6223			0.8890			1.2170			1.5328																								206105.370789583			Desviación


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422


									0.002			0.019			0.005			0.049			0.014			0.029									0.1809			0.5365			0.7051						1.1527			1.3243


																																	0.1686			0.4844			0.6254						1.1343			1.3611


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,5


																																																																								4872222.22222222									pH			Actividad			Desviación


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						3294444.44444444									3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						replicas																								replicas																																				0.70500						3583333.33333333									4			2337037.03703704			206105.370789583


						1			0.387			0.439			0.037			0.188			0.255			0.351						1			0.8255			0.9295			0.2498			0.8543			1.1225			1.5068																		desvest															4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						2			0.429			0.409			0.023			0.07			0.121			0.341						2			0.9095			0.8695			0.1938			0.3819			0.5861			1.4668																		0.0152						3916666.66666667			Promedio						5			1038888.88888889			233002.410839009


						3			0.4			0.421			0.045			0.126			0.122			0.475						3			0.8515			0.8935			0.2818			0.6061			0.5901			2.0032																								840047.029841589			Desviación						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


									0.405			0.423			0.035			0.128			0.166			0.389


									0.022			0.015			0.011			0.059			0.077			0.075															0.2818			0.6061						2.0032


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,0


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								827777.777777778


						replicas																								replicas																																										1000000


						1			0.041			0.273			0.299			0.395			0.462			0						1			0.1099			0.5153			0.5607			0.7285			0.8455																					pendiente						1288888.88888889


						2			0.057			0.305			0.328			0.408			0			0						2			0.1379			0.5712			0.6114			0.7512																								0.01870


						3			0.06			0.328			0.362			0.413			0			0						3			0.1431			0.6114			0.6708			0.7599																								desvest						1038888.88888889			Promedio


									0.053			0.302			0.330			0.405			0.154			0.000																																										0.0042						233002.410839009			Desviación


									0.010			0.028			0.032			0.009			0.267			0.000


									Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,5


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1538888.88888889


						replicas																								replicas																																				pendiente						1572222.22222222


						1			0.017			0.124			0.166			0.306			0.321			0.453						1			0.0832			0.2797			0.3568			0.6138			0.6414			0.8838																		0.02780						1522222.22222222


						2			0.035			0.126			0.18			0.323			0.352			0.473						2			0.1162			0.2833			0.3825			0.6451			0.6983			0.9205																		desvest


						3			0.024			0.169			0.179			0.371			0.329			0.491						3			0.0960			0.3623			0.3806			0.7332			0.6561			0.9535																		0.0005						1544444.44444444			Promedio


									0.025			0.140			0.175			0.333			0.334			0.472																																																25458.7538608811			Desviación


									0.009			0.025			0.008			0.034			0.016			0.019									0.0960			0.3623			0.3806						0.6561			0.9535


												Temperatura			pH 4


												SPERIZYME			1/50=20			Almidón 10%


															T= 44°C


						tiempo (min)			3			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								866666.666666667


						replicas																								replicas																																				pendiente						877777.777777778


						1			0.058			0.157			0.184			0.205			0.257			0.387						1			0.1456			0.2974			0.3387			0.3709			0.4506			0.6499																		0.01503						761111.111111111


						2			0.076			0.179			0.164			0.253			0.24			0.369						2			0.1732			0.3311			0.3081			0.4445			0.4246			0.6223																		desvest


						3			0.104			0.137			0.247			0.299			0.304			0.357						3			0.2161			0.2667			0.4353			0.5150			0.5227			0.6039																		0.0012						835185.185185185			Promedio


									0.079			0.158			0.198			0.252			0.267			0.371																																																64390.1431507892			Desviación


						desviación estandar			0.023			0.021			0.043			0.047			0.033			0.015


																																	0.2278142244						0.3627007971						0.4791937462			0.6769251993


															T= 56°C																		0.2707326793			0.3213151441			0.4899233599						0.5772930717			0.6585315757


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																								1550000


						replicas																								replicas																																				pendiente						1805555.55555556


						1			0.041			0.101			0.13			0.295			0.3			0.565						1			0.1742			0.2661			0.3106			0.5635			0.5712			0.9774																		0.02907						1488888.88888889


						2			0.045			0.112			0.234			0.31			0.355			0.551						2			0.1803			0.2830			0.4700			0.5865			0.6555			0.9559																		desvest


						3			0.073			0.121			0.22			0.328			0.459			0.653						3			0.2232			0.2968			0.4485			0.6141			0.8149			1.1122																		0.0030						1614814.81481481			Promedio


									0.053			0.111			0.195			0.311			0.371			0.590																																																167988.584758174			Desviación			Temperatura			Actividad			Desviación


						desviación estandar			0.017			0.010			0.056			0.017			0.081			0.055																																																						44			835185.185185185			64390.1431507892


																																																																														56			1614814.81481481			167988.584758174


															T= 66 °C																																																															66			2337037.03703704			206105.370789583


																																																																														70			2957407.40740741			280670.126954418


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30																		pendiente						2155555.55555556						80			1851851.85185185			256660.253246791


						replicas																								replicas																																				0.04207						2294444.44444444


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						1			0.2901			0.6457			0.8143			1.3048			1.2619			1.4336																		desvest						2561111.11111111


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						2			0.2778			0.5936			0.7346			1.2925			1.2435			1.4703																		0.0046


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						3			0.2686			0.7101			0.7315			0.9982			1.3263			1.6420																								2337037.03703704			Promedio


									0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422																																																206105.370789583			Desviación


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036									0.2900858369			0.6456958921			0.8143041079						1.2618822808			1.4335561006


																																	0.2778234212			0.5935806254			0.7345984059						1.2434886573			1.4703433476


															T= 70 °C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										3200000


						1			0.112			0.269			0.431			0.585			0.039			0.137						1			0.2830			0.5236			0.7720			1.0080			0.3422			0.6426																		pendiente						2650000


						2			0.105			0.215			0.294			0.534			0.042			0.107						2			0.2723			0.4409			0.5620			0.9298			0.3514			0.5507																		0.05323						3022222.22222222


						3			0.089			0.121			0.174			0.553			0.033			0.121						3			0.2477			0.2968			0.3780			0.9590			0.3238			0.5936																		desvest


									0.102			0.202			0.300			0.557			0.038			0.122																																										0.0051						2957407.40740741			Promedio


						desviación estandar			0.012			0.075			0.129			0.026			0.005			0.015									0.2477406499			0.2967903127						0.9589607603																														280670.126954418			Desviación


															T=80°C


						tiempo (min)			2			5			10			15			20									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30


						replicas																								replicas																																										1555555.55555556


						1			0.034			0.137			0.212			0.379			0.457									1			0.1634			0.3213			0.4363			0.6923			0.8118																					pendiente						2005555.55555556


						2			0.083			0.185			0.287			0.333			0.549									2			0.2385			0.3949			0.5512			0.6217			0.9528																					0.03330						1994444.44444444


						3			0.157			0.111			0.265			0.36			0.444									3			0.3520			0.2815			0.5175			0.6631			0.7919																					desvest


									0.091			0.144			0.255			0.357			0.483																																													0.0046						1851851.85185185			Promedio


																																																																								256660.253246791			Desviación
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									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						333333.333333333


						1			0.122			0.248			0.268			0.344			0.153			0.202						1			0.3752			0.7056			0.7580			0.9573			0.9130			1.1699															0.00630						361111.111111111


						2			0.121			0.24			0.279			0.352			0.106			0.175						2			0.3726			0.6846			0.7868			0.9782			0.6665			1.0283															desvest						355555.555555556


						3			0.108			0.243			0.285			0.343			0.134			0.187						3			0.3385			0.6924			0.8026			0.9546			0.8133			1.0912															0.0003


									0.117			0.244			0.277			0.346			0.131			0.188																																													350000			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.004			0.009			0.005			0.024			0.014									0.3751966439			0.7055584688			0.7579968537			0.9572627163						1.1699003671																					14698.6183948038			Desviación


																																	0.3725747247			0.6845831148			0.7868379654			0.9782380703						1.0283167278


									Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,5																								0.3384897745			0.6924488726			0.8025694809			0.9546407971						1.0912427897


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																	pendiente						161111.111111111


						1			0.245			0.351			0.348			0.483			0.523			0.27						1			0.3974			0.5534			0.5490			0.7476			0.8065			0.8685															0.00303						166666.666666667


						2			0.251			0.317			0.404			0.457			0.522			0.257						2			0.4063			0.5034			0.6314			0.7094			0.8050			0.8302															desvest						177777.777777778


						3			0.219			0.301			0.366			0.431			0.508			0.237						3			0.3592			0.4798			0.5755			0.6711			0.7844			0.7713															0.0002


									0.238			0.323			0.373			0.457			0.518			0.255																																													168518.518518519			Promedio						pH						Actividad			Desviacíon


						Desviacion estandar			0.017			0.026			0.029			0.026			0.008			0.017																																													8486.2512869548			Desviación						3						350000			14698.6183948038


																																																																														3.5						168518.518518519			8486.2512869548


															pH=4,0																																																															4						209259.259259259			27404.9047906459


																																																																														4.5						166666.666666667			5555.5555555566


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														5						174074.074074074			11564.8111081449


						replicas																								replicas


						1			0.146			0.269			0.369			0.397			0.329			0.262						1			0.2438			0.4457			0.6098			0.6558			0.5442			0.8684															pendiente						227777.777777778


						2			0.207			0.321			0.425			0.364			0.466			0.224						2			0.3439			0.5310			0.7017			0.6016			0.7690			0.7436															0.00387						222222.222222222


						3			0.194			0.285			0.393			0.366			0.469			0.296						3			0.3226			0.4719			0.6492			0.6049			0.7740			0.9800															desvest						177777.777777778


									0.182			0.292			0.396			0.376			0.421			0.261																																							0.0003


						Desviacion estandar			0.032			0.027			0.028			0.019			0.080			0.036									0.2437623112			0.4456664478			0.6098161523			0.6557780696						0.868351937																					209259.259259259			Promedio


																																	0.343893631			0.5310242942			0.7017399869						0.7690413657																								27404.9047906459			Desviación


															pH=4,5																		0.3225541694			0.4719304005			0.6492120814						0.7739658569			0.979973736


						tiempo (min)			30			60			90			120			140			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							172222.222222222


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721															pendiente						166666.666666667


						2			0.156			0.265			0.31			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.4994			0.5782			0.6822			0.7090															0.00300						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															desvest


									0.162			0.262			0.327			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						166666.666666667			Promedio


						Desviacion estandar			0.007			0.004			0.036			0.009			0.021			0.021																																													5555.5555555566			Desviación


															pH = 5.0


						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.1			0.191			0.218			0.313			0.325			0.377						1			0.2129			0.3783			0.4274			0.6001			0.6219			0.7164																					177777.777777778


						2			0.115			0.185			0.238			0.301			0.312			0.361						2			0.2401			0.3674			0.4637			0.5783			0.5983			0.6873															pendiente						161111.111111111


						3			0.104			0.168			0.231			0.307			0.342			0.355						3			0.2201			0.3365			0.4510			0.5892			0.6528			0.6764															0.00313


									0.106			0.181			0.229			0.307			0.326			0.364																																							desvest						174074.074074074			Promedio


						Desviacion estandar			0.008			0.012			0.010			0.006			0.015			0.011																																							0.0002						11564.8111081449			Desviación


												TEMPERATURA


									Stargem						30°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.098			0.184			0.235			0.276			0.291			0.344						1			0.1652			0.3008			0.3811			0.4458			0.4694			0.5530																					133333.333333333


						2			0.107			0.165			0.198			0.249			0.289			0.323						2			0.1794			0.2708			0.3228			0.4032			0.4663			0.5199															pendiente						127777.777777778


						3			0.117			0.164			0.188			0.248			0.259			0.325						3			0.1951			0.2692			0.3071			0.4016			0.4190			0.5230															0.00227						116666.666666667


																																																															desvest


									0.107			0.171			0.207			0.258			0.280			0.331																																							0.0002						125925.925925926			Promedio


						desviacion			0.010			0.011			0.025			0.016			0.018			0.012																																													8486.2512869553			Desviación


									Stargem						37°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							161111.111111111


						1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483						1			0.2771			0.4174			0.5908			0.5955			0.6743			0.7721																					172222.222222222


						2			0.156			0.265			0.318			0.36			0.426			0.443						2			0.2566			0.4284			0.5120			0.5782			0.6822			0.7090															pendiente						161111.111111111


						3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453						3			0.2661			0.4269			0.4868			0.6066			0.6223			0.7248															0.00297


																																																															desvest						164814.814814815			Promedio


									0.162			0.262			0.329			0.370			0.412			0.460																																							0.0001						6415.0029909955			Desviación						Temperatura			Actividad			Desviación


						desviacion			0.007			0.004			0.034			0.009			0.021			0.021																																																						30			125925.925925926			8486.2512869553


																																																																														37			164814.814814815			6415.0029909955


									Stargem						47°C																																																															47			194444.444444444			0.0027621359


																																																																														56			138888.888888889			38888.8888888889


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						194444.444444444


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00350						194444.444444444


						3			0.189			0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.3086			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest						194444.444444444


																																																															0.0000


									0.202			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													194444.444444444			Promedio


						desviacion			0.019			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008																																													0.0027621359			Desviación


									Stargem						56°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																					111111.111111111


						Replicas																								replicas																																							183333.333333333


						1			0.23			0.305			0.4			0.35			0.316			0.456						1			0.3733			0.4915			0.6412			0.5624			0.5088			0.7295															pendiente						122222.222222222


						2			0.202			0.358			0.403			0.421			0.452			0.52						2			0.3291			0.5750			0.6460			0.6743			0.7232			0.8304															0.00250


						3			0.228			0.287			0.391			0.374			0.496			0.552						3			0.3701			0.4631			0.6270			0.6003			0.7926			0.8808															desvest						138888.888888889			Promedio


																																																															0.0007						38888.8888888889			Desviación


									0.220			0.317			0.398			0.382			0.421			0.509									0.3733			0.4915						0.5624						0.7295


						desviacion			0.016			0.037			0.006			0.036			0.094			0.049


																																	0.3701134931			0.4631			0.6270491803						0.7925598991			0.8808322825


												CONCENTRACIÓN


									Stargem						10%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							111111.111111111


						1			0.224			0.319			0.357			0.449			0.518			0.547						1			0.3638			0.5136			0.5735			0.7185			0.8272			0.8730															pendiente						183333.333333333


						2			0.192			0.325			0.354			0.433			0.499			0.543						2			0.3134			0.5230			0.5687			0.6933			0.7973			0.8666															0.00337						122222.222222222


						3						0.303			0.323			0.434			0.463			0.531						3			0.0107			0.4883			0.5199			0.6948			0.7405			0.8477															desvest


																																																															0.0002						138888.888888889			Promedio


									0.208			0.316			0.345			0.439			0.493			0.540																																													38888.8888888889			Desviación


						desviacion			0.023			0.011			0.019			0.009			0.028			0.008


																																				0.4883354351			0.5198612863			0.6948297604			0.7405422446			0.8477301387


									Stargem						15%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas


						1			0.132			0.243			0.382			0.433			0.457			0.474						1			0.2188			0.3938			0.6129			0.6933			0.7311			0.7579															pendiente						88888.8888888889


						2			0.198			0.344			0.404			0.522			0.485			0.538						2			0.3228			0.5530			0.6475			0.8335			0.7752			0.8588															0.00177						66666.6666666667


						3			0.228			0.348			0.382			0.501			0.434			0.439						3			0.3701			0.5593			0.6129			0.8004			0.6948			0.7027															desvest						138888.888888889


																																																															0.0007


									0.186			0.312			0.389			0.485			0.459			0.484									0.3228247163			0.55296343			0.6475409836						0.775220681			0.8587641866																					98148.1481481481			Promedio


						desviacion			0.049			0.060			0.013			0.047			0.026			0.050									0.3701134931			0.5592686003			0.6128625473						0.6948297604			0.7027112232																					36990.7117693299			Desviación						Concentracion			actividad			Desviación


																																																																														10%			138888.888888889			38888.8888888889


									Stargem						20%			47°C																																																												15%			98148.1481481481			36990.7117693299


																																																																														20%			227777.777777778			86780.5519545184


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180																														25%			327777.777777778			64069.7921926154


						Replicas																								replicas																																							272222.222222222									30%			212962.962962963			25660.0119639833


						1			0.161			0.34			0.463			0.488			0.554			0.352						1			0.2645			0.5467			0.7405			0.7799			0.8840			0.5656															pendiente						127777.777777778


						2			0.125			0.41			0.47			0.579			0.547			0.262						2			0.2078			0.6570			0.7516			0.9234			0.8730			0.4237															0.00410						283333.333333333


						3			0.175			0.371			0.465			0.479			0.607			0.252						3			0.2866			0.5955			0.7437			0.7658			0.9675			0.4079															desvest


																																																															0.0016						227777.777777778			Promedio


									0.154			0.374			0.466			0.515			0.569			0.289																																													86780.5519545184			Desviación


						desviacion			0.026			0.035			0.004			0.055			0.033			0.055									0.2077553594			0.656998739			0.7515762926						0.8729508197


									Stargem						25%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							333333.333333333


						1			0.216			0.348			0.484			0.379			0.503			0.504						1			0.3512			0.5593			0.7736			0.6081			0.8036			0.8052															pendiente						388888.888888889


						2			0.189			0.303			0.42			0.536			0.565			0.639						2			0.3086			0.4883			0.6728			0.8556			0.9013			1.0180															0.00590						261111.111111111


						3			0.265			0.384			0.492			0.411			0.542			0.54						3			0.4284			0.6160			0.7863			0.6586			0.8651			0.8619															desvest


																																																															0.0012						327777.777777778			Promedio


									0.223			0.345			0.465			0.442			0.537			0.561									0.3511979823			0.5592686003			0.7736443884						0.803593947																								64069.7921926154			Desviación


						desviacion			0.039			0.041			0.039			0.083			0.031			0.070									0.3086380832			0.4883354351			0.6727616646			0.8556116015			0.9013240858			1.0179697352


																																	0.4284363178			0.6160151324			0.7862547289						0.8650693569			0.8619167718


									Stargem						30%			47°C


						Tiempos			30			60			90			120			150			180						tiempo (min)			30			60			90			120			150			180


						Replicas																								replicas																																							227777.777777778


						1			0.128			0.222			0.406			0.335			0.348			0.476						1			0.2125			0.3607			0.6507			0.5388			0.5593			0.7610															pendiente						227777.777777778


						2			0.129			0.267			0.377			0.303			0.458			0.393						2			0.2141			0.4316			0.6050			0.4883			0.7327			0.6302															0.00383						183333.333333333


						3			0.177			0.287			0.358			0.37			0.521			0.437						3			0.2897			0.4631			0.5750			0.5939			0.8320			0.6996															desvest


																																																															0.0005						212962.962962963			Promedio


									0.145			0.259			0.380			0.336			0.442			0.435									0.2124842371			0.3606557377						0.538776797			0.5592686003			0.7610340479																					25660.0119639833			Desviación


						desviacion			0.028			0.033			0.024			0.034			0.088			0.042									0.2140605296			0.4315889029									0.7326607818


																																	0.2897225725			0.4631147541			0.5750315259			0.5939470366			0.8319672131
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y = 0.0064x + 0.2257
R2 = 0.9579


y = 0.0065x + 0.2074
R2 = 0.9307


y = 0.006x + 0.2493
R2 = 0.9239


0.3751966439


0.3725747247
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y = 0.003x + 0.3374
R2 = 0.9736


y = 0.0029x + 0.2999
R2 = 0.9538


y = 0.0032x + 0.3224
R2 = 0.9504


0.3974396704


0.4062683932


0.3591818717


0.5534137728


0.5033843437


0.479841083
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y = 0.0035x + 0.3018
R2 = 0.8637


y = 0.0041x + 0.226
R2 = 0.9686


y = 0.004x + 0.1835
R2 = 0.9558


0.2437623112


0.343893631


0.3225541694


0.4456664478


0.5310242942


0.4719304005


0.6098161523
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0.979973736





			30			30			30


			60			60			60


			90			90			90


			120			120			120


			150			150			150


			180			180			180





y = 0.003x + 0.2154
R2 = 0.9586


y = 0.0029x + 0.2223
R2 = 0.9584


y = 0.0031x + 0.2295
R2 = 0.9407


0.277112232


0.2566204288


0.2660781841


0.4174022699


0.4284363178


0.4268600252


0.5907944515


0.499369483


0.4867591425


0.5955233291


0.578184111


0.606557377


0.6743379571
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0.6223203026
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0.7090163934


0.724779319
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y = 0,0029x + 0,1849
R2 = 0,9685


y = 0,0032x + 0,1508
R2 = 0,9593


y = 0,0033x + 0,1507
R2 = 0,9614


0.2128703872


0.2401381567


0.2201417924


0.3782948555


0.3673877477


0.3364842756


0.4273768406


0.4637338666


0.4510089075


0.6000727141


0.5782584985


0.5891656063


0.6218869296


0.5982548628


0.6527904017


0.7164151972


0.6873295764


0.6764224686
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y = 0,0023x + 0,1235
R2 = 0,9939


y = 0,0021x + 0,1342
R2 = 0,9773


y = 0,0024x + 0,1349
R2 = 0,9525


0.1651954603


0.1793820933


0.1951450189


0.3007566204


0.2708070618


0.2692307692


0.381147541


0.3228247163


0.3070617907


0.4457755359


0.4032156368


0.4016393443


0.4694199243


0.4662673392


0.4189785624


0.55296343


0.5198612863


0.5230138714
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y = 0,0029x + 0,2188
R2 = 0,9543


y = 0,0029x + 0,2223
R2 = 0,9584


y = 0,0031x + 0,2295
R2 = 0,9407


0.277112232


0.2566204288


0.2660781841


0.4174022699


0.4284363178


0.4268600252


0.5907944515


0.5119798235


0.4867591425


0.5955233291


0.578184111


0.606557377


0.6743379571


0.6822194199


0.6223203026


0.7720680958


0.7090163934


0.724779319
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y = 0,0035x + 0,2557
R2 = 0,9687


y = 0,0035x + 0,2373
R2 = 0,9692


y = 0,0035x + 0,2817
R2 = 0,9812


0.3638083228


0.3133669609


0.3086380832


0.513556116


0.5230138714
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0.5198612863


0.7184741488
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0.8666456494
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y = 0,002x + 0,5134
R2 = 0,9546


y = 0,0033x + 0,2708
R2 = 0,9527


y = 0,0022x + 0,3246
R2 = 0,9657


0.3732660782


0.5750315259


0.3701134931


0.4914880202


0.645964691


0.4631147541


0.6743379571


0.6270491803


0.5624211854


0.7232030265


0.6002522068


0.8303909206


0.7925598991


0.7295081967


0.8808322825
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y = 0,0035x + 0,2557
R2 = 0,9687


y = 0,0031x + 0,3764
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y = 0,0025x + 0,4868
R2 = 0,9948


y = 0,0012x + 0,5318
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y = 0,0023x + 0,5963
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y = 0,0041x + 0,1317
R2 = 0,965


y = 0,0041x + 0,1862
R2 = 0,9387


y = 0,0033x + 0,1316
R2 = 0,9587
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y = 0,0047x + 0,2106
R2 = 0,9682


y = 0,006x + 0,2524
R2 = 0,9992


y = 0,007x + 0,1389
R2 = 0,9999
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												Actividad de			Liquozyme			Sacarificación


						pH			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293


						4			4598148.14814815			234147.609171352


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884


						5			7896296.2962963			350499.349840584


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045


						6			7725925.92592593			933272.70526188


																		Temperatura			Actividad			Desviación


																		66			4246296.2962963			349175.984730843


																		70			2724074.07407407			141020.676766638


																		80			5890740.74074074			956400.358683816


						[Sustrato]			Actividad			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583			39.6730587865			3.4988022706


						15%			4016666.66666667			0.0076			68.1861049984			0.000000129


						20%			5890740.74074074			956400.358683816			100			16.2356552559


						25%			3557407.40740741			209742.150144706			60.3898145237			3.5605394869


												Actividad de			Spirizyme			Sacarificación


						pH			Actividad			Desviación


						3.5			2424074.07407407			174123.318487652


						4			2337037.03703704			206105.370789583


						4.5			3916666.66666667			840047.029841589


						5			1038888.88888889			233002.410839009


						5.5			1544444.44444444			25458.7538608811


						Temperatura			Actividad			Desviación


						44			835185.185185185			64390.1431507892


						56			1614814.81481481			167988.584758174


						66			2337037.03703704			206105.370789583


						70			2957407.40740741			280670.126954418


						80			1851851.85185185			256660.253246791


												Actividad de			Stargem			Licuefacción- Sacarificación Simultaneas


						pH			Actividad			Desviacíon			% actividad


						3			350000			14698.6183948038			100			4.1996052557


						3.5			168518.518518519			8486.2512869548			48.1481481481			2.4246432248


						4			209259.259259259			27404.9047906459			59.7883597884			7.8299727973


						4.5			166666.666666667			5555.5555555566			47.619047619			1.5873015873


						5			174074.074074074			11564.8111081449			49.7354497354			3.3042317452


																					Temperatura			Actividad			Desviación


																					30			125925.925925926			8486.2512869553			64.7619047619			4.3643578047


																					37			164814.814814815			6415.0029909955			84.7619047619			3.2991443954


																					47			194444.444444444			0.0027621359			100			0.0000014205


																					56			138888.888888889			38888.8888888889			71.4285714286			20


						Concentracion			actividad			Desviación


						10%			138888.888888889			38888.8888888889			42.3728813559			11.8644067797


						15%			98148.1481481481			36990.7117693299			29.9435028249			11.2853018957


						20%			227777.777777778			86780.5519545184			69.4915254237			26.4754226302


						25%			327777.777777778			64069.7921926154			100			19.5467162622


						30%			212962.962962963			25660.0119639833			64.9717514124			7.8284782263


									Licuozyme									Spirizyme									Licuozyme									Spirizyme


						pH			Actividad			desviación						Actividad			Desviación						Actividad			desviación			Actividad			desviación


						3.5			518518.518518518			71434.4500814293						2424074.07407407			174123.318487652						6.5666041276			0.9046576699			30.6988742964			2.2051264536


						4			4598148.14814815			234147.609171352						2337037.03703704			206105.370789583						58.2317073171			2.9652839811			29.5966228893			2.6101524443


						4.5			4996296.2962963			703306.418067884						3916666.66666667			840047.029841589						63.2739212008			8.9067885965			49.6013133208			10.6384942804


						5			7896296.2962963			350499.349840584						1038888.88888889			233002.410839009						100			4.4387816349			13.1566604128			2.9507810003


						5.5			7661111.11111111			352110.041722045						1544444.44444444			25458.7538608811						97.021575985			4.4591797029			19.5590994371			0.3224138622


						6			7725925.92592593			933272.70526188															97.8424015009			11.8191196257


						Temperatura			Actividad			Desviación						Actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						44												835185.185185185			64390.1431507892									0			14.1779314681			1.0930737913


						56												1614814.81481481			167988.584758174												27.412763282			2.8517395715


						66			4246296.2962963			349175.984730843						2337037.03703704			206105.370789583						72.0842502358			5.9275395082			39.6730587865			3.4988022706


						70			2724074.07407407			141020.676766638						2957407.40740741			280670.126954418						46.2433197108			2.3939379269			50.2043382584			4.7645981941


						80			5890740.74074074			956400.358683816						1851851.85185185			256660.253246791						100			16.2356552559			31.4366551399			4.3570115295


						[Sustrato]			Actividad			Desviación						actividad			Desviación						Actividad %			Desviación			Actividad %			Desviación


						10%			2337037.03703704			206105.370789583						138888.888888889			38888.8888888889						39.6730587865			3.4988022706			2.3577491355			0.6601697579


						15%			4016666.66666667			0.0076						98148.1481481481			36990.7117693299						68.1861049984			0.000000129			1.6661427224			0.6279466946


						20%			5890740.74074074			956400.358683816						227777.777777778			86780.5519545184						100			16.2356552559			3.8667085822			1.4731687537


						25%			3557407.40740741			209742.150144706						327777.777777778			64069.7921926154						60.3898145237			3.5605394869			5.5642879598			1.0876355795


						30%												212962.962962963			25660.0119639833												3.6152153411			0.4355990714








			0			71434.4500814293			71434.4500814293


			0			234147.609171352			234147.609171352


			0			703306.418067884			703306.418067884


			0			350499.349840584			350499.349840584


			0			352110.041722045			352110.041722045


			0			933272.70526188			933272.70526188





pH


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0


0





			0			349175.984730843			349175.984730843


			0			141020.676766638			141020.676766638


			0			956400.358683816			956400.358683816





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0





			0			3.4988022706			3.4988022706


			0			0.000000129			0.000000129


			0			16.2356552559			16.2356552559


			0			3.5605394869			3.5605394869





Novozymes


Sustrato


Actividad relativa (%)


0


0


0


0





			0			174123.318487652			174123.318487652


			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			840047.029841589			840047.029841589


			0			233002.410839009			233002.410839009


			0			25458.7538608811			25458.7538608811





pH


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0





			0			64390.1431507892			64390.1431507892


			0			167988.584758174			167988.584758174


			0			206105.370789583			206105.370789583


			0			280670.126954418			280670.126954418


			0			256660.253246791			256660.253246791





Temperatura


Actividad  U/ml


0


0


0


0


0





			0			4.1996052557			4.1996052557


			0			2.4246432248			2.4246432248


			0			7.8299727973			7.8299727973


			0			1.5873015873			1.5873015873


			0			3.3042317452			3.3042317452





Stargen 001


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			4.3643578047			4.3643578047


			0			3.2991443954			3.2991443954


			0			0.0000014205			0.0000014205


			0			20			20





Stargen 001


Temperatura


Actividad relativa (%)


0


0


0


0





			0			11.8644067797			11.8644067797


			0			11.2853018957			11.2853018957


			0			26.4754226302			26.4754226302


			0			19.5467162622			19.5467162622


			0			7.8284782263			7.8284782263





Stargen 001


Sustrato


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0			0





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa


0


0


0


0


0





			0			0			0.9046576699			0.9046576699			2.2051264536			2.2051264536


			0			0			2.9652839811			2.9652839811			2.6101524443			2.6101524443


			0			0			8.9067885965			8.9067885965			10.6384942804			10.6384942804


			0			0			4.4387816349			4.4387816349			2.9507810003			2.9507810003


			0			0			4.4591797029			4.4591797029			0.3224138622			0.3224138622


			0			0			11.8191196257			11.8191196257			NaN			NaN





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


pH


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0			0			1.0930737913			1.0930737913


			0			0			NaN			NaN			2.8517395715			2.8517395715


			0			0			5.9275395082			5.9275395082			3.4988022706			3.4988022706


			0			0			2.3939379269			2.3939379269			4.7645981941			4.7645981941


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			4.3570115295			4.3570115295





Licuozyme SC DS


Spirizyme fuel


Temperatura (°C)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			0			0			3.4988022706			3.4988022706			0.6601697579			0.6601697579


			0			0			0.000000129			0.000000129			0.6279466946			0.6279466946


			0			0			16.2356552559			16.2356552559			1.4731687537			1.4731687537


			0			0			3.5605394869			3.5605394869			1.0876355795			1.0876355795


			0			0			NaN			NaN			0.4355990714			0.4355990714





Novozymes


Genecor


[Sustrato] (%p/v)


Actividad relativa (%)


0


0


0


0


0





			


												Diseño


						Niveles			-1			0			1


						Enz/Sus (ul/g)			2			4			6


						[S] % (p/v)			25			30			35


						T min			15			30			45						Montaje


						Experimento						[Glucosa] g/L						Experimento						patron			Replica 1			Replica 2			Promedio			[Glucosa] g/L						Dilución																								Bloque 1						Bloque 2


						1						156.7771084337						19			1			0.332			0.248			0.271			0.2595			117.2439759036						150																								117.9545454545						88.1012658228


						2						225.5192878338						1						0.332			0.329			0.365			0.347			156.7771084337						150						600			150.008g			15 min												157.7272727273						135.7594936709


						3						404.9275362319						7						0.332			0.5			0.361			0.4305			194.5030120482						150									187ul =1															195.6818181818						173.7341772152


						4						126.1016949153						12			2			0.332			0.179			0.16			0.1695			76.5813253012						150																								86.186440678						75


						5						348.9855072464						4						0.332			0.258			0.238			0.248			112.0481927711						150						300			150.002g			30 min												126.1016949153						107.1100917431


						6						149.7457627119						6						0.332			0.307			0.282			0.2945			133.0572289157						150																								149.7457627119						130.7339449541


						7						195.6818181818						25			3			0.344			0.314			0.291			0.291			126.8895348837						150																								126.8895348837						155.0675675676


						8						181.9935691318						13						0.344			0.438			0.415			0.415			180.9593023256						150						900			150.008g			45 min												180.9593023256						154.0540540541


						9						205.2173913043						26						0.344			0.424			0.437			0.437			190.5523255814						150																								190.5523255814						241.2162162162


						10						220.8695652174						8			4			0.311			0.307			0.259			0.283			181.9935691318						200																								181.9935691318						67.5213675214


						11						153.8904899135						17						0.311			0.344			0.379			0.3615			232.4758842444						200						1080			180.001g			15 min												232.4758842444						91.6666666667


						12						86.186440678						21						0.311			0.356			0.389			0.3725			239.5498392283						200									210u/l=1																					118.1623931624


						13						180.9593023256						20			5			0.328			0.346			0.281			0.3135			191.1585365854						200																								191.1585365854						202.1341463415


						14						177.743902439						14						0.328			0.264			0.319			0.2915			177.743902439						200						720			180.005g			30 min												177.743902439						198.7804878049


						15						204.1543026706						23						0.328			0.327			0.373			0.35			213.4146341463						200																								213.4146341463						241.4634146341


						16						142.939481268						11			6			0.347			0.311			0.223			0.267			153.8904899135						200																								153.8904899135


						17						232.4758842444						16						0.347			0.235			0.261			0.248			142.939481268						200						360			180.003g			45 min												142.939481268


						18						165.4178674352						18						0.347			0.264			0.31			0.287			165.4178674352						200																								165.4178674352


						19						117.9545454545						27			7			0.345			0.24			0.21			0.225			130.4347826087						200																								130.4347826087						110.6628242075


						20						191.1585365854						10						0.345			0.464			0.298			0.381			220.8695652174						200						420			210.000G			15 min												220.8695652174						170.8933717579


						21						239.5498392283						24						0.345			0.331			0.321			0.326			188.9855072464						200									262ul=1															188.9855072464						162.8242074928


						22						250.1483679525						2			8			0.337			0.462			0.298			0.38			225.5192878338						200																								225.5192878338						185.9598853868


						23						213.4146341463						22						0.337			0.483			0.36			0.4215			250.1483679525						200						840			210.003			30 min												250.1483679525						171.6332378223


						24						188.9855072464						15						0.337			0.38			0.308			0.344			204.1543026706						200																								204.1543026706						210.0286532951


						25						126.8895348837						9			9			0.345			0.336			0.372			0.354			205.2173913043						200																								205.2173913043						203.6363636364


						26						190.5523255814						5						0.345			0.67			0.534			0.602			348.9855072464						200						1260			210.006			45 min												348.9855072464						265.4545454545


						27						130.4347826087						3						0.345			0.867			0.53			0.6985			404.9275362319						200																								404.9275362319						300.6060606061


						28						185.9598853868						43			10			0.371			0.206			0.258			0.232			93.8005390836						150


						29						93.215339233						48						0.371			0.378			0.337			0.3575			144.5417789757						150						600			150.007g			15 min


						30						163.1268436578						53						0.371			0.484			0.431			0.4575			184.9730458221						150									187ul


						31						300.6060606061						41			11			0.327			0.158			0.169			0.1635			75						150


						32						202.1341463415						44						0.327			0.247			0.22			0.2335			107.1100917431						150						300			150.005g			30 min


						33						110.6628242075						45						0.327			0.3			0.27			0.285			130.7339449541						150


						34						210.0286532951						50			12			0.333			0.3			0.306			0.306			137.8378378378						150


						35						162.8242074928						40						0.333			0.291			0.304			0.304			136.9369369369						150						900			150.000g			45 min


						36						183.8709677419						38						0.333			0.4			0.476			0.476			214.4144144144						150


						37						241.4634146341						29			13			0.339			0.169			0.147			0.158			93.215339233						200


						38						214.4144144144						51						0.339			0.236			0.193			0.2145			126.5486725664						200						360			180.000g			15 min


						39						265.4545454545						30						0.339			0.306			0.247			0.2765			163.1268436578						200									220ul


						40						136.9369369369						32			14			0.328			0.433			0.23			0.3315			202.1341463415						200


						41						75						54						0.328			0.351			0.301			0.326			198.7804878049						200						720			180.008g			30 min


						42						170.8933717579						37						0.328			0.401			0.391			0.396			241.4634146341						200


						43						93.8005390836						36			15			0.31			0.317			0.253			0.285			183.8709677419						200


						44						107.1100917431						47						0.31			0.435			0.378			0.4065			262.2580645161						200						1080						45 min


						45						130.7339449541						49						0.31			0.436			0.364			0.4			258.064516129						200


						46						171.6332378223						33			16			0.347			0.212			0.172			0.192			110.6628242075						200


						47						262.2580645161						42						0.347			0.352			0.241			0.2965			170.8933717579						200						420			210.005g


						48						144.5417789757						35						0.347			0.311			0.254			0.2825			162.8242074928						200									262ul


						49						258.064516129						28			17			0.349			0.357			0.292			0.3245			185.9598853868						200


						50						137.8378378378						46						0.349			0.288			0.311			0.2995			171.6332378223						200						840			210.002g


						51						126.5486725664						34						0.349			0.353			0.38			0.3665			210.0286532951						200


						52						203.6363636364						52			18			0.33			0.326			0.346			0.336			203.6363636364						200


						53						184.9730458221						39						0.33			0.416			0.46			0.438			265.4545454545						200						1262			210.005g


						54						198.7804878049						31						0.33			0.515			0.477			0.496			300.6060606061						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200						480			240.003g


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200									300ul


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200


																								0.364			0.296			0.249			0.2725			149.7252747253						200


																								0.364			0.418			0.429			0.4235			232.6923076923						200						960			240.000g


																								0.364			0.467			0.448			0.4575			251.3736263736						200


																								0.35			0.221			0.201			0.211			120.5714285714						200


																								0.35			0.316			0.324			0.32			182.8571428571						200						1440


																								0.35			0.357			0.312			0.3345			191.1428571429						200
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Datos


			


															# diluciones			2			3			4			5


						Almidon 10 %, gelatinizado por 30 min a 66°C


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 3,5															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 3,5												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			-0.014			0.012			0.042			0.075			0.065			0.072						1			0.134			0.16			0.19			0.423			0.6			0.643						patrón			0.294			0.185			0.372			0.23			0.226			0.492			1.074


			2			-0.008			0.017			0.036			0.06			0.063			0.076						2			0.098			0.144			0.17			0.401			0.536			0.568						inicial			0.084


			3			-0.01			0.015			0.032			0.036			0.067			0.069						3			0.075			0.099			0.157			0.31			0.505			0.517												62.925			126.531			78.231			76.871			167.347			365.306


						-0.011			0.015			0.037			0.057			0.065			0.072									0.102			0.134			0.172			0.378			0.547			0.576												0.62925			1.26531			0.78231			0.76871			1.67347			3.65306


			Desviacion estandar			0.003			0.003			0.005			0.020			0.002			0.004									0.030			0.032			0.017			0.060			0.048			0.063


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,0															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,0												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.077			0.154			0.272			0.463			0.564			0.839						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						patron			0.323			0.151			0.19			0.245			0.43			0.491			1.294


			2			0.071			0.125			0.24			0.472			0.533			0.842						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						inicial			0.038


			3			0.055			0.154			0.33			0.484			0.678			0.723						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463												46.749			58.824			75.851			133.127			152.012			400.619


																														0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422												0.46749			0.58824			0.75851			1.33127			1.52012			4.00619


						0.068			0.144			0.281			0.473			0.592			0.801


			Desviacion estandar			0.011			0.021			0.064			0.008			0.103			0.084									0.002			0.019			0.005			0.049			0.014			0.029


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 4,5															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 4,5												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.099			0.153			0.331			0.277			0.372			0.556						1			0.387			0.439			0.037			0.188			0.255			0.351						patron			0.349			0.082			0.178			0.385			0.775			0.586			1.136


			2			0.08			0.143			0.291			0.248			0.349			0.663						2			0.429			0.409			0.023			0.07			0.121			0.341						inicial			0.133			23.496			51.003			110.315			222.063			167.908			325.501			mg/dL


			3			0.086			0.172			0.263			0.219			0.348			0.769						3			0.4			0.421			0.045			0.126			0.122			0.475												0.2350			0.5100			1.1032			2.2206			1.6791			3.2550			mg/ml


						0.088			0.156			0.295			0.248			0.356			0.663									0.405			0.423			0.035			0.128			0.166			0.389


			Desviacion estandar			0.010			0.015			0.034			0.029			0.014			0.107									0.022			0.015			0.011			0.059			0.077			0.075


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,0															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,0												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.089			0.23			0.268			0.596			0.538			0.745						1			0.041			0.273			0.299			0.395			0.462			0						patron			0.318			0.311			0.295			0.497			0.93			0.783			1.021


			2			0.098			0.338			0.323			0.58			0.479			0.735						2			0.057			0.305			0.328			0.408			0			0						inicial			0.011			97.799			92.767			156.289			292.453			246.226			321.069


			3			0.094			0.358			0.343			0.579			0.516			0.799						3			0.06			0.328			0.362			0.413			0			0												0.9780			0.9277			1.5629			2.9245			2.4623			3.2107


						0.094			0.309			0.311			0.585			0.511			0.760									0.053			0.302			0.330			0.405			0.154			0.000


			Desviacion estandar			0.005			0.069			0.039			0.010			0.030			0.034									0.010			0.028			0.032			0.009			0.267			0.000


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 5,5															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 5,5												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.182			0.31			0.294			0.329			0.408			0.587						1			0.017			0.124			0.166			0.306			0.321			0.453						patron			0.313			0.108			0.159			0.213			0.341			0.425			0.798


			2			0.195			0.371			0.351			0.376			0.478			0.534						2			0.035			0.126			0.18			0.323			0.352			0.473						inicial			0.106			34.505			50.799			68.051			108.946			135.783			254.952


			3			0.179			0.438			0.371			0.357			0.473			0.541						3			0.024			0.169			0.179			0.371			0.329			0.491												0.3450			0.5080			0.6805			1.0895			1.3578			2.5495


						0.185			0.373			0.339			0.354			0.453			0.554									0.025			0.140			0.175			0.333			0.334			0.472


			Desviacion estandar			0.009			0.064			0.040			0.024			0.039			0.029									0.009			0.025			0.008			0.034			0.016			0.019


						Licuozyme			dilucion 1/100			=20			pH 6,0															Esperizyme			dilucion 1/150			=20			pH 6,0												Glucosa


			tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


			replicas																								replicas


			1			0.178			0.414			0.432			0.393			0.524			0.401						1			0			0			0			0			0			0						patron			0.35			0.07			0.093			0.089			0.1			0.1			0.192


			2			0.199			0.443			0.412			0.387			0.537			0.508						2			0			0			0			0			0			0						inicial			0.077			20			26.571			25.429			28.571			28.571			54.857


			3			0.213			0.45			0.438			0.445			0.543			0.516						3			-0.059			0.02			0.071			-0.071			0.054			0.003												0.20000			0.26571			0.25429			0.28571			0.28571			0.54857


						0.197			0.436			0.427			0.408			0.535			0.475


			Desviacion estandar			0.018			0.019			0.014			0.032			0.010			0.064									0.034			0.012			0.041			0.041			0.031			0.002


						Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,0


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.122			0.248			0.268			0.344			0.153			0.202									patrón			0.295			0.254			0.278			0.276			0.4			0.454			0.392


			2			0.121			0.24			0.279			0.352			0.106			0.175									inicial			0.232


			3			0.108			0.243			0.285			0.343			0.134			0.187															86.102			94.237			93.559			135.593			153.898			132.881			mg/dl


						0.117			0.244			0.277			0.346			0.131			0.188															0.8610			0.9424			0.9356			1.3559			1.5390			1.3288			mg/ml


			Desviacion estandar			0.008			0.004			0.009			0.005			0.024			0.014


						Stargem   dilusión 1/10=20  pH=3,5


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.245			0.351			0.348			0.483			0.523			0.27									patrón			0.334			0.187			0.289			0.305			0.314			0.324			0.586


			2			0.251			0.317			0.404			0.457			0.522			0.257									inicial			0.093


			3			0.219			0.301			0.366			0.431			0.508			0.237															55.988			86.527			91.317			94.012			97.006			175.449


						0.238			0.323			0.373			0.457			0.518			0.255															0.5599			0.8653			0.9132			0.9401			0.9701			1.7545


			Desviacion estandar			0.017			0.026			0.029			0.026			0.008			0.017


												pH=4,0


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.146			0.269			0.369			0.397			0.329			0.262									patrón			0.337			0.222			0.242			0.282			0.287			0.325			0.358


			2			0.207			0.321			0.425			0.364			0.466			0.224									inicial			0.043


			3			0.194			0.285			0.393			0.366			0.469			0.296															65.875			71.810			83.680			85.163			96.439			106.231


						0.182			0.292			0.396			0.376			0.421			0.261															0.6588			0.7181			0.8368			0.8516			0.9644			1.0623


			Desviacion estandar			0.032			0.027			0.028			0.019			0.080			0.036


												pH=4,5


			tiempo (min)			30			60			90			120			140			180									tiempo (min)						30			60			90			120			140			180


			replicas


			1			0.169			0.258			0.368			0.371			0.421			0.483									patrón			0.354			0.111			0.19			0.225			0.251			0.366			0.354


			2			0.156			0.265			0.31			0.36			0.426			0.443									inicial			0.076


			3			0.162			0.264			0.302			0.378			0.388			0.453															31.356			53.672			63.559			70.904			103.390			100.000


						0.162			0.262			0.327			0.370			0.412			0.460															0.3136			0.5367			0.6356			0.7090			1.0339			1.0000


			Desviacion estandar			0.007			0.004			0.036			0.009			0.021			0.021


												pH = 5.0


			tiempo (min)			30			60			90			120			150			180									tiempo (min)						30			60			90			120			150			180


			replicas


			1			0.1			0.191			0.218			0.313			0.325			0.377									patrón			0.331			0.165			0.194			0.179			0.218			0.247			0.264


			2			0.115			0.185			0.238			0.301			0.312			0.361									inicial			0.111


			3			0.104			0.168			0.231			0.307			0.342			0.355															49.849			58.610			54.079			65.861			74.622			79.758


						0.106			0.181			0.229			0.307			0.326			0.364															0.4985			0.5861			0.5408			0.6586			0.7462			0.7976


			Desviacion estandar			0.008			0.012			0.010			0.006			0.015			0.011








Curv calib Buffer


									DNS con curva de calibración con glucosa


									1 mg de glucosa/ml y prepara las soluciones diluidas


									1 ml sol. Glucosa + 1 ml DNS, se calienta 5 min. Se enfria en hielo (5 min). Mas 10 ml agua y leer Abs.


			8-Apr-09						Curva de calibración Buffer pH = 3.5


									mg glucosa/ml			Absorbancia			mg gluc/ml


									0.1			0.021			0.0083333333


									0.2			0.056			0.0166666667


									0.3			0.112			0.025


									0.4			0.137			0.0333333333


									0.5			0.182			0.0416666667


									0.6			0.22			0.05


									0.7			0.257			0.0583333333


									0.8			0.278			0.0666666667


									0.9			0.3			0.075


									1			0.421			0.0833333333


									1.5			0.63			0.125


									2			0.874			0.1666666667


									0.3374797188			0.014			0.0281233099


									Curva de calibración Buffer pH = 4.0


									Concentracion			Absorbancia


									0.1			0.046			0.0083333333


									0.2			0.088			0.0166666667


									0.3			0.167			0.025


									0.4			0.17			0.0333333333


									0.5			0.279			0.0416666667


									0.6			0.38			0.05


									0.7			0.427			0.0583333333


									0.8			0.522			0.0666666667


									0.9			0.552			0.075


									1			0.587			0.0833333333


									Curva de calibración Buffer pH = 4.5																																										0.037																		0.0002055556


									Concentracion			Absorbancia																																							0.092																		0.0005111111


									0.1			0.04			0.0083333333																																				0.194																		0.0010777778


									0.2			0.078			0.0166666667																																				0.208																		0.0011555556


									0.3			0.131			0.025																																				0.266																		0.0014777778


									0.4			0.17			0.0333333333																																				0.318																		0.0017666667


									0.5			0.219			0.0416666667																																				0.382																		0.0021222222


									0.6			0.264			0.05																																				0.43																		0.0023888889


									0.7			0.321			0.0583333333																																				0.489																		0.0027166667


									0.8			0.374			0.0666666667																																				0.542																		0.0030111111


									0.9			0.408			0.075


									1			0.471			0.0833333333


									1.5			0.742			0.125


																																																			0.038																		0.0002111111


									Curva de calibración Buffer pH = 5.0																																										0.094																		0.0005222222


									Concentracion			Absorbancia																																							0.153																		0.00085


									0.1			0.044			0.0083333333																																				0.215																		0.0011944444


									0.2			0.099			0.0166666667																																				0.278																		0.0015444444


									0.3			0.161			0.025																																				0.337																		0.0018722222


									0.4			0.202			0.0333333333																																				0.395																		0.0021944444


									0.5			0.219			0.0416666667																																				0.461																		0.0025611111


									0.6			0.324			0.05																																				0.52																		0.0028888889


									0.7			0.387			0.0583333333																																				0.578																		0.0032111111


									0.8			0.44			0.0666666667


									0.9			0.5			0.075


									1			0.553			0.0833333333


									Curva de calibración Buffer pH = 5.5


									Concentracion			Absorbancia


									0.1			0.039			0.0083333333


									0.2			0.088			0.0166666667


									0.3			0.152			0.025


									0.4			0.169			0.0333333333


									0.5			0.245			0.0416666667


									0.6			0.251			0.05


									0.7			0.361			0.0583333333


									0.8			0.391			0.0666666667


									0.9			0.484			0.075


									1			0.532			0.0833333333


									Curva de calibración Buffer pH = 6.0


									Concentracion			Absorbancia


									0.1			0.052			0.0083333333


									0.2			0.085			0.0166666667


									0.3			0.158			0.025


									0.4			0.215			0.0333333333


									0.5			0.272			0.0416666667


									0.6			0.329			0.05


									0.7			0.379			0.0583333333


									0.8			0.439			0.0666666667


									0.9			0.518			0.075


									1			0.552			0.0833333333








Curv calib Buffer
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Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 3.5
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Licuozyme
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Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 4.0
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Esperizyme
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Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 4.5
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Glucosa Kit
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Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 5.0
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Sustrato
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Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER       pH = 5.5
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Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 6.0
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Presentacion de datos
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Cinetica predicción
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Prueba de enzimas
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mg gluc/ml
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Pullulanasa
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[Glucosa]  mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA EN BUFFER      pH = 5.0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración mg/ml


Absorbancia


CURVA DE CALIBRACIÓN DE GLUCOSA BUFFER      pH = 5.0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			


									Almidón 10%, gelatinizado por 30 min a 66°C																																																																																							Dobles reciprocos


						Licuozyme			pH 3.5																					corrección  dilucion


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			-0.011			0.003						0.0178945403			0.019409									-0.6316928			-0.6851629


						5			0.015			0.003						0.0746575547			0.080977									0.1903732			0.2064875


						10			0.037			0.005						0.1239517514			0.134444									0.9042726			0.9808154																		516666.666666667


						15			0.057			0.020						0.1695115393			0.183860									1.5640887			1.6964822


						20			0.065			0.002						0.1874367018			0.203302									1.8236885			1.9780560


						30			0.072			0.004						0.2038681007			0.221125									2.0616549			2.2361653


						Licuozyme			pH 4.0


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			0.068			0.011						0.4300817494			0.466486									10.8977424			11.8201900


						5			0.144			0.021						0.6651113836			0.721410									24.3373174			26.3973680


						10			0.281			0.064						1.0830553852			1.174731									48.2363878			52.3193932																					4600000


						15			0.473			0.008						1.6726732066			1.814258									81.9521912			88.8890963


						20			0.592			0.103						2.0364582056			2.208836									102.7543161			111.4520327


						30			0.801			0.084						2.6792131617			2.905997									139.5086321			151.3174456


						Licuozyme			pH 4.5


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			0.088			0.010						0.2276487857			0.2469183									5.5484776			6.0181326


						5			0.156			0.015						0.3630904724			0.3938245									10.0216346			10.8699234


						10			0.295			0.034						0.6413130504			0.6955975									19.2103365			20.8364100																					4994444.44444444


						15			0.248			0.029						1.0944755805			1.1871183									32.2067308			34.9328938


						20			0.356			0.014						1.528155858			1.6575078									46.5296474			50.4681846


						30			0.663			0.107						2.7544702429			2.9876245									87.0304487			94.3972067


						Licuozyme			pH 5.0


																																																									pH			Actividad


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED																								3.5			516666.666666667


						2			0.094			0.005						0.2019337177			0.219027									6.8657889			7.4469487																								4			4600000


						5			0.309			0.069						0.5776108102			0.626503									23.2552553			25.2237139																								4.5			4994444.44444444


						10			0.311			0.039						1.164540742			1.263114									46.9170709			50.8884018																								5			7894444.44444444


						15			0.585			0.010						2.1209156037			2.300442									88.6403326			96.1433605																					7894444.44444444			5.5			7661111.11111111


						20			0.511			0.030						2.7934649659			3.029920									168.7817048			183.0683596																								6			7727777.77777778


						30			0.760			0.034						4.0969771099			4.443769									251.4982675			272.7865282


						Licuozyme			pH 5.5


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED


						2			0.185			0.009						0.3922756763			0.4254801									13.1892730			14.3056890


						5			0.373			0.064						0.7368710981			0.7992441									26.9148936			29.1931251


						10			0.339			0.040						1.3476557718			1.4617291									48.8076241			52.9389823


						15			0.354			0.024						2.1059493206			2.2842090									76.5757979			83.0576141																					7661111.11111111


						20			0.453			0.039						2.6513037091			2.8757253									98.2978723			106.6183699																																	Licuozyme									sperizyme


						30			0.554			0.029						4.2769004774			4.6389219									160.6117021			174.2068009																																	1/1=2


																																																												ED			Abs			glucosa			%ED															ED


						Licuozyme			pH 6.0																																																			0.0001757312			1.02			1.6201716738			0.0175731233						0.181			0.3341508277			0.0036243528			0.0000362435


																																																												0.0001642597			0.951			1.5144083384			0.0164259658						0.286			0.4950950337			0.0053700273			0.0000537003


						Tiempo (min)			Absorbancia									[Glucosa]			%ED									[Glucosa]			ED																											0.0001321725			0.758			1.2185775598			0.0132172498						0.321			0.5487431024			0.0059519188			0.0000595192


						2			0.197			0.018						0.3705056831			0.4018674									14.7706316			16.0209029																											0.0001052392			0.596			0.9702636419			0.0105239234						0.426			0.7096873084			0.0076975933			0.0000769759


						5			0.436			0.019						0.786302482			0.8528596									32.9518211			35.7410529																											0.0000980903			0.553			0.9043531576			0.0098090281						0.284			0.4920294298			0.0053367763			0.0000533678


						10			0.427			0.014						1.5436093714			1.6742694									64.6357769			70.1069210																											0.0000949314			0.534			0.8752299203			0.0094931442						0.415			0.6928264868			0.0075147131			0.0000751471


						15			0.408			0.032						2.2162491301			2.4038452									92.6175657			100.4572494


						20			0.535			0.010						2.8756089074			3.1190170									121.4488243			131.7289517																					7727777.77777778


						30			0.475			0.064						4.2736604036			4.6354076									179.7199170			194.9324450																																	1/100=200												1/50=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.0001039092			0.588			0.9580012262			0.0103909196						0.015			0.1026977315			0.0011139066			0.0000111391


																																																												0.0001065693			0.604			0.9825260576			0.0106569272						0.159			0.5441446965			0.0059020424			0.0000590204


																																																												0.0000289283			0.137			0.2667075414			0.002892832						0.166			0.565603924			0.0061347989			0.000061348


																																																												0.0000204493			0.086			0.1885346413			0.002044933						0.253			0.8323114654			0.009027631			0.0000902763


																																																												0.0000284296			0.134			0.2621091355			0.0028429556						0.36			1.1603310852			0.0125854819			0.0001258548


																																																												0.0000241069			0.108			0.2222562845			0.0024106934						0.461			1.4699570815			0.0159438271			0.0001594383


																																																																		1/100=20												1/100=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.000007814			0.005			0.0720416922			0.0007813972						0.011			0.0735744942			0.0007980226			0.0000079802


																																																												0.0000194518			0.04			0.1793378296			0.0019451802						-0.073			-0.0551808706			-0.000598517			-0.0000059852


																																																												0.0000839586			0.234			0.7740649908			0.0083958631						-0.053			-0.0245248314			-0.0002660075			-0.0000026601


																																																												0.000113552			0.323			1.04690374			0.011355197						0.04			0.1180257511			0.0012801613			0.0000128016


																																																												0.0001750662			0.508			1.614040466			0.0175066214						-0.021			0.0245248314			0.0002660075			0.0000026601


																																																												0.0002548685			0.748			2.3497854077			0.0254868477						-0.08			-0.0659104844			-0.0007148953			-0.000007149


																																																																		1/200=20												1/200=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.0000094765			0.02			0.0873697118			0.0009476519						0.411			0.686695279			0.0074482112			0.0000744821


																																																												0.0000073152			0.007			0.0674432863			0.0007315207						0.458			0.7587369712			0.0082296083			0.0000822961


																																																												0.0000181218			0.072			0.1670754139			0.0018121764						0.584			0.9518700184			0.0103244177			0.0001032442


																																																												0.0000207818			0.088			0.1916002452			0.0020781839						0.589			0.9595340282			0.0104075451			0.0001040755


																																																												0.0000212806			0.091			0.1961986511			0.0021280603						0.855			1.3672593501			0.0148299205			0.0001482992


																																																												0.0000399011			0.203			0.3678724709			0.0039901131						1.029			1.6339668915			0.0177227525			0.0001772275


																																																																		1/250=20												1/250=20


																																																												ED						glucosa			%ED									glucosa			%ED			ED


																																																												0.000009144			0.018			0.0843041079			0.0009144009


																																																												0.0000327522			0.16			0.3019619865			0.0032752179						0.004			0.0628448804			0.0006816443			0.0000068164


																																																												0.0000083127			0.013			0.0766400981			0.0008312736						0.158			0.2988963826			0.0032419669			0.0000324197


																																																												0.0000179555			0.071			0.1655426119			0.0017955509						-0.014			0.0352544451			0.0003823858			0.0000038239


																																																												0.0000408987			0.209			0.3770692826			0.004089866						0.017			0.0827713059			0.0008977755			0.0000089778


																																																												0.0000563603			0.302			0.5196198651			0.0056360348						0.357			0.603923973			0.0065504357			0.0000655044


																																																																																	0
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															Almidón 10%, gelatinizado por 30 min a 66°C																																																																					calculos de			distribución normal


																																	(Graficas virgenes)												(Graficas con distribución normal)												(Graficas con normalización dobles reciprocos)																											1			0.0833333333			-1.3829958334


																																																																																				2			0.25			-0.6744903658


						Esperizyme			pH 3.5																																													Esperizyme			pH 3.5																											3			0.4166666667			-0.2104286523


																																																																																				4			0.5833333333			0.2104286523


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	1/Tiempo			Absorbancia			1/[glucosa]			[Glucosa]																					5			0.75			0.6744903658


						2			0.102			0.030						0.2189054726			0.2374348916																																	0.5			0.102			4.5681818182			0.2189054726																		3227777.77777778			6			0.9166666667			1.3829958334


						5			0.134			0.032						0.3144278607			0.3410428443																																	0.2			0.134			3.1803797468			0.3144278607


						10			0.172			0.017						0.4278606965			0.4640772881																																	0.1			0.172			2.3372093023			0.4278606965


						15			0.378			0.060						1.0417910448			1.129974234																																	0.0666666667			0.378			0.9598853868			1.0417910448


						20			0.547			0.048						1.5462686567			1.6771537341																																	0.05			0.547			0.6467181467			1.5462686567


						30			0.576			0.063						1.6328358209			1.7710484413																																	0.0333333333			0.576			0.6124314442			1.6328358209


						Esperizyme			pH 4.0																																													Esperizyme			pH 4.0


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]																		2372222.22222222


						2			0.018			0.002						0.1696300838			0.1839885503																																	0.5			0.018			8.8561085973			0.1129164112


						5			0.139			0.019						0.5405681586			0.5863249583																																	0.2			0.139			2.0667370644			0.483854486


						10			0.175			0.005						0.6509298999			0.7060283525																																	0.1			0.175			1.68288908			0.5942162273																					pH			Actividad


						15			0.318			0.049						1.089311261			1.1815168348																																	0.0666666667			0.318			0.9684314696			1.0325975884																					3.5			3227777.77777778


						20			0.344			0.014						1.167995095			1.2668609213																																	0.05			0.344			0.899862069			1.1112814224																					4			2372222.22222222


						30			0.422			0.029						1.4060903331			1.5251099105																																	0.0333333333			0.422			0.7410829231			1.3493766605						0.0665026269															4.5			4088888.88888889


																																																																																				5			1005555.55555556


						Esperizyme			pH 4.5																																													Esperizyme			pH 4.5																											5.5			1555555.55555556


																																																																																				6


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						2			0.405			0.022						0.8870990533			0.9621882221																																	0.5			0.405			1.1272698312			0.8870990533																		4088888.88888889


						5			0.423			0.015						0.9245442984			1.0028030483																																	0.2			0.423			1.0816139386			0.9245442984


						10			0.035			0.011						0.204323866			0.2216190139																																	0.1			0.035			4.8941908714			0.204323866


						15			0.128			0.059						0.5985587113			0.6492241652																																	0.0666666667			0.128			1.6706798867			0.5985587113


						20			0.166			0.077						0.7596439169			0.8239445496																																	0.05			0.166			1.31640625			0.7596439169


						30			0.389			0.075						1.7049597287			1.8492773317																																	0.0333333333			0.389			0.5865241174			1.7049597287


						Esperizyme			pH 5.0																																													Esperizyme			pH 5.0


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						2			0.053			0.010						0.1302929699			0.1413217167																																	0.5			0.053			7.6750111757			0.1302929699																		0.0665026269


						5			0.302			0.028						0.5659619081			0.6138681809																																	0.2			0.302			1.7669033652			0.5659619081


						10			0.330			0.032						0.6143048518			0.6663031496																																	0.1			0.330			1.6278562624			0.6143048518


						15			0.405			0.009						0.7465198905			0.80970963																																	0.0666666667			0.405			1.3395490364			0.7465198905																		1005555.55555556


						20			0			0.267						0			0																																	0.05			0			0			0


						30			0			0.000						0			0																																	0.0333333333			0			0			0


						Esperizyme			pH 5.5																																													Esperizyme			pH 5.5


						Tiempo			Absorbancia			Desv. Estan						[Glucosa]			%ED																																	Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						2			0.025			0.009						0.0984820663			0.1068182																																	0.5			0.025			10.1541330019			0.0984820663


						5			0.140			0.025						0.3084220835			0.3345287																																	0.2			0.140			3.2423099821			0.3084220835


						10			0.175			0.008						0.3733015057			0.4048999																																	0.1			0.175			2.6787998032			0.3733015057


						15			0.333			0.034						0.6640347656			0.7202425																																	0.0666666667			0.333			1.5059452484			0.6640347656


						20			0.334			0.016						0.6652589056			0.7215702																																	0.05			0.334			1.5031741651			0.6652589056																		1555555.55555556


						30			0.472			0.019						0.9192679643			0.9970801																																	0.0333333333			0.472			1.087822092			0.9192679643
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0
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0
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0


0


0





			


						Esperizyme			pH 3.5


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.629


						5			1.265


						10			0.782


						15			0.769


						20			1.673


						30			3.653


						Esperizyme			pH 4.0


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.467


						5			0.588


						10			0.759


						15			1.331


						20			1.520


						30			4.006


						Esperizyme			pH 4.5


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.235


						5			0.510


						10			1.103


						15			2.221


						20			1.679


						30			3.255


						Esperizyme			pH 5.0


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.978


						5			0.928


						10			1.563


						15			2.925


						20			2.462


						30			3.211


						Esperizyme			pH 5.5


						Tiempo			[Glucosa]


						2			0.345


						5			0.508


						10			0.681


						15			1.089


						20			1.358


						30			2.550


						Esperizyme			pH 6.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						2			0.200


						5			0.266


						10			0.254


						15			0.286


						20			0.286


						30			0.549


						Stargem			pH 3.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.861


						60			0.942


						90			0.936


						120			1.356


						150			1.539


						180			1.329


						Stargem			pH 3.5


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.560


						60			0.865


						90			0.913


						120			0.940


						150			0.970


						180			1.754


						Stargem			pH 4.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.659


						60			0.718


						90			0.837


						120			0.852


						150			0.964


						180			1.062


						Stargem			pH 4.5


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.314


						60			0.537


						90			0.636


						120			0.709


						150			1.034


						180			1.000


						Stargem			pH 5.0


						Tiempo (min)			[Glucosa]


						30			0.498


						60			0.586


						90			0.541


						120			0.659


						150			0.746


						180			0.798








			2
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			0			0			0			0			0			0
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pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


pH 5.5


pH 6.0


Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


Producción de Glucosa en la sacarificación


0


0


0


0
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0
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Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


pH = 3.0


0


0


0


0


0


0





			0
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Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


pH = 3.0


0


0
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0


0
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0


0


0


0


0


0





			0
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0
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			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0


			0			0			0			0			0





pH 3.0


pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


Stargem producción de glucosa
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						Almidon 10%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								2			0.018			0.1828801855			0.1686082158			0.0035


						1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						5			0.139			0.5852165936			0.5395462906			0.0190


						2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						10			0.157			0.6450682907			0.5947271613			0.0153																		2394444.44444444


						3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						15			0.318			1.18040847			1.088289393			0.0566


									0.018			0.139			0.157			0.318			0.344			0.422						20			0.344			1.2668609213			1.167995095			0.0142


						desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036						30			0.422			1.5262182753			1.4071122011			0.0363


						Almidon 15%


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								2			0.067			0.1152699351			0.159411404			0.0193


						1			0.045			0.38			0.224			0.317			0.34			0.44						5			0.375			0.4566462814			0.6315144083			0.0061


						2			0.075			0.376			0.207			0.352			0.27			0.379						10			0.233			0.5985169707			0.8277130595			0.0309																		3772222.22222222


						3			0.081			0.368			0.267			0.362			0.32			0.465						15			0.344			0.8445739476			1.167995095			0.0236																								[Sustrato]			Actividad


									0.067			0.375			0.233			0.344			0.31			0.428						20			0.31			1.1538077158			1.5956468424			0.0361																								10%			2394444.44444444


						desviación estandar			0.019			0.006			0.031			0.024			0.036			0.044						30			0.428			1.546168841			2.138258737			0.0442																								15%			3772222.22222222


																																																																		20%			4188888.88888889


						Almidon 20%																																																												25%			3300000


						Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								2			0.375			0.342484711			0.6315144083			0.0320


						1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						5			0.275			0.5187147079			0.9564684243			0.0259


						2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						10			0.398			0.7232080063			1.3335377069			0.0358


						3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						15			0.566			1.0030701083			1.8495810341			0.0169																		4188888.88888889


									0.375			0.275			0.398			0.566			0.494			0.533						20			0.494			1.3242187977			2.4417535254			0.0375


						desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022						30			0.533			1.422309079			2.622624157			0.0219


						Almidon 25%


						Tiempos			5			10			15			20			30									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																								5			0.143			0.1194817212			0.2753934192			0.0032


						1			0.139			0.27			0.357			0.463			0.323									10			0.265			0.2006140217			0.4623952585			0.0076


						2			0.145			0.256			0.308			0.429			0.298									15			0.319			0.4734934257			1.0913549969			0.0339																		3300000


						3			0.144			0.268			0.292			0.394			0.348									20			0.429			0.6193542282			1.4275495606			0.0345


									0.143			0.265			0.319			0.429			0.323									30			0.323			0.7182203649			1.6554261189			0.0250


						desviación estandar			0.003			0.008			0.034			0.035			0.025			0.000
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															LICUOZYME			1/100=20


									Almidon 20%									66°C


									Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


									Replicas																								2			0.375			0.342484711			0.6315144083			0.032


									1			0.373			0.303			0.403			0.574			0.506			0.526						5			0.275			0.5187147079			0.9564684243			0.026


									2			0.344			0.27			0.36			0.578			0.452			0.558						10			0.398			0.7232080063			1.3335377069			0.036																		4188888.88888889


									3			0.408			0.252			0.431			0.547			0.524			0.516						15			0.566			1.0030701083			1.8495810341			0.017


												0.375			0.275			0.398			0.5663333333			0.494			0.5333333333						20			0.494			1.3242187977			2.4417535254			0.037


									desviación estandar			0.032			0.026			0.036			0.017			0.037			0.022						30			0.533			1.422309079			2.622624157			0.022


																		70°C


									Tiempos			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


									Replicas																								2			0.131			0.1396539598			0.2575107296			0.016


									1			0.142			0.276			0.16			0.27			0.39			0.265						5			0.268			0.2532613478			0.4669936644			0.011																		2516666.66666667						Temperatura			Actividad


									2			0.138			0.255			0.133			0.221			0.4			0.291						10			0.141			0.2959333911			0.5456774985			0.017																								66			4188888.88888889


									3			0.113			0.272			0.13			0.235			0.394			0.279						15			0.242			0.4638506523			0.8553034948			0.025																								70			2516666.66666667


												0.131			0.268			0.141			0.242			0.395			0.278						20			0.395			0.7176661825			1.3233190272			0.005																								80			5600000


									desviación estandar			0.016			0.011			0.017			0.025			0.005			0.013						30			0.278			0.7863847976			1.450030656			0.013


																		80°C


									Tiempos			2			7			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


									Replicas																								2			0.352			0.3236425101			0.5967708972			0.029																		5600000


									1			0.379			0.068			0.293			0.598			0.366			0.405						7			0.062			0.1645921669			0.3034947885			0.005


									2			0.356			0.058			0.301			0.517			0.399			0.432						10			0.291			0.5458696446			1.006539955			0.011


									3			0.322			0.06			0.28			0.541			0.299			0.307						15			0.552			0.979240266			1.8056407112			0.042


												0.352			0.062			0.291			0.552			0.355			0.381						20			0.355			0.9767464453			1.8010423053			0.051


									desviación estandar			0.029			0.005			0.011			0.042			0.051			0.066						30			0.381			1.7387472181			3.2061107705			0.066


															SPERIZYME			1/50=20			Almidón 10%


																																																																								T= 44°C


																		T= 44°C


									tiempo (min)			3			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						3			5			10			15			20			30


									replicas																								3			0.079			0.1934096507			0.1783159616			0.023


									1			0.058			0.157			0.184			0.205			0.257			0.387						5			0.158			0.3236425101			0.2983854486			0.021																		patron			0.356			0.129			0.159			0.165			0.255			0.302			0.293																		822222.222222222


									2			0.076			0.179			0.164			0.253			0.24			0.369						10			0.198			0.3912527605			0.3607193951			0.043																		inicial			0.087


									3			0.104			0.137			0.247			0.299			0.304			0.357						15			0.252			0.4810303061			0.443490701			0.047																								36.236			44.663			46.348			71.629			84.831			82.303


												0.079			0.158			0.198			0.252			0.267			0.371						20			0.267			0.5054143308			0.4659717964			0.033																					mg/ml			0.3624			0.4466			0.4635			0.7163			0.8483			0.8230


									desviación estandar			0.023			0.021			0.043			0.047			0.033			0.015						30			0.371			0.6783192335			0.6253832005			0.015


																																																																								T= 56°C


																		T= 56°C


									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


									replicas																								2			0.053			0.1496292427			0.1379521766			0.017


									1			0.041			0.101			0.13			0.295			0.3			0.565						5			0.111			0.2466111592			0.2273656244			0.010																		patron			0.389			0.102			0.222			0.171			0.314			0.345			0.502


									2			0.045			0.112			0.234			0.31			0.355			0.551						10			0.195			0.3851567543			0.3550991212			0.056																		inicial			0.201																																				1611111.11111111


									3			0.073			0.121			0.22			0.328			0.459			0.653						15			0.311			0.578566405			0.5334150828			0.017																								26.221			57.069			43.959			80.720			88.689			129.049																								Temperatura			Actividad


												0.053			0.111			0.195			0.311			0.371			0.590						20			0.371			0.6788734159			0.6258941345			0.081																								0.2622			0.5707			0.4396			0.8072			0.8869			1.2905																								44			822222.222222222


									desviación estandar			0.017			0.010			0.056			0.017			0.081			0.055						30			0.590			1.0424170573			0.9610668302			0.055																																																															56			1611111.11111111


																																																																								T=66°C																																				66			2372222.22222222


																		T= 66 °C																																																																																										70			2972222.22222222


																																																																																																												80			1922222.22222222


									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


									replicas																								2			0.018			0.1839885503			0.1696300838			0.004


									1			0.022			0.138			0.193			0.353			0.339			0.395						5			0.139			0.5863249583			0.5405681586			0.019																		patron			0.323			0.151			0.19			0.245			0.43			0.491			1.294


									2			0.018			0.121			0.167			0.349			0.333			0.407						10			0.175			0.7060283525			0.6509298999			0.015																		inicial			0.038																																				2372222.22222222


									3			0.015			0.159			0.166			0.253			0.36			0.463						15			0.318			1.1815168348			1.089311261			0.057																								46.749			58.824			75.851			133.127			152.012			400.619


												0.018			0.139			0.175			0.318			0.344			0.422						20			0.344			1.2668609213			1.167995095			0.014																								0.4675			0.5882			0.7585			1.3313			1.5201			4.0062


									desviación estandar			0.004			0.019			0.015			0.057			0.014			0.036						30			0.422			1.5262182753			1.4071122011			0.036


																		T= 70 °C																																																						T= 76 °C


									tiempo (min)			2			5			10			15			20			30						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]																		calculos de			distribución normal


									replicas																								2			0.102			0.2310940526			0.2130594727			0.012																																																									0.5			0.102			4.6935251799			0.2130594727


									1			0.112			0.269			0.431			0.585			0.039			0.137						7			0.202			0.3967945843			0.3658287349			0.075																		patron			0.359			0.063			0.129			0.176			0.244			0.308			0.513																		0.2			0.202			2.7335195531			0.3658287349																		2			0.25			-0.6744903658


									2			0.105			0.215			0.294			0.534			0.042			0.107						10			0.300			0.5597242041			0.5160433272			0.129																		inicial			0.026																																				0.1			0.300			1.9378217822			0.5160433272																		4			0.5833333333			0.2104286523


									3			0.089			0.121			0.174			0.553			0.033			0.121						15			0.557			0.9881071841			0.9109952994			0.026																								19.505			39.938			54.489			75.542			95.356			158.824																		0.0666666667			0.557			1.0977005048			0.9109952994																		5			0.75			0.6744903658


												0.102			0.202			0.300			0.557			0.038			0.122						20			0.038			0.2493820711			0.2299202943			0.005																								0.1950			0.3994			0.5449			0.7554			0.9536			1.5882																		0.05			0.038			5.7734513274			0.1732066217																		6			0.9166666667			1.3829958334


									desviación estandar			0.012			0.075			0.129			0.026			0.005			0.015						30			0.122			0.527581626			0.4864091559			0.015																																																									0.0333333333			0.122			2.3272294887			0.4296954833																		1			0.0833333333			-1.3829958334


																		T=80°C																																																						T=82°C																																																									3			0.4166666667			-0.2104286523


																																																																																																						2972222.22222222


									tiempo (min)			2			5			10			15			20									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		tiempo (min)						2			5			10			15			20			30


									replicas																								2			0.091			0.2133602164			0.1967095851			0.062


									1			0.034			0.137			0.212			0.379			0.457									7			0.144			0.3014752149			0.2779480891			0.038																		patron			0.534			0.039			0.03			0.03			0.053			0.231			0.24


									2			0.083			0.185			0.287			0.333			0.549									10			0.255			0.4849095828			0.4470672389			0.039																		inicial			0.046


									3			0.157			0.111			0.265			0.36			0.444									15			0.357			0.6555977559			0.604434907			0.023																								12.074			9.288			9.288			16.409			71.517			74.303


												0.091			0.144			0.255			0.357			0.483									20			0.483			0.8650786956			0.7975679542			0.057																								0.1207			0.0929			0.0929			0.1641			0.7152			0.7430																		1922222.22222222


									desviación estandar			0.062			0.038			0.039			0.023			0.057			0.000
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						Curva de calibración Agua pH =3.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.026


						0.2			0.061


						0.3			0.089


						0.4			0.121


						0.5			0.16


						0.6			0.2


						0.7			0.253


						0.8			0.298


						0.9			0.319


						1			0.36


						Curva de calibración Agua pH =3.5


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.044


						0.2			0.121


						0.3			0.168


						0.4			0.246


						0.5			0.323


						0.6			0.376


						0.7			0.454


						0.8			0.498


						0.9			0.592


						1			0.665


						Curva de calibración Agua pH = 4.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.053


						0.2			0.108


						0.3			0.175


						0.4			0.251


						0.5			0.31


						0.6			0.374


						0.7			0.438


						0.8			0.476


						0.9			0.553


						1			0.587


						Curva de calibración Agua pH = 4.5


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.054


						0.2			0.116


						0.3			0.177


						0.4			0.226


						0.5			0.314


						0.6			0.381


						0.7			0.456


						0.8			0.555


						0.9			0.58


						1			0.562


						Curva de calibración Agua pH = 5,0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.041


						0.2			0.094


						0.3			0.142


						0.4			0.193


						0.5			0.266


						0.6			0.315


						0.7			0.373


						0.8			0.427


						0.9			0.469


						1			0.534
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												Almidon 10%  gelatinizado a 30 min de RX dilucion 1/50=20


						tiempo (min)			2			5			10						15			20			30									tiempo (min)						2			5						10			15			20			30


						replicas


						1			0.013			0.059			0.15						0.171			0.25			0.286									patrón			0.312			0.179			0.14						0.105			0.152			0.808			0.212


																																				inicial			0.117


												Almidon 10% sin gelatinizar a 30 min de RX dilucion 1/50=20																														57.372			44.872						33.654			48.718			258.974			67.949									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			ED


																																																																					30			0.013			0.0275968634			0.0254432042			0.0002759686


						tiempo (min)			2			5			10						15			20			30																																										60			0.097			0.1771540588			0.163328956			0.0017715406


						replicas																														tiempo (min)						2			5						10			15			20			30						Jan-50			90			0.044			0.0827905903			0.0763296126			0.0008279059


						1			0.013			0.097			0.044						0.037			0.09			0.177																																										120			0.037			0.0703274907			0.0648391333			0.0007032749


																																				patrón			0.412			0.094			0.094						0.152			0.218			0.162			0.18									150			0.090			0.1646909591			0.1518384767			0.0016469096


												Almidon 10%  sin gelatinizar a 3h de RX dilucion 1/10=20																								inicial			0.048																														180			0.177			0.3195894829			0.2946487196			0.0031958948


																																										22.816			22.816						36.893			52.913			39.320			43.689


						tiempo (min)			30			60			90						120			150			180


						replicas																																																															Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			ED


						1			0.149			0.252			0.264						0.324			0.402			0.412									tiempo (min)						30			60						90			120			150			180									30			0.149			0.2697370844			0.2486868024			0.0026973708


																																																																					60			0.252			0.453122693			0.417760998			0.0045312269


																																				patrón			0.413			0.15			0.2						0.233			0.271			0.407			0.447						1-Oct			90			0.264			0.4744880066			0.4374589626			0.0047448801


																																				inicial			0.18																														120			0.324			0.5813145747			0.5359487853			0.0058131457


																																										36.320			48.426						56.416			65.617			98.547			108.232									150			0.402			0.7201891132			0.6639855548			0.0072018911


																																																																					180			0.412			0.7379935412			0.6804005253			0.0073799354


						Stargem			pH 3.0


																																																																																																			Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																																																																																	0.5			0.013			32.0404040404			0.0312105927


						30			0.117			0.3927362			0.3620870477			0.008																																																																																	0.2			0.097			6.1117533719			0.1636191677


						60			0.244			0.7529576			0.6941968187			0.004																																																																																	0.1			0.044			12.4881889764			0.080075662


						90			0.277			0.8487007			0.7824681			0.009																					205555.555555556																																																												0.0666666667			0.037			14.4840182648			0.0690416141


						120			0.346			1.0449266			0.9633805279			0.005																																																																																	0.05			0.090			6.5537190083			0.1525851198


						150			0.131			0.8651003			0.7975878343			0.024																																																																																	0.0333333333			0.177			3.451577802			0.2897225725


						180			0.178			1.1324225			1.0440482433			0.014


																																													pH						Actividad																																																			0.0186860004


																																													3						205555.555555556


																																													3.5						166666.666666667																																																			1038111.11111111


						Stargem			pH 3.5																																				4						177777.777777778


																																													4.5						444444.444444444


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																											5						177777.777777778


						30			0.238			0.4204412105			0.3876299784			0.017


						60			0.323			0.5555697281			0.5122130665			0.026																																																																											161111.111111111


						90			0.373			0.6348380317			0.5852952717			0.029																					166666.666666667


						120			0.457			0.7694345473			0.7093878752			0.026


						150			0.518			0.8662589182			0.7986560722			0.008


						180			0.255			0.8930186207			0.8233274475			0.017


						Stargem			pH 4.0


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						30			0.182			0.3290851778			0.3034033705			0.032


						60			0.292			0.5237469241			0.4828737142			0.027


						90			0.396			0.7089129755			0.6535894069			0.028																					177777.777777778


						120			0.376			0.6733041194			0.620759466			0.019


						150			0.421			0.7546110074			0.6957211644			0.080


						180			0.261			0.9371063945			0.8639746115			0.036


						Stargem			pH 4,5


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						30			0.068			0.1273170773			0.1173812526			0.007


						60			0.144			0.2583955366			0.2382303489			0.004


						90			0.281			0.4914872314			0.4531315679			0.036																					444444.444444444


						120			0.473			0.8203231922			0.7563051702			0.009


						140			0.592			1.0232098508			0.943358554			0.021


						180			0.801			1.3816809414			1.2738545607			0.021


						Stargem			pH 5.0


						Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						30			0.106			0.243179379			0.2242016603			0.008


						60			0.181			0.3910587312			0.3605405078			0.012


						90			0.229			0.485044275			0.4471914197			0.010																					177777.777777778


						120			0.307			0.6388388012			0.5889838211			0.006


						140			0.326			0.6769588119			0.6241289463			0.015


						180			0.364			0.7518843503			0.6932072956			0.011


												TEMPERATURA


									Stargem						30°C																					Stargem			30°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.107			0.1951359323			0.1799075242			0.010																											Temperatura			Actividad


						1			0.098			0.184			0.235						0.276			0.291			0.344									60			0.171			0.3039880441			0.2802648172			0.011																											30			127777.777777778


						2			0.107			0.165			0.198						0.249			0.289			0.323									90			0.207			0.3655379293			0.3370113493			0.025																					127777.777777778						37			166666.666666667


						3			0.117			0.164			0.188						0.248			0.259			0.325									120			0.258			0.4521636937			0.416876839			0.016																											47			200000


																																				140			0.280			0.4897775124			0.4515552753			0.018																											56			150000


									0.107			0.171			0.207						0.258			0.280			0.331									180			0.331			0.5769731831			0.5319461959			0.012


						desviacion			0.010			0.011			0.025			0.000			0.016			0.018			0.012


									Stargem						37°C																					Stargem			37°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.162			0.2891704792			0.266603615			0.007


						1			0.169			0.258			0.368						0.371			0.421			0.483									60			0.262			0.4601423825			0.424232871			0.004


						2			0.156			0.265			0.318						0.36			0.426			0.443									90			0.329			0.5746935577			0.5298444725			0.034																					166666.666666667


						3			0.162			0.264			0.302						0.378			0.388			0.453									120			0.370			0.6436522254			0.5934216057			0.009


																																				140			0.412			0.7154604248			0.6596258932			0.021


									0.162			0.262			0.329						0.370			0.412			0.460									180			0.460			0.7975269384			0.7352879361			0.021


						desviacion			0.007			0.004			0.034			0.000			0.009			0.021			0.021


									Stargem						47°C																					Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.202			0.3564194278			0.3286044557			0.019


						1			0.224			0.319			0.357						0.449			0.518			0.547									60			0.316			0.5513273976			0.5083018075			0.011


						2			0.192			0.325			0.354						0.433			0.499			0.543									90			0.345			0.6009092496			0.5540142917			0.019


						3			0.189			0.303			0.323						0.434			0.463			0.531									120			0.439			0.7616228387			0.7021857923			0.009																					200000


																																				140			0.493			0.8550874792			0.7883564523			0.028


									0.202			0.316			0.345						0.439			0.493			0.540									180			0.540			0.9354442737			0.8624422026			0.008


						desviacion			0.019			0.011			0.019			0.000			0.009			0.028			0.008


									Stargem						56°C																					Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.220			0.3877642767			0.3575031526			0.016


						1			0.23			0.305			0.4						0.35			0.316			0.456									60			0.317			0.5530371166			0.5098781			0.037


						2			0.202			0.358			0.403						0.421			0.452			0.52									90			0.398			0.6920942647			0.6380832282			0.006


						3			0.228			0.287			0.391						0.374			0.496			0.552									120			0.382			0.6641688538			0.6123371164			0.036																					150000


																																				140			0.421			0.7319877088			0.674863388			0.094


									0.220			0.317			0.398						0.382			0.421			0.509									180			0.509			0.8824429837			0.8135771332			0.049


						desviacion			0.016			0.037			0.006			0.000			0.036			0.094			0.049


												CONCENTRACIÓN


									Stargem						10%						47°C															Stargem			47°C																														Dobles recíprocos


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est


						Replicas																														30			0.202			0.3564194278			0.3286044557


						1			0.224			0.319			0.357						0.449			0.518			0.547									60			0.316			0.5513273976			0.5083018075


						2			0.192			0.325			0.354						0.433			0.499			0.543									90			0.345			0.6009092496			0.5540142917																								200000


						3						0.303			0.323						0.434			0.463			0.531									120			0.439			0.7616228387			0.7021857923																																																			200000


																																				140			0.493			0.8550874792			0.7883564523


									0.208			0.316			0.345						0.439			0.493			0.540									180			0.540			0.9354442737			0.8624422026


						desviacion			0.023			0.011			0.019			0.000			0.009			0.028			0.008


									Stargem						15%						47°C															Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						Replicas																														30			0.186			0.2197558864			0.3039092055			0.049																		0.5			0.186			3.2904564315			0.3039092055


						1			0.132			0.243			0.382						0.433			0.457			0.474									60			0.312			0.3629923476			0.5019966372			0.060																		0.2			0.312			1.9920452167			0.5019966372																					0.2296844136


						2			0.198			0.344			0.404						0.522			0.485			0.538									90			0.389			0.4515177998			0.6244220261			0.013																		0.1			0.389			1.6014809828			0.6244220261


						3			0.228			0.348			0.382						0.501			0.434			0.439									120			0.485			0.5609398179			0.7757461118			0.047																		0.0666666667			0.485			1.2890815497			0.7757461118																					12760245


																																				140			0.459			0.5305448129			0.7337116435			0.026																		0.05			0.459			1.3629332569			0.7337116435


									0.186			0.312			0.389						0.485			0.459			0.484									180			0.484			0.5590401301			0.7731189575			0.050																		0.0333333333			0.484			1.293462009			0.7731189575


						desviacion			0.049			0.060			0.013			0.000			0.047			0.026			0.050


									Stargem						20%						47°C															Stargem			47°C


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						Replicas																														30			0.154			0.1371764571			0.2529424128			0.026																		0.5			0.154			3.9534690486			0.2529424128


						1			0.161			0.34			0.463						0.488			0.554			0.352									60			0.374			0.3252455508			0.599726776			0.035																		0.2			0.374			1.6674259681			0.599726776																					0.1613319566


						2			0.125			0.41			0.47						0.579			0.547			0.262									90			0.466			0.4041775795			0.7452711223			0.004																		0.1			0.466			1.3417935702			0.7452711223


						3			0.175			0.371			0.465						0.479			0.607			0.252									120			0.515			0.4463506489			0.8230348886			0.055																		0.0666666667			0.515			1.2150153218			0.8230348886																					8962886.5


																																				140			0.569			0.4925130628			0.9081546868			0.033																		0.05			0.569			1.1011339968			0.9081546868


									0.154			0.374			0.466						0.515			0.569			0.289									180			0.289			0.5051649837			0.9314838167			0.055																		0.0333333333			0.289			1.0735559567			0.9314838167																											Concentracion			actividad


						desviacion			0.026			0.035			0.004			0.000			0.055			0.033			0.055


																																																																																																						10%			200000


									Stargem						25%						47°C															Stargem			47°C																																																															15%			12760245


																																																																																																						20%			8962886.5


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																																																						25%			16400647.2222222


						Replicas																														30			0.223			0.1573853361			0.3627574611			0.039																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]																											30%			8569421.11111111


						1			0.216			0.348			0.484						0.379			0.503			0.504									60			0.345			0.2405916624			0.5545397226			0.041																		0.5			0.223			2.7566628042			0.3627574611


						2			0.189			0.303			0.42						0.536			0.565			0.639									90			0.465			0.3228861385			0.7442202606			0.039																		0.2			0.345			1.803297328			0.5545397226


						3			0.265			0.384			0.492						0.411			0.542			0.54									120			0.442			0.3069287608			0.7074401009			0.083																		0.1			0.465			1.3436882237			0.7442202606																					0.2952116668


																																				140			0.537			0.3716701216			0.8566624632			0.031																		0.0666666667			0.442			1.4135472371			0.7074401009																														calculos de			distribución normal


									0.223			0.345			0.465						0.442			0.537			0.561									180			0.561			0.3883113868			0.8950189155			0.070																		0.05			0.537			1.1673209028			0.8566624632																					16400648.3333333


						desviacion			0.039			0.041			0.039			0.000			0.083			0.031			0.070


																																																																		0.0333333333			0.561			0.5620127569			1.7793190416																														1			0.0833333333			-1.3829958334


									Stargem						30%						47°C															Stargem			47°C																																																																		2			0.25			-0.6744903658


																																																																																																									3			0.4166666667			-0.2104286523


						Tiempos			30			60			90						120			150			180									Tiempo			Absorbancia			% ED			[Glucosa]			desv.est																																																									4			0.5833333333			0.2104286523


						Replicas																														30			0.145			0.0863218143			0.2387557797			0.028																																																									5			0.75			0.6744903658


						1			0.128			0.222			0.406						0.335			0.348			0.476									60			0.259			0.1512911376			0.4184531316			0.033																																																									6			0.9166666667			1.3829958334


						2			0.129			0.267			0.377						0.303			0.458			0.393									90			0.380			0.2206297428			0.610235393			0.024																		Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]


						3			0.177			0.287			0.358						0.37			0.521			0.437									120			0.336			0.1953638949			0.5403530895			0.034																		0.5			0.145			4.1883802817			0.2387557797


																																				140			0.442			0.2559639362			0.7079655317			0.088																		0.2			0.259			2.3897538925			0.4184531316


									0.145			0.259			0.380						0.336			0.442			0.435									180			0.435			0.2519745917			0.6969314838			0.042																		0.1			0.380			1.6387118994			0.610235393																					0.1542495758


						desviacion			0.028			0.033			0.024			0.000			0.034			0.088			0.042																																							0.0666666667			0.336			1.8506417736			0.5403530895


																																																																		0.05			0.442			1.4124981446			0.7079655317																					8569421.11111111


																																																																		0.0333333333			0.435			0.722990427			1.3831441782
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						Stargen 001 H2O pH=4.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.111


						0.2			0.286


						0.3			0.424


						0.4			0.497


						0.5			0.599


						0.6			0.668


						0.7			0.734


						0.8			0.834


						0.9			0.934


						1			0.962


						Dilusiónes


						1/10			1.754			1.81188			18.1188227542


						1/50			1.614			1.65814			82.9068745882																								Bradford  Octubre


						1/75			1.584			1.62519			121.8894135735


						1/100			1.111			1.10575			110.5754447617


						1/200			0.884			0.85647			171.2936525368																								0.1			0.087


																																							0.2			0.187


																																	0			0.4			0.3			0.279


						Licuozyme Buffer pH=4.0																																	0.4			0.313


																																							0.5			0.489


																																							0.6			0.538


						Concentracion			Absorbancia																														0.7			0.65


						0.1			0.116																														0.8			0.668


						0.2			0.25																														0.9			0.772


						0.3			0.41																														1			0.915


						0.4			0.351


						0.5			0.56


						0.6			0.647


						0.7			0.65


						0.8			0.773


						0.9			0.866


						1			0.891


						Diluciónes


						1/10			0.701			6.32362


						1/50			0.156			0.65245


						1/75			0.107			0.14256


						1/100			0.088			-0.05515


						1/200			0.032			-0.63788


						Sperizyme Buffer pH=4.0


						Concentracion			Absorbancia


						0.1			0.139


						0.2			0.268


						0.3			0.436


						0.4			0.618


						0.5			0.66


						0.6			0.749


						0.7			0.759


						0.8			0.817


						0.9			0.856


						1			0.964


						Dilusiónes


						1/10			1.668			1.78118


						1/50			0.826			0.78579


						1/75			0.846			0.80943


						1/100			0.564			0.47606


						1/200			0.408			0.29164








			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentracion (mg/ml)


Absorbancia


Proteina Stargen


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración (mg/ml)


Absorbancia


Proteina Licuozyme





			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentración (mg/ml)


Absorbancia


Proteina Sperizyme


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0


			0





Concentracion de proteina


Absorbancia 595nm


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





																																										P


									LICUOZYME																		SPERIZYME																		STARGEM


									amilasa																		Glucoamilasa																		amilsa+Glucoamilasa


									Almidón al 10% p/v,  gelatinizado a 66°C por 30  minutos a pH= 4.0																		Almidón al 10% p/v, gelatinizado a 66°C por 30  minutos a pH= 4.0																					Almidón al 10% p/v,  sin gelatinizar, a 37°C y pH =4.0


						pH			Actividad			Temperatura			Actividad


						3						66			4188888.88888889


						3.5			2702222.22222222			70			2516666.66666667


						4			4600000			80			5600000


						4.5			4872222.22222222


						5			7722222.22222222


						5.5			7333333.33333333


						6			7500000


									stargem


						3						183333.333333333


						3.5						155555.555555556


						4						177777.777777778


						4.5						444444.444444444


						5						177777.777777778


						3


						3.5			3227777.77777778


						4			2372222.22222222


						4.5			4088888.88888889


						5			3694444.44444444


						5.5			1555555.55555556


																																				novo


																																				[Sustrato]			Actividad


																																				10%			2388888.88888889


																																				15%			3438888.88888889


																																				20%			3988888.88888889


																																				25%			3038888.88888889


																																				genecor


																																				Concentracion			actividad


																																				10%			200000


																																				15%			12760245


																																				20%			8977225


																																				25%			16400647.2222222


																																				30%			8569421.11111111


									speri						lic									stargen


						30									Temperatura			Actividad						Temperatura			Actividad


						37									66			4188888.88888889						30			127777.777777778


						44			822222.222222222						70			2516666.66666667						37			166666.666666667


						47									80			5600000						47			200000


						56			1611111.11111111															56			150000


						66			2372222.22222222						30


						70			2972222.22222222						37									30			127777.777777778


						80			1922222.22222222						44									37			166666.666666667


															47									44


															56									47			200000


															66			4188888.88888889						56			150000


															70			2516666.66666667						66


															80			5600000						70


																								80








			2			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30			30





pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


pH 5.5


pH 6.0


Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


Producción de Glucosa en la sacarificación 
(Kit glucosa)


0.62925


0.46749


0.2349


0.9779874214


0.3450479233


0.2


1.26531


0.58824


0.51


0.927672956


0.5079872204


0.2657142857


0.78231


0.75851


1.1031


1.5628930818


0.6805111821


0.2542857143


0.76871


1.33127


2.2206


2.9245283019


1.089456869


0.2857142857


1.67347


1.52012


1.679


2.4622641509


1.357827476


0.2857142857


3.65306


4.00619


3.255


3.2106918239


2.5495207668


0.5485714286





			4


			4.5


			5


			5.5


			6





pH


Actividad (U/ml)


pH Licuozyme


4600000


4994444.44444444


7894444.44444444


7661111.11111111


7727777.77777778





			3


			3.5


			4


			4.5


			5





pH


Actividad (U/ml)


pH Stargem 001


205555.555555556


166666.666666667


177777.777777778


444444.444444444


177777.777777778





			30			30			30			30			30


			60			60			60			60			60


			90			90			90			90			90


			120			120			120			120			120


			150			150			150			150			150


			180			180			180			180			180





pH 3.0


pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


Tiempo (min)


[Glucosa] (mg/ml)


Stargem producción de glucosa (kit glucosa)


0.8610169492


0.5598802395


0.6587537092


0.313559322


0.498489426


0.9423728814


0.8652694611


0.7181008902


0.5367231638


0.586102719


0.9355932203


0.9131736527


0.8367952522


0.6355932203


0.5407854985


1.3559322034


0.9401197605


0.8516320475


0.709039548


0.6586102719


1.5389830508


0.9700598802


0.9643916914


1.0338983051


0.746223565


1.3288135593


1.754491018


1.0623145401


1


0.7975830816





			0.1


			0.15


			0.2


			0.25





[Sustrato] (%w/v)


Actividad (U/ml)


[susutrato]


2394444.44444444


3772222.22222222


4188888.88888889


3300000





			0.1


			0.15


			0.2


			0.25





[Sustrato] (%p/v)


Actividad (U/ml)


[susutrato]


2394444.44444444


3772222.22222222


4188888.88888889


3300000





			30


			37


			47


			56





Temperatura °C


Actividad (U/ml)


Temperatura, Stargem 001


127777.777777778


166666.666666667


200000


150000





			0.1


			0.15


			0.2


			0.25


			0.3





[sustrato] (%w/v)


Actividad (U/ml)


[Sustrato]


200000


12760245


8962886.5


16400647.2222222


8569421.11111111





			3.5


			4


			4.5


			5


			5.5





pH


Actividad (U/ml)


pH Spirizyme


3227777.77777778


2372222.22222222


4088888.88888889


1005555.55555556


1555555.55555556





			44


			56


			66


			70


			80





Temperatura °C


Actividad (U/ml)


Temperatura, Spirizyme


822222.222222222


1611111.11111111


2372222.22222222


2972222.22222222


1922222.22222222





			66


			70


			80





Temperatura °C


Actividad (U/ml)


Temperatura, Licuozyme


4188888.88888889


2516666.66666667


5600000





			3			2			2			2			2


			5			5			5			7			7


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			0.7430340557





44°C


56°C


66°C


76°C


82°C


Temperatura °C


[Glucosa] (mg/ml)


Temperatura (Kit)


0.3623595506


0.2622107969


0.4674922601


0.1950464396


0.1207430341


0.4466292135


0.5706940874


0.5882352941


0.399380805


0.092879257


0.4634831461


0.4395886889


0.7585139319


0.5448916409


0.092879257


0.7162921348


0.8071979434


1.3312693498


0.7554179567


0.1640866873


0.8483146067


0.8868894602


1.520123839


0.9535603715


0.7151702786


0.8230337079


1.2904884319


4.0061919505


1.5882352941





			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30





0.2520% w/w


0.2520% w/w


0.0280% w/w


0.0130% w/w


0.0105% w/w


Tiempo (min)


ED


Licuozyme, Relación E/S


0.0175731233


0.0103909196


0.0007813972


0.0009476519


0.0009144009


0.0164259658


0.0106569272


0.0019451802


0.0007315207


0.0032752179


0.0132172498


0.002892832


0.0083958631


0.0018121764


0.0008312736


0.0105239234


0.002044933


0.011355197


0.0020781839


0.0017955509


0.0098090281


0.0028429556


0.0175066214


0.0021280603


0.004089866


0.0094931442


0.0024106934


0.0254868477


0.0039901131


0.0056360348





			2			2			2			2			5


			5			5			5			5			10


			10			10			10			10			15


			15			15			15			15			20


			20			20			20			20			30


			30			30			30			30





0.066% w/w


0.0631% w/w


0.0280% w/w


0.0130% w/w


0.0105% w/w


Tiempo (min)


ED


Spirizyme Relación E/S


0.0036243528


0.0011139066


0.0007980226


0.0074482112


0.0006816443


0.0053700273


0.0059020424


-0.000598517


0.0082296083


0.0032419669


0.0059519188


0.0061347989


-0.0002660075


0.0103244177


0.0003823858


0.0076975933


0.009027631


0.0012801613


0.0104075451


0.0008977755


0.0053367763


0.0125854819


0.0002660075


0.0148299205


0.0065504357


0.0075147131


0.0159438271


-0.0007148953


0.0177227525





			2			2			2			5


			5			5			5			10


			10			10			10			15


			15			15			15			20


			20			20			20			30


			30			30			30





10%


15%


20%


25%


Tiempo (min)


ED


[Sustrato]


0.0035118846


0.0192873015


0.0320468407


0.0032145503


0.0190350554


0.0061101009


0.0258650343


0.0075718778


0.01530795


0.0309246396


0.0357631095


0.0338673884


0.0566156633


0.0236290781


0.0168621865


0.0345012077


0.0141774469


0.0360555128


0.037469988


0.025


0.0362950869


0.0442379927


0.0219393102





			30			30


			60			60


			90			90


			120			120


			150			150


			180			180





5.75e-3% w/w


0.023% w/w


Tiempo (min)


ED


Stargem 001, Relacion E/S


0.0002759686


0.0026973708


0.0017715406


0.0045312269


0.0008279059


0.0047448801


0.0007032749


0.0058131457


0.0016469096


0.0072018911


0.0031958948


0.0073799354





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0


			0			0





Liquozyme SC DS


Sperizyme fuel


Stargen 001


pH


Actividad (U/ml)


Actividad enzimática en función del pH


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0


			0			0			0





Licuozyme SC DS


Sperizyme fuel


Stargen 001


Temperatura (°C)


Actividad (U/ml)


Actividad enzimática en función a la temperatura


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0


0





			0			0


			0			0


			0			0


			0			0


			0





Genecor International


Novozymes


Concentración de sustrato (%p/v)


Actividad (U/ml)


Actividad enzimática en funcion de la concentración de sustrato


0


0


0


0


0





			2			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30			30





pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


pH 5.5


pH 6.0


tiempo (min)


ED


pH Licuozyme


0.0194092372


0.4664863437


0.246918289


0.2190265497


0.425480147


0.3705056831


0.0809769998


0.7214102386


0.3938245394


0.6265031131


0.7992441083


0.786302482


0.134443741


1.1747314257


0.6955974776


1.263114172


1.4617291117


1.5436093714


0.1838599715


1.8142578926


1.187118292


2.3004421056


2.2842089902


2.2162491301


0.2033024228


2.2088357473


1.6575077639


3.0299199162


2.8757253125


2.8756089074


0.2211246699


2.9059971817


2.9876244554


4.4437688293


4.6389219461


4.2736604036





			2			2			2			2			2


			5			5			5			5			5


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30			30





pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


pH 5.5


Tiempo (min)


%ED


pH Sperizyme


0.2374348916


0.1839885503


0.9621882221


0.1413217167


0.1068181552


0.3410428443


0.5863249583


1.0028030483


0.6138681809


0.3345287035


0.4640772881


0.7060283525


0.2216190139


0.6663031496


0.4048998934


1.129974234


1.1815168348


0.6492241652


0.80970963


0.7202424895


1.6771537341


1.2668609213


0.8239445496


0.7215702478


1.7710484413


1.5251099105


1.8492773317


0.9970800949





			30			30			30			30			30


			60			60			60			60			60


			90			90			90			90			90


			120			120			120			120			120


			150			150			150			140			140


			180			180			180			180			180





pH 3.0


pH 3.5


pH 4.0


pH 4.5


pH 5.0


Tiempo (min)


% ED


pH Stargem


0.3927361791


0.4204412105


0.3290851778


0.1273170773


0.243179379


0.7529576324


0.5555697281


0.5237469241


0.2583955366


0.3910587312


0.8487007028


0.6348380317


0.7089129755


0.4914872314


0.485044275


1.0449265997


0.7694345473


0.6733041194


0.8203231922


0.6388388012


0.8651002585


0.8662589182


0.7546110074


1.0232098508


0.6769588119


1.1324224948


0.8930186207


0.9371063945


1.3816809414


0.7518843503





			3			2			2			2			2


			5			5			5			7			7


			10			10			10			10			10


			15			15			15			15			15


			20			20			20			20			20


			30			30			30			30





44°C


56°C


66°C


70°C


80°C


Temperatura °C


% ED


Temperatura


0.1934096507


0.1496292427


0.1839885503


0.2310940526


0.2133602164


0.3236425101


0.2466111592


0.5863249583


0.3967945843


0.3014752149


0.3912527605


0.3851567543


0.7060283525


0.5597242041


0.4849095828


0.4810303061


0.578566405


1.1815168348


0.9881071841


0.6555977559


0.5054143308


0.6788734159


1.2668609213


0.2493820711


0.8650786956


0.6783192335


1.0424170573


1.5262182753


0.527581626





			2			2			2


			5			5			7


			10			10			10


			15			15			15


			20			20			20


			30			30			30





66°C


70°C


80°C


Temperatura °C


% ED


Temperatura


0.342484711


0.1396539598


0.3236425101


0.5187147079


0.2532613478


0.1645921669


0.7232080063


0.2959333911


0.5458696446


1.0030701083


0.4638506523


0.979240266


1.3242187977


0.7176661825


0.9767464453


1.422309079


0.7863847976


1.7387472181





			30			30			30			30			30


			60			60			60			60			60


			90			90			90			90			90


			120			120			120			120			120


			140			140			140			140			140


			180			180			180			180			180





10%


15%


20%


25%


30%


[sustrato] (%p/v)


ED


[Sustrato]


0.3564194278


0.2197558864


0.1371764571


0.1573853361


0.0863218143


0.5513273976


0.3629923476


0.3252455508


0.2405916624


0.1512911376


0.6009092496


0.4515177998


0.4041775795


0.3228861385


0.2206297428


0.7616228387


0.5609398179


0.4463506489


0.3069287608


0.1953638949


0.8550874792


0.5305448129


0.4925130628


0.3716701216


0.2559639362


0.9354442737


0.5590401301


0.5051649837


0.3883113868


0.2519745917





			30			30			30			30


			60			60			60			60


			90			90			90			90


			120			120			120			120


			140			140			140			140


			180			180			180			180





30 °C


37°C


47°C


56 °C


Tiempo (min)


% ED


Temperatura


0.1951359323


0.2891704792


0.3564194278


0.3877642767


0.3039880441


0.4601423825


0.5513273976


0.5530371166


0.3655379293


0.5746935577


0.6009092496


0.6920942647


0.4521636937


0.6436522254


0.7616228387


0.6641688538


0.4897775124


0.7154604248


0.8550874792


0.7319877088


0.5769731831


0.7975269384


0.9354442737


0.8824429837





			


						18-May						Stargem 001


																														1			2			3			4			5


						Solución de almidón al 25%(62,5gr) a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (50ul)


						Temperatura 56°C y 390 RPM toma de muestras cada dos horas																								1,0/3			1,/4			1,/6


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados												1.2644894


			Horas			Replica 1			Replica 2			Replica 3			Promédio			Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED						1.6432943


			2			0.375			0.397			0.361			0.378			0.185			0.336			1.087			323.5119			3.23512						2.038584			0.8845			0.008845						2.4684252


			4			0.543			0.451			0.512			0.502						0.328			1.379			420.4268			4.20427						2.626542			1.1395			0.011395						3.1699679


			6			0.516			0.556			0.502			0.525						0.333			0.701			631.5315			6.31532						2.733730			1.1861			0.011861						4.2113221


			8			0.543			0.501			0.446			0.497						0.354			0.957			811.0169			8.11017						2.601321			1.1286			0.011286						3.0945275


			10			0.525			0.502			0.581			0.536						0.297			0.8			1077.4411			10.77441						3.716431			1.6124			0.016124						2.1368910


			12			0.419			0.453			0.491			0.454						0.338			0.669			791.7160			7.91716						3.201509			1.3890			0.013890						2.7276248


			14 Nuevo mon			0.545			0.656			0.627			0.609			3-Jun			0.304			0.277			546.7105			5.46711			3-Jun			3.134108			1.3598			0.013598						2.8842214


			16			0.588			0.529			0.706			0.608						0.325			0.378			697.8462			6.97846						3.126226			1.3563			0.013563						3.3920140


			18			0.516			0.403			0.578			0.499						0.335			0.412			737.9104			7.37910						2.612355			1.1334			0.011334						4.8594482


			20			0.278			0.346			0.356			0.327						0.345			0.499			867.8261			8.67826						2.396549			1.0398			0.010398						5.4950787


			22			0.34			0.285			0.228			0.284						0.319			0.661			1243.2602			12.43260						2.129630			0.9240			0.009240						0.0000000


			24			0.303			0.405			0.393			0.367						0.306			0.717			1405.8824			14.05882						1.988143			0.8626			0.008626


						2			7.795


						4			10.346


						6			10.811


						8			13.633


						10			14.709


						12			15.582


						14			12.548


						16			12.514


						18			10.284


						20			8.983


						22			7.825


						24			7.576


												Licuozyme


						Solución de almidón al 20%(20gr) a pH=6,0 con adición de 0,028% p/p de E/S (20ul)


						Temperatura 86°C y 390 RPM


																											1			2			3			4			5


			Tiempo			Abs DNS												5-Jun						Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			15			0.174																		1.239214			672.0539			6.720539


			20			0.254																		1.795929			973.9734			9.739734


			25			0.337																		2.373521			1287.2149			12.872149


			30			0.42																		2.951113			1600.4563			16.004563


			35			0.312																		2.199548			1192.8650			11.928650


			Tiempo			Abs DNS												17-Jun						Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			15			0.261																		1.390571			754.1383			7.541383


			30			0.487																		2.570111			1393.8302			13.938302


			40			0.331																		2.331768			1264.5709			12.645709


			45			0.382																		2.686674			1457.0446			14.570446


			50			0.363																		2.554454			1385.3387			13.853387


			55			0.388																		2.728427			1479.6885			14.796885


			60			0.397																		2.791058			1513.6545			15.136545


																		18-Jun


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			15			0.127																		0.912143			494.6762			4.946762


			30			0.263																		1.858559			1007.9393			10.079393


			45			0.42																		2.951113			1600.4563			16.004563


			60			0.195																		1.385351			751.3078			7.513078


			75			0.431																		3.027662			1641.9703			16.419703


			90			0.305																		2.150835			1166.4471			11.664471


			105			0.187																		1.329680			721.1158			7.211158


			120			0.164																		1.169624			634.3140			6.343140


			135			0.137																		0.981733			532.4161			5.324161


																		19-Jun			Licuozyme


			Tiempo			Abs DNS												Licuozyme 0,168 % =20uL						Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.221																		1.181802366			640.918459608			6.4091845961


			15			0.386																		2.0429714683			1107.9501650488			11.0795016505


			20			0.528																		2.784098817			1509.8804812464			15.0988048125


			25			0.535																		2.8206332637			1529.6939475378			15.2969394754


			30			0.513																		2.7058107168			1467.423053479			14.6742305348


			35			0.435																		2.2987125957			1246.6444290888			12.4664442909


			40			0.375																		1.9855601949			1076.8147180194			10.7681471802


			45			0.415																		2.1943284621			1190.034525399			11.900345254


			50			0.48																		2.5335768963			1374.0167123909			13.7401671239


																		Licuozyme 0,168 % =40uL


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.224																		0.8077592206			438.0663047195			4.3806630472


			15			0.271																		0.9712943633			526.7551538336			5.2675515383


			20			0.249																		0.8947459986			485.241224461			4.8524122446


			25			0.176																		0.6407446068			347.4904588159			3.4749045882


			30			0.191																		0.6929366736			375.7954106608			3.7579541066


			35			0.136																		0.501565762			272.0105872295			2.7201058723


			40			0.115																		0.4284968685			232.3836546466			2.3238365465


			45			0.091																		0.3449895616			187.0957316948			1.8709573169


			50			0.103																		0.386743215			209.7396931707			2.0973969317


																		3-Jul


						Solución de almidón al 20%(40gr) a pH=5,0 con adición de 0,028% p/p de E/S (40ul)


						Temperatura 86°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.018																		0.1775048052			48.1329804144			0.4813298041


			15			0.14																		1.0302044382			279.3547476088			2.7935474761


			20			0.207																		1.4984903023			406.337193527			4.0633719353


			25			0.276																		1.9807548489			537.110160219			5.3711016022


			30			0.368																		2.6237742443			711.4741158082			7.1147411581


			40			0.402																		2.8614118469			775.9129689607			7.7591296896


			50			0.402																		2.8614118469			775.9129689607			7.7591296896


			60			0.337																		2.4071046654			652.7210438162			6.5272104382


			70			0.278																		1.9947335314			540.9006809926			5.4090068099


																		4-Jul			Stargem 001


									Solución de almidón al 25%(50gr) a 200ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (40ul)																														1			2			3			4			5


									Temperatura 46°C y 390 RPM toma de muestras cada una hora


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


			Horas			Replica 1			Replica 2			Replica 3			Promédio			Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


			1			0.373			0.34						0.357			0.07			0.339			0.493			145.4277			1.454277						1.2081			262.0746			2.6207


			2			0.461			0.455						0.458						0.346			0.624			180.3468			1.803468						1.5281			331.4892			3.3149


			3			0.443			0.446						0.445						0.331			0.967			279.4798			2.794798						1.4855			322.2567			3.2226


			4			0.392			0.361						0.377						0.32			1.005			303.6254			3.036254						1.2712			275.7524			2.7575


			5			0.392			0.415						0.404						0.332			0.39			365.6250			3.656250						1.3563			294.2173			2.9422


			6			0.485			0.497						0.491						0.323			0.356			321.6867			3.216867						1.6321			354.0575			3.5406


									Solución de almidón al 25%(75.0015gr) a 300ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (60ul)


									Temperatura 4°C y 390 RPM


			10-Jul-11			0.223			0.246						0.235			31-Dec			0.417			1.094			1574.1007194245			15.7410071942						1.1931368222			258.826157793			2.5882615779


			12			0.27			0.297						0.284						0.417			1.113			1601.4388489209			16.0143884892						1.4248518285			309.0918973707			3.0909189737


			14			0.285			0.27						0.278						0.417			1.215			1748.2014388489			17.4820143885						1.3964785624			302.936908851			3.0293690885


			16			0.309			0.322						0.316						0.417			0.783			1126.618705036			11.2661870504						1.5761759142			341.9185028092			3.4191850281


			18			0.311			0.356						0.334						0.417			1.221			1756.8345323741			17.5683453237						1.6612957125			360.3834683683			3.6038346837


			20			0.488			0.538						0.513						0.417			1.661			2389.928057554			23.8992805755						2.510129256			544.5202082498			5.4452020825


			22			0.584			0.529						0.557						0.417			1.314			1890.6474820144			18.9064748201						2.7158354351			589.1438750177			5.8914387502


			24			0.592			0.613						0.603						0.417			1.404			2020.1438848921			20.2014388489						2.9333638083			636.3321203356			6.3633212034


			36			0.636			0.664						0.650						0.417			1.708			2457.5539568345			24.5755395683						3.1579854981			685.0591127833			6.8505911278


																		7-Jul


						Solución de almidón al 20%(40gr) a pH=5,0 con adición de 0,0631% p/p de E/S (40ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados															[Glucosa]


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						10			1.8205486633


			10			0.255																		1.8339786825			497.3042980469			4.9730429805						15			2.3517385986


			15			0.331																		2.3651686179			641.3425251252			6.4134252513						20			3.1555128429


			20			0.446																		3.1689428621			859.2951055727			8.5929510557						25			3.9383190634


			25			0.558																		3.9517490826			1071.5619665303			10.7156196653						30			4.1794513367


			30			0.474																		3.3646444173			912.3618208121			9.1236182081						35			4.5638651057


			35			0.518																		3.6721754325			995.7523733311			9.9575237333						40			4.7822820199


			40			0.543																		3.8469089638			1043.1333690806			10.4313336908


			50			0.489																		3.4694845361			940.7904182618			9.4079041826


			60			0.462																		3.2807723222			889.6189428524			8.8961894285


																																													2844444.44444444


						Solución de almidón al 20%(20gr) a pH=5,0 con adición de 0,128% p/p de E/S (20ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


			10			0.347																		2.4769980779			1343.3327248097			13.4333272481


			15			0.419																		2.9802306483			1616.2472603266			16.1624726033


			20			0.445																		3.1619535209			1714.7997314854			17.1479973149


			25			0.495																		3.5114205836			1904.3237144833			19.0432371448


			30			0.471																		3.3436763935			1813.3522026443			18.1335220264


						Solución de almidón al 20%(40gr) a pH=5,0 con adición de 0,0631% p/p de E/S (40ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


			Tiempo			Abs DNS																		Resultados												0.1			0.049


			Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						0.2			0.113


			25			0.487			0.53			0.509												3.2403181699			878.6588670389			8.7865886704						0.3			0.195


			30			0.346			0.43			0.388												2.3134183539			627.3166532705			6.2731665327						0.4			0.206


			35			0.453			0.34			0.397												3.0168104128			818.0515247117			8.1805152471						0.5			0.332


			40			0.288			0.426			0.357												1.9321404155			523.9276575361			5.2392765754						0.6			0.413


																																				0.7			0.48


																																				0.8			0.571


																																				0.9			0.643


									CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO																											1			0.722


						Solución de almidón al 20%(60gr) a pH=5,0 con adición de 0,0631% p/p de E/S (60ul)


						Temperatura 80°C y 390 RPM


												LIQUOZYME


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


			Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED									Tiempo			[Glucosa]


			25			0.558			0.537			0.548						0			0.332			0.084			25.3012			0.253012						3.87836			701.11557			7.01116						240000			25			3.86493


			35			0.516			0.429			0.473									0.332			0.184			55.4217			0.554217						3.35416			606.35255			6.06353									35			3.34073


			45			0.387			0.463			0.425									0.332			0.192			57.8313			0.578313						3.02217			546.33597			5.46336									45			3.00874


			55			0.364			0.351			0.358									0.332			0.273			82.2289			0.822289						2.55039			461.04925			4.61049									55			2.53696


												SPIRIZYME


			1			0.34			0.566			0.453						0.07			0.334			1.359			406.8862			4.068862						3.62594			655.48398			6.55484


			2			0.276			0.256			0.266									0.334			1.42			425.1497			4.251497						2.12874			384.82618			3.84826


			3			0.34			0.238			0.289									0.334			0.939			281.1377			2.811377						2.31289			418.11564			4.18116


			4			0.364			0.35			0.357									0.334			1.697			1524.2515			15.242515						2.85733			516.53666			5.16537


			5			0.276			0.166			0.221									0.334			1.507			1353.5928			13.535928						1.76845			319.69463			3.19695


			6			0.262			0.184			0.223									0.334			2.68			3209.5808			32.095808						1.78447			322.58936			3.22589


			7			0.221			0.19			0.206									0.334			1.365			1634.7305			16.347305						1.64436			297.26042			2.97260


			8			0.282			0.493			0.388									0.334			2.043			2446.7066			24.467066						3.10152			560.68138			5.60681


									CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS GENECOR


																		4-Jul			Stargem 001


									Solución de almidón al 25%(50gr) a 200ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (40ul)																														1			2			3


									Temperatura 46°C y 390 RPM toma de muestras cada una hora


			Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


			Horas			Replica 1			Replica 2			Replica 3			Promédio			Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


			1			0.373			0.34						0.357			0.07			0.339			0.493			145.4277			1.454277						1.2081			251.4332			2.5143


			2			0.461			0.455						0.458						0.346			0.624			180.3468			1.803468						1.5281			318.0293			3.1803


			3			0.443			0.446						0.445						0.331			0.967			279.4798			2.794798						1.4855			309.1717			3.0917


			4			0.392			0.361						0.377						0.32			1.005			303.6254			3.036254						1.2712			264.5556			2.6456


			5			0.392			0.415						0.404						0.332			0.39			365.6250			3.656250						1.3563			282.2708			2.8227


			6			0.485			0.497						0.491						0.323			0.356			321.6867			3.216867						1.6321			339.6812			3.3968


			10-Jul						Solución de almidón al 25%(75.015gr) a 300ml a pH=4.5 con adición de 0,023% p/p de E/S (60ul)


									Temperatura 4°C y 390 RPM


			10-Jul-11			0.223			0.246						0.235			31-Dec			0.417			1.094			1574.10072			15.74101						1.19314			172.51584			1.72516


			12			0.27			0.297						0.284						0.417			1.113			1601.43885			16.01439						1.42485			206.01955			2.06020


			14			0.285			0.27						0.278						0.417			1.215			1748.20144			17.48201						1.39648			201.91706			2.01917


			16			0.309			0.322						0.316						0.417			0.783			1126.61871			11.26619						1.57618			227.89953			2.27900


			18			0.311			0.356						0.334						0.417			1.221			1756.83453			17.56835						1.66130			240.20701			2.40207


			20			0.488			0.538						0.513						0.417			1.661			2389.92806			23.89928						2.51013			362.93999			3.62940


			22			0.584			0.529						0.557						0.417			1.314			1890.64748			18.90647						2.71584			392.68308			3.92683


			24			0.592			0.613						0.603						0.417			1.404			2020.14388			20.20144						2.93336			424.13554			4.24136


			36			0.636			0.664						0.650						0.417			1.708			2457.55396			24.57554						3.15799			456.61363			4.56614


																		24-Jul


						CURVA DE CALIBRACIÓN																														ADICION ESTANDAR						0.039


																																				SIN			CON


						0.1			0.039																								0			0.038			0.038


						0.2			0.094																					0.25			0.1			0.073			0.139


						0.3			0.153																					0.6			0.2			0.198			0.243


						0.4			0.215																					1.5			0.3			0.277			0.323


						0.5			0.278


						0.6			0.337


						0.7			0.395


						0.8			0.461


						0.9			0.52


						1			0.578


												LICUOZYME			1/50: 60			se peso 60,005 gr						en 300 ml


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.603																		4.0327597617			861.14878534			8.6114878534


						30			0.545																		3.6489080079			779.1817228148			7.7918172281


						60			0.284																		1.9215751158			410.3299414515			4.1032994145


						90			0.136																		0.9420913302			201.1726094907			2.0117260949


						120			0.084																		0.5979483786			127.6848982612			1.2768489826


												ESPIRIZYME			1/50:60


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						0			0												0.263			0.345			0.263			76.2319			0.762319						0.03335			6.02801			0.06028


						30			0															0.345			0.406			117.6812			1.176812						0.03335			6.02801			0.06028


						60			0															0.345			0.515			149.2754			1.492754						0.03335			6.02801			0.06028


						90			0															0.345			0.703			203.7681			2.037681						0.03335			6.02801			0.06028


						120																		0.345			0.763			221.1594			2.211594


						150																		0.345			0.916			265.5072			2.655072


						CURVA DE CALIBRACIÓN


						0.1			0.037																					Actividad


						0.2			0.092


						0.3			0.149


						0.4			0.208


						0.5			0.266


						0.6			0.318


						0.7			0.382


						0.8			0.43


						0.9			0.489


						1			0.542


																		25-Jul


												LICUOZYME			1/100: 60			se peso 60,004 gr (20%)						pH 5,0			en 300 ml


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.318																		2.1465916612			458.3795987938			4.5837959879


						30			0.412																		2.7686962277			591.2227690933			5.9122276909


						60			0.445																		2.9870946393			637.8592012197			6.3785920122


						90			0.269																		1.8223031105			389.1315632122			3.8913156321


						120			0.184																		1.2597617472			269.0074198564			2.6900741986


												ESPIRIZYME			1/50:40						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.32												0.206			0.304			0.206			67.7632			0.677632						2.30365			416.44590			4.16446


						30			0.301															0.304			1.92			631.5789			6.315789						2.16885			392.07734			3.92077


						60			0.315															0.304			2.213			727.9605			7.279605						2.26818			410.03312			4.10033


						90			0.338															0.304			1.682			1659.8684			16.598684						2.43136			439.53190			4.39532


						120			0.29															0.304			1.484			1464.4737			14.644737						2.09081			377.96922			3.77969


						150			0.28															0.304			1.323			1305.5921			13.055921						2.01987			365.14366			3.65144


																		27-Jul


												LICUOZYME			1/50: 60			se peso 45,004 gr (15%)						pH 5,0			en 300 ml


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados												Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.331												0.549						2.2326273991			538.1121713843			5.3811217138						3.6753805427			885.8473228939			8.8584732289


						25			0.499												0.574						3.3444738584			806.0915541991			8.060915542						5.7402382528			1383.5233195499			13.8352331955


						30			0.515												0.547						4.3024487095			1036.9845045707			10.3698450457						5.4722038385			1318.9211469071			13.1892114691


						60			0.501												0.483						3.3577101257			809.2817849469			8.0928178495						4.8368630046			1165.7900710129			11.6579007101


						120			0.173												0.453						1.1869622766			286.0839423085			2.8608394231						3.0400397088			732.7162469998			7.32716247


												ESPIRIZYME			1/50:60						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						0			0.288												0.3			0.313			0.175			55.9105			0.559105						2.07662			375.40411			3.75404


						10			0.285															0.313			0.495			158.1470			1.581470						3.06634			554.32066			5.54321


						20			0.15															0.313			0.92			293.9297			2.939297						1.62966			294.60309			2.94603


						30			0.292															0.313			1.082			1037.0607			10.370607						3.14083			567.78749			5.67787


						60			0.228															0.313			1.985			1902.5559			19.025559						2.45974			444.66213			4.44662


						90			0.177															0.313			2.809			2692.3323			26.923323						1.91699			346.54660			3.46547


						120			0.174															0.313			2.908			2787.2204			27.872204						1.88507			340.77510			3.40775


																		28-Jul


												LICUOZYME			1/100 : 20			se peso 10,002 gr (10%)						Buffer pH 4,5			en 100 ml			t: 86


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados												Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED						[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.304																		1.2179343475			132.0755134716			1.3207551347						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						10			0.351																		1.7842488418			193.4879186495			1.9348791865						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						15			0.511																		2.5784248842			279.610137633			2.7961013763						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						20			0.371																		2.4973527465			270.8184944451			2.7081849445						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


						30			0.557																		3.7283256122			404.3079338695			4.0430793387						0.0420251489			10.1289826242			0.1012898262


												ESPIRIZYME			1/50:20						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS									t: 66


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.184												0.3			0.317			0.885			279.1798			2.791798						1.47414			266.48938			2.66489


						10			0.194															0.317			0.502			158.3596			1.583596						1.55420			280.96306			2.80963


						15			0.304															0.317			0.643			202.8391			2.028391						2.43491			440.17353			4.40174


						20			0.382															0.317			0.634			600.0000			6.000000						3.05941			553.06823			5.53068


						30			0.423															0.317			1.023			968.1388			9.681388						3.38767			612.41031			6.12410


																		28-Jul


												LICUOZYME			1/100 : 20			se peso 10,002 gr (10%)						Buffer pH 4,5			en 100 ml			t: 66


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1																		[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.508																		1.0177742194			110.3697033428			1.1036970334


						10			0.485																		1.6469225678			178.595951617			1.7859595162


						15			0.369																		1.8735936466			203.1766682852			2.0317666829


						20			0.532																		2.6826604897			290.9136788746			2.9091367887


						30			0.486																		3.2584381205			353.3522876376			3.5335228764


												ESPIRIZYME			1/50:20						pH 4,5			se midio con blanco sin sustrato DNS									t: 66


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.161												0.119			0.337			0.123			36.4985			0.364985						1.28999			233.19992			2.33200


						10			0.215															0.337			0.155			45.9941			0.459941						1.72234			311.35779			3.11358


						15			0.352															0.337			0.304			90.2077			0.902077						2.81922			509.64719			5.09647


						20			0.413															0.337			0.342			304.4510			3.044510						3.30761			597.93664			5.97937


						30			0.46															0.337			0.354			315.1335			3.151335						3.68391			665.96293			6.65963


																		24-Aug


												LICUOZYME			1/100 : 60			se peso 60,001 gr (20%)						Buffer pH 4,5			en 300 ml			t: 80


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio												[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.411			0.349															2.4689351481			446.3167772006			4.463167772


						10			0.214			0.078															1.1042356056			199.615966875			1.9961596688


						20			0.357			0.334															1.8140304434			327.9276986541			3.2792769865


						30			0.546			0.496															2.7521508934			497.5145329636			4.9751453296


						40			0.434			0.429															2.9142951688			526.8258376591			5.2682583766


						50			0.365			0.426															2.4576439444			444.2756325984			4.442756326


						50			0.469			0.536															3.1459298478			568.6991300812			5.6869913008


												ESPIRIZYME			1/50:60						pH 4,5												t: 70


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.248			0.068			0.158									0.49736			89.91050			0.89910


						10			0.412			0.579			0.496									0.82562			149.25258			1.49253


						20			0.479			0.444			0.462									0.95973			173.49599			1.73496


						30			0.858						0.858									1.71833			310.63410			3.10634


						40			0.654			0.654			0.654									1.31001			236.81834			2.36818


						50			0.654			0.603			0.629									1.31001			236.81834			2.36818


																		25-Aug


												LICUOZYME			1/100 : 40			se peso 60,001 gr (20%)						Buffer pH 5			en 300 ml			t: 81


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio												[Glucosa]			% ED			ED


						5			0.154			0.232			0.193												0.7735788631			139.8421604343			1.3984216043


						10			0.265			0.295			0.280												0.968563865			175.0901813135			1.7509018131


						15			0.493			0.467			0.480												1.6303772336			294.7281596623			2.9472815966


						20			0.439			0.442			0.441												2.2284910655			402.8509825951			4.028509826


						30			0.516			0.559			0.538												2.7099602912			489.8876118439			4.8988761184


						40			0.53			0.548			0.539												4.5009927201			813.6578907504			8.1365789075


												ESPIRIZYME			1/50:40						pH 4,5			el blanco fué la ultima muestra de la licuefacción												t: 70


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.346			0.376			0.361									0.72354			130.79864			1.30799


						20			0.349			0.336			0.343									0.68651			124.10456			1.24105


						30			0.454			0.325			0.390									0.78058			141.11114			1.41111


						40			0.445			0.45			0.448									0.89668			162.09797			1.62098


						50			0.501			0.491			0.496									0.99376			179.64731			1.79647


						60			0.307			0.258			0.283									0.56641			102.39404			1.02394


																		31-Aug


												LICUOZYME			80			se peso 80,005 gr (10%)						Buffer pH 5			en 800 ml			76


						Tiempo			Abs DNS																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio												[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.302			0.417			0.360												2.1596877502			292.7993153742			2.9279931537


						20			0.237			0.256			0.247												1.2655526142			171.5770897726			1.7157708977


						30			0.346			0.39			0.368												1.2597617472			170.7919939245			1.7079199392


												ESPIRIZYME			210						pH 4,5			el blanco fué la ultima muestra de la licuefacción


						Tiempo			Abs DNS															Resultados									t: 70


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			ED


						10			0.321			0.306			0.314									0.62846			113.61114			1.13611


						25			0.716			0.896			0.806									1.61425			291.81832			2.91818


						40			0.777			0.579			0.678									1.35805			245.50255			2.45503


						55			0.918			1.166			1.042									2.08663			377.21303			3.77213


															29-Sep-09


												CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO																											1			0.722


									Solución de almidón al 25%(150gr en 600ml) a pH=4,5 con adición de 187ul de E pura


									Temperatura 80°C y 390 RPM


															LIQUOZYME


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED


						3			0.256			0.221			0.239									1.36910			0.59294


						6			0.111			0.085			0.098									0.62150			0.26916


						9			0.226			0.264			0.245									0.93579			0.40528


						12			0.224			0.194			0.209									0.80809			0.34997


						15			0.189			0.185			0.187									0.73005			0.31617


						18			0.133			0.179			0.156									0.62008			0.26855


															SPIRIZYME						se adicionó 562ul dee enzima pura a 70°C y 250 RPm


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]						[Glucosa]			% ED			ED


						30			0.401			0.421			0.411						2.43			0.303			2.84			61805.1485			618.051485						0.63799			0.27680			0.00277


						45			0.671			0.697			0.684									0.303			2.636			95609.3729			956.093729						1.08968			0.47276			0.00473


						60			0.529			0.596			0.563									0.303			2.606			132329.7558			1323.297558						0.88865			0.38555			0.00386


						75			0.619			0.647			0.633									0.303			2.218			160896.5017			1608.965017						1.00529			0.43616			0.00436


						90			0.517			0.536			0.527									0.303			1.424			619792.4752			6197.924752						0.82909			0.35971			0.00360


						105			0.542			0.572			0.557									0.303			1.573			684644.3564			6846.443564						0.87955			0.38160			0.00382


															30-Sep-09


												CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO


									Solución de almidón al 25%(150gr en 600ml) a pH=4,5 con adición de 187ul de E pura


									Temperatura 80°C y 390 RPM


															LIQUOZYME


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED


						3			0.655			0.566			0.611									4.46470			1.93705			2.9084816925


						6			0.27			0.31			0.290									2.19085			0.95052


						9			0.263			0.172			0.218									1.67648			0.72736


						12			0.122			0.145			0.134									1.08053			0.46879


						15			0.138			0.138			0.138									1.11245			0.48265


						18			0.192			0.149			0.171									1.34303			0.58268


															SPIRIZYME						se adicionó 562ul dee enzima pura a 70°C y 250 RPm


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]			%conversión


						15			0			0			0.000						0.016			0.312			0.704			11282.0513			112.820513			73.4956698339


						30			0			0			0.000									0.312			0.774			12403.8462			124.038462			80.803477914


						45			0			0			0.000									0.312			1.11			17788.4615			177.884615			115.8809566983


						60			0			0			0.000									0.312			1.303			20881.4103			208.814103			136.0296275477


						75			0			0			0.000									0.312			0			0.0000			0.000000			0


						90			0			0			0.000									0.312			0			0.0000			0.000000			0


															2-Oct-09


												CINETICA DE HIDRÓLISIS ENZIMAS NOVO


									Solución de almidón al 25%(150gr en 600ml) a pH=5.0 en buffer 0.20M con adición de 187ul de E pura


									Temperatura 80°C y 390 RPM


															LIQUOZYME


						Tiempo			Abs DNS															Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio									[Glucosa]			% ED			% conversion


						5			0.418			0.456			0.437									1.61689			0.70150			1.0533020463


						10			0.835			0.3			0.568									2.07982			0.90235


						15			0.265			0.291			0.278									1.05286			0.45679


						20			0.294			0.159			0.227									0.87017			0.37753


															SPIRIZYME						se adicionó 562ul dee enzima pura a 70°C y 250 RPm


						Tiempo			Abs DNS												Glucosa (kit Glucosaoxidasa)																		Resultados


						Horas			Replica 1			Replica 2			Promédio						Inicial			Estandar			Medida			mg/dl[Glucosa]			mg/ml [Glucosa]			%conversión			[Glucosa]			% ED


						15			0.616			0.41			0.513						0.061			0.333			0.575			17267.2673			172.672673			1.1248569451			0.80675			0.35002


						30			0.42			0.378			0.399									0.333			0.618			18558.5586			185.585586			120.8976681912			0.61813			0.26818


						45			0.679			0.618			0.649									0.333			0.389			17522.5225			175.225225			114.1485265203			1.03094			0.44728


						60			0.723			0.621			0.672									0.333			0.451			20315.3153			203.153153			132.3418649374			1.06982			0.46415


						75			0.844			0.72			0.782									0.333			0.501			22567.5676			225.675676			147.013912048			1.25182			0.54311


																					final despues			0.333			0.38			17117.1171			171.171171						-0.04203			-0.01823


																					de la inactivacion
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																														1			2			3			4			5


						Actividad nuevas enzimas									4-Jul-09


						se preparó una solución de almidón  al 10% (2,0005 gr20 ml) de buffer acetato 0,016M pH. 4.5


						se gelatinizó  la solución, se adicionaron 20μl de la enzima dilución 1/100 amilasa y  1/50 de glucoamilasa)


						la amilasa se dejo por 3 minutos a 70°C en agitación de 300 rpm y se midio, la glucoamilasa se dejo por 10 min a 60°C minutos todas se midieron por duplicado


															Liquozyme SC DS						Nueva (04-08-09)																					Liquozyme SC DS						Vieja (x-04-08)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


						0.462			0.461						0.462						1.8455564452						10253091361.9785						0.329			0.38						0.355						1.417213771						7873409838.9823


															Spirizyme Fuel						Nueva (04-08-09)																					Spirizyme Fuel						Vieja (x-04-08)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


			10 min			0.457			0.255						0.356						2.1348278623						8895116.0928743						0.481			0.462						0.4715						1.8855884708						7856618.62823592


			15 min			0.342			0.216						0.279						1.6724579664						6968574.85988791


						se preparó una solución de almidón  al 10% (2,0001 gr20 ml) de buffer acetato 0,016M pH. 5


						se gelatinizó  la solución, se adicionaron 20μl de la enzima dilución 1/50 pululanasa y  1.46μl de la pululanasa pura )


						se dejo por 30 minutos de la diluida y 15 min de la pura a 54°C en agitación de 300 rpm y se midio,  se midieron por duplicado


									Dilucion 1/50						Pullulanasa D2						Nueva (23-09-09)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


						0.048			0.044						0.046						0.0340833885						189352158


									Pura						Pullulanasa D2						Nueva (23-09-09)


						Absorbancia									Promedio						AR-Glucosa mg/ml						Actividad U/ml


						0.21			0.23						0.220						0.3219722038						1788734465.76954








			


												Promozyme D2						Pullulanasa


						se pesaron 90 gr (600ml) al 15% buffer pH 4.5, se adicinaron 60ul de la Lizuozyme vieja a 250rpm


									tiempo																					Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


						replicas			5			10			15			20			30									5			0.378						2.8151826889			2.0356506348			0.031


						1			0.4			0.287			0.289			0.466			0.344									10			0.253						1.9283433842			1.3943796435			0.049


						2			0.356			0.218			0.373			0.512			0.349									15			0.331						1.8612983327			1.3458995566			0.059


									0.378			0.253			0.331			0.489			0.347									20			0.489						1.8013479957			1.3025496375			0.033


						desv.est			0.031			0.049			0.059			0.033			0.004									30			0.347						1.2976232707			0.9383077145			0.004


															25-Sep-09


						se pesaron 90 gr (600ml) al 15% buffer pH 4.5, se adicinaron 40ul de la Lizuozyme vieja a 250rpm


																														Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


						DNS Actual																								3			0.3525						2.6342674707			1.9048864493


									tiempo																					6			0.515						3.7871585669			2.7385628512


						replicas			3			6			9			12			15			18						9			0.5155						3.7907059241			2.7411280093


						1			0.376			0.518			0.557			0.533			0.398			0.315						12			0.3945						2.9322454771			2.1203597347


						2			0.329			0.512			0.474			0.256			0.39			0.4						15			0.394						2.9286981199			2.1177945765


						promedio			0.353			0.515			0.516			0.395			0.394			0.358						18			0.3575						2.6697410429			1.9305380309


						DNS Alberto																								Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


									tiempo																					3			0.591						5.4079460802			3.9105836143			2827.8137350982


						replicas			3			6			9			12			15			18						6			0.523						4.804895353			3.4745067271			2512.4786514861


						1			0.552			0.53			0.247			0.182			0.222			0.107						9			0.3235						3.03565094			2.1951340951			1587.3411635358


						2			0.63			0.516			0.4			0.256			0.126			0.176						12			0.219						2.1089038666			1.5249865259			1102.7453365142


									0.591			0.523			0.324			0.219			0.174			0.142						15			0.174						1.7098261795			1.2364062329			894.0677076532


																														18			0.1415						1.4216034055			1.0279871324			743.3560868092


						se pesaron 90 gr (600ml) al 15% buffer pH 4.5, se adicinaron 43.98ul de la Lizuozyme vieja a 390rpm


									tiempo																					Tiempo			Absorbancia						[Glucosa]			%ED			desv.est


						replicas			3			6			9			12			15			18						3			0.466						3.4395175594			2.4871773515			0.010


						1			0.473			0.485			0.589			0.41			0.218			0.235						6			0.5795						4.2447676481			3.0694682537			0.134


						2			0.459			0.674			0.582			0.367			0.285			0.216						9			0.5855						4.2873359347			3.1002501517			0.005


									0.466			0.580			0.586			0.389			0.252			0.226						12			0.3885						2.8896771905			2.0895778368			0.030


						desv.est			0.010			0.134			0.005			0.030			0.047			0.013						15			0.2515						1.9177013125			1.3867245011			0.047


																														18			0.2255						1.7332387371			1.2533362768			0.013
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