
Separación de tinta de papel impreso por actividad 
amilolítica microbiana

Ink separation from printed paper by microbial amylolytic activity

En esta investigación se tuvo como objetivo la separación de 
tinta de papel impreso de oficina utilizando un microbio 
termófilo amilolítico. Se evaluaron los parámetros óptimos 
de pH, temperatura, concentración de enzima y de papel 
impreso para una máxima separación de tinta por la  actividad 
amilolítica de Geobacillus thermoparaffinivorans, 
procedente de los géiseres de Tacna, Perú. Las amilasas 
fueron incubadas a un pH de 6, 70 ºC, 1 % de concentración de 
papel, y 20 % de concentración de enzima.  Se obtuvo una  
separación de tinta máximo del papel impreso de oficina de 

- 1
0.570 mg ml  a los 40 minutos con una máxima 

-1concentración de azúcares reductores  de 0.275  mg ml  a los 
100 minutos.  

RESUMEN

ABSTRACT
The objective of this research was the separation of ink from 
printed office paper using an amylolytic thermophilic 
microbe. The optimal parameters of pH, temperature, 
enzyme concentration and printed paper for maximum ink 
separation were evaluated by the amylolytic activity of 
Geobacillus thermoparaffinivorans from the geysers of 
Tacna, Peru. Amylases were incubated at optimal values   of 
pH 6, 70 ºC, 1% paper concentration and 20% enzyme 
concentration.  A maximum ink separation of the printed 

-1
office paper of 0.570 mg ml  was obtained at 40 minutes with 

-1a maximum reducing sugar concentration of 0.275 mg ml  at 
100 minutes.

ARTÍCULO ORIGINAL

1Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. Tacna. Perú. 
E-mail: delsymirian@gmail.com    
2Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. Tacna. Perú. 
E-mail: ariadnazunigallanos@gmail.com    
3Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. Tacna. Perú. 
E-mail: dcastilloc@unjbg.edu.pe  

Información adicional

Aprobado: 29/12/2020

dORCID 0000-0002-9021-412X

Keywords: Thermostable microbial amylase, ink detachment, 
Geobacillus thermoparaffinovorans.

4Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. Tacna. Perú. 
E-mail: robertocastellanoscabrera@yahoo.es    

cORCID: 0000-0003-0133-5921

Palabras clave: Amilasa microbiana termoestable, 
d e s p r e n d i m i e n t o  d e  t i n t a ,  G e o b a c i l l u s 
thermoparaffinovorans. 

aORCID: 0000-0003-1363-5411
bORCID: 0000-0001-6304-0745                              

Presentado: 09/09/2020

1,a
Delsy Espinal

2,bAriadna Zúñiga  
3,c

Daladier Castillo 
4,dRoberto Castellanos 

121

Ciencia & Desarrollo, n.°27, pp. 121-132  (2020)
ISSN-L 2304-8891
DOI: https://doi.org/10.33326/26176033.2020.27.1002
©Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, Fondo Editorial Universitario. Tacna, Perú.

.



MATERIAL Y MÉTODOS

Geobacillus thermoparaffinivorans, termófilo amilolítico, fue sembrado en agar nutritivo, replicado en 1 ml 
-1 -1 -1de caldo Luria Bertani (cloruro de sodio 10 gl , extracto de levadura 5 gl , peptona 10 gl ), incubado durante 

24 horas a 60 °C y vertido en 4 ml de caldo Luria Bertani nuevo para su incubación a 60 °C hasta que estuvo 
en una densidad óptica de 0.3, determinada por espectrofotometría a 600 nm de longitud de onda. La 

La celulosa es un carbohidrato presente en la estructura de la pared celular de las células vegetales, 
formando parte  de los componentes lignocelulósicos.  Es extraída para obtener las fibras de celulosa para la 
producción de papel de plantas como los pinos, eucaliptos, ficus, caña de azúcar (Tejado et al., 2012; Robles 
et al., 2014; Fuentes et al., 2015; Honorato et al., 2016; Gonzalez et al., 20016). La producción de papel está 
en un continuo crecimiento con un índice de consumo que aumenta vertiginosamente en el mundo y se 
espera para el 2020 llegue a los 566 millones de toneladas (Dovale, 2009). 

Obtención de amilasas

A lo largo de su vida, el ser humano desecha grandes proporciones de papel. Por tanto, su reciclaje tiene 
mucha importancia desde el punto de vista social, económico y ambiental. El empleo de la tecnología 
tradicional para reciclar el papel impreso trae diversos problemas, entre ellos los ambientales, pues emplea 
productos químicos tóxicos como agentes quelantes, peróxido de hidrógeno, hidróxido de sodio, agentes 
blanqueadores, surfactantes y silicato de sodio (Bobu & Ciolacu, 2008). La aplicación de la tecnología 
enzimática es una alternativa a la tecnología tradicional que permite separar la tinta del papel impreso 
empleando enzimas microbianas bajo un proceso ventajoso considerando el impacto económico, social y 
ambiental (Dorronsoro & Haute, 1998; Pala et al., 2003; Chalá, 2013; Das et al., 2013; Kumar et al., 2018).

El reciclado de la fibra de papel es utilizado para la fabricación de papel higiénico o cartón de baja calidad. 
Esto data desde el siglo XVII en Dinamarca, y se da a gran escala con la invención de la máquina de papel en 
el siglo XVIII, además de su perfeccionamiento e implementación progresiva en el siglo XIX (Sánchez, 

-1
2000). En los últimos 20 años, el reciclaje se ha incrementado de 5.9 a 45 millones de toneladas año  (Costa 
& Rubio, 2005). La calidad de la fibra del papel reciclado aumenta en medida a su blancura, siendo la calidad 
menor cuando se presenta residuos de tinta (Ramírez et al., 2018; Alliot et al., 2004). 

En el destintado del papel, las enzimas actúan sobre las partículas de tinta o sobre el papel haciendo que la 
resistencia, la blancura y demás propiedades del papel sean mejoradas (Bajpai & Bajpai, 1998). Entre las 
enzimas empleadas para la separación de tinta de la fibra del papel están las celulasas, las hemicelulosas, las 
xilanasas, las amilasas, las lipasas (Das et al., 2013; Desai & Iyer, 2016; Germinario et al., 2017; Kumar et 
al., 2018). Las celulasas, las más comunes, hidrolizan la celulosa haciendo que se liberen las partículas de 
tinta impregnadas en el papel (Elegir et al., 2000), haciendo que se obtenga un papel sin tinta con calidad 
mejorada, menos costo y menos consumo de energía (Dovale, 2009). Las enzimas lipasas, hemicelulasas o 
combinaciones de estas, han sido evaluadas para destintar diferentes tipos de papel de desperdicio (Lee et 
al., 2006). Las amilasas en acción conjunta con las celulasas destintan las fibras recicladas de papel 
fotocopia (Chalá, 2013). La actividad enzimática de las amilasas está influenciada por el pH, nutrientes, 
tiempo de incubación y temperatura que en sus valores óptimos van a permitir una máxima actividad  (Figen 
et al., 2006; Das & Kayastha, 2019; Herrera et al., 2019; Skoluda et al., 2020). 

INTRODUCCIÓN

En esta investigación se tuvo como objetivo la separación máxima de tinta de papel impreso de oficina 
utilizando un microbio termófilo amilolítico.  
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suspensión bacteriana amilolítica obtenida sirvió como inóculo para realizar la fermentación de producción 
de amilasas.

Determinación de los valores óptimos de pH, temperatura, concentración de papel impreso y 
concentración de amilasas para una máxima actividad amilolítica

Se prepararon, en matraces, soluciones tampón de acetato de sodio 50 mM pH 5 y de fosfato de sodio 50 mM 
pH 6, 7 y 8, a las cuales se agregó almidón para obtener soluciones de almidón 1 % (p/v) con el 
correspondiente pH de 5, 6, 7 y 8. Para cada pH, se utilizaron microtubos de 2 ml. En el primero se colocó 
150 µl de tampón (blanco reactivo); en el segundo, 50 µl de tampón y 100 µl de solución de almidón (blanco 
sustrato); en el tercero 100 µl de tampón y 50 µl de extracto amilolítico (blanco enzima) (producido a las 36 
horas); y en el cuarto, 100 µl de solución de almidón y 50 µl de amilasas (enzima sustrato) (producido a las 
36 horas). Los microtubos fueron incubados a 60 ºC durante 30 minutos y colocados en la nevera del frigider 
durante 2 minutos. Se agregó en cada uno 250 µl de reactivo DNS (Miller, 1959) y fueron puestos en baño 
maría (en estado de hervor) durante 5 minutos. A los microtubos, luego de ser enfriados, se les agregó 500 µl 
de agua destilada y fueron llevados al espectrofotómetro para  leer sus absorbancias a 540 nm. La 
absorbancia real para cada pH se determinó restando la suma blanco enzima y blanco sustrato a la enzima 
sustrato seguido de la resta del blanco reactivo. En la curva patrón, la absorbancia real fue relacionada con la 
concentración de azúcares reductores para determinar la concentración de azúcar correspondiente. La 
actividad de la amilasa (Karnwa & Nigam, 2013) fue estimada aplicando la siguiente ecuación:

U (unidad de actividad amilolítica) es la cantidad de 1 µmol de glucosa liberada por la enzima a partir del 
substrato en un minuto bajo condiciones estándar de laboratorio.

Se preparó, en un matraz, la solución tampón fosfato de sodio 50 mM pH 7 que sirvió como diluyente en otro 
matraz para la preparación de solución almidón 1 % (p/v); a partir de esta se hizo la distribución de la 
solución de almidón en otros matraces, en cada uno de los cuales se inoculó la enzima amilasa para que 
fueran incubadas a 50, 60, 70 y 80 ºC para determinar el óptimo de temperatura de la actividad enzimática de 
la amilasa. La concentración de azúcar producto de la actividad amilolítica con su correspondiente actividad 
enzimática para cada temperatura fue determinada de manera similar a lo empleado para ver el valor óptimo 
del pH. 

-1El inóculo amilolítico fue agregado al 5 % (v/v) a 50 ml de caldo almidón 1 % (almidón 10 gl ; extracto de 
-1 -1 -1  -1 -1 -1 -1levadura 5 gl ; peptona 5 gl ; MgSO 0.5 g l ;NaCl 1 gl ; KH PO  0.5 gl ; CaCl  0.5 gl ; K HPO 1.2 gl ) 4 2 4 2 2 4 

(Manoj,  2013), pH 7 e incubado con agitación orbital a 150 rpm a 60 ºC por 60 horas, sacando alícuotas de 
1.5 ml cada 12 horas que fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 10 minutos para obtener un sobrenadante 

-1
con las amilasas cuya actividad enzimática (U ml ) fue medida relacionándola con el tiempo de incubación 
(Miller, 1959; Karnwa & Nigam, 2013). 

2El papel impreso obtenido de las oficinas fue cortado en pedazos de aproximadamente 4 cm  de área, se pesó, 
y se colocó en el vaso de la licuadora al cual se le agregó buffer fosfato pH 6 en una cantidad proporcional a la 
cantidad de papel para que tuviera la concentración deseada de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 y 1.6 % (p/v). El 
papel se licuó durante 5 minutos. Estas suspensiones se diluyeron al 15 % (v/v) con la amilasa producido a 
las 36 horas. La actividad enzimática se determinó en microtubos de 2 ml para establecer el valor óptimo de 
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la concentración de papel impreso por triplicado, previa incubación a 70 ºC durante 30 minutos (Miller, 
1959; Karnwa & Nigam, 2013).

La amilasa obtenida fue diluída en matraces a concentraciones de 1, 5, 10, 15, 20 y 25 % (v/v) con el licuado 
de papel 1 % y luego determinada su actividad enzimática por triplicado en microtubos de 2 ml previa 
incubación a 70 ºC durante 30 minutos, para determinar el valor de la concentración óptima de la amilasa 
para una mayor actividad enzimática (Miller, 1959; Karnwa & Nigam, 2013).

Separación de tinta del papel impreso bajo las condiciones óptimas de actividad enzimática de la 
amilasa

Las mejores concentraciones de la amilasa (10, 15 y 20 %) se diluyeron con el licuado de papel 1 % en 
matraces por triplicado (v/v). Estas diluciones por triplicado se incubaron a 70 ºC hasta 200 minutos 
conjuntamente con un control constituido solo por licuado de papel 1 %. Los tiempos de evaluación de 
separación de tinta fueron cada 20 minutos desde el tiempo cero. Para la evaluación de separación de tinta 
del papel impreso, se extrajo de cada matraz 1 ml de muestra para ser centrifugada durante 10 minutos a 10 
000 rpm, y luego llevadas al espectrofotómetro para la determinación de las absorbancias que fueron leídas 
con una longitud de onda de 300 nm. Las absorbancias fueron llevadas a la curva patrón para determinar la 
concentración de tinta desprendida del papel impreso.

Tratamiento estadístico para los valores óptimos de pH, temperatura, concentración de papel 
impreso y concentración de amilasas para una máxima actividad amilolítica

RESULTADOS

Para establecer si se produjeron azúcares por la acción de las amilasas sobre el papel impreso, se extrajeron 
algunos microlitros del sobrenadante que contuvo la tinta desprendida del papel impreso; posteriormente, se 
determinó la concentración de azúcares según el protocolo del DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) (Miller, 
1959).

Actividad enzimática de la amilasa microbiana obtenida por cultivo sumergido

Los datos obtenidos fueron graficados y sometidos al análisis de varianza y a la prueba de Tukey para 
determinar la máxima actividad enzimática con diferencia significativa y su correspondiente valor óptimo 
de pH, temperatura, concentración de papel impreso o de amilasas.

La amilasa obtenida de Geobacillus thermoparaffinivorans, actuando sobre el almidón a pH 7, 60 °C y a 
diferentes tiempos de incubación, mostró una actividad enzimática creciente inicialmente hasta un máximo 

-1
de 3.438 U ml  a las 36 horas, después fue disminuyendo progresivamente (Figura 1). 

La longitud de onda de 300 nm se determinó evaluando diferentes concentraciones de tinta (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 
-1y 1 mg ml ) a diferentes longitudes de onda (260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 360, 370, 

380, 390 y 400 nm)  hasta que se obtuvo una absorbancia de 1.014 (valor más cercano a 1.0) que 
-1correspondió a la concentración de tinta de 0.4 mg ml , obtenida en el lector de microplacas EPOCH 2T y 

que se tuvo en cuenta como máxima concentración de tinta que se empleó para la curva patrón.
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Figura 1. Actividad enzimática de la amilasa de Geobacillus 

thermoparaffinivorans a diferentes tiempos de incubación.

La amilasa microbiana, actuando sobre el almidón a 60°C y a diferentes valores de pH, mostró inicialmente 
-1

una actividad enzimática creciente máxima de 2.852 U ml  a pH 6,  disminuyendo luego a medida que el pH 
aumentaba (Figura 2). 

Valores óptimos de pH, temperatura, concentración de papel impreso y concentración de amilasa 
para una máxima actividad amilolítica�G

Figura 2. Actividad enzimática de la amilasa microbiana a diferentes valores de pH
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La amilasa microbiana, actuando sobre el almidón a pH 7, mostró inicialmente una actividad enzimática 
-1creciente máxima de 3.063 U ml  a 70°C, disminuyendo luego a medida que la temperatura aumentaba 

(Figura 3). 

Figura 3. Actividad enzimática de la amilasa microbiana a diferentes 

valores de temperatura

La amilasa microbiana actuando sobre la suspensión de papel impreso licuado a 70 °C, pH 6 y a diferentes 
valores de concentración del papel mostró inicialmente una actividad enzimática creciente máxima de 0.313 

-1
U ml  a la concentración de papel del 1 %, después disminuyó a medida que la concentración del papel 
aumentaba (Figura 4). 

La amilasa microbiana, actuando sobre el papel impreso licuado 1 %, pH 7, 70 °C y a diferentes 
concentraciones de amilasa microbiana, mostró inicialmente  una actividad enzimática creciente  máxima 

-1
de 0.324 U ml  en la concentración de amilasa del 15 %, disminuyendo luego a medida que la concentración 
de la amilasa aumentaba (Figura 5). 

Figura 4. Actividad enzimática de la amilasa microbiana a 

diferentes concentraciones de papel impreso licuado

126 Ciencia & Desarrollo, n.°27, pp. 121-132  (2020)

Espinal et al.



Figura 5. Actividad enzimática de la amilasa microbiana a 

diferentes concentraciones de la amilasa (extracto amilolítico).   

Tinta separada del papel impreso bajo las condiciones óptimas de actividad enzimática de la amilasa

La amilasa microbiana, actuando sobre el papel impreso licuado 1 %, pH 7, 70°C y en tres diferentes 
-1 

concentraciones de amilasa microbiana, mostró una separación de tinta del papel máxima de 0.570 mg ml
en la concentración de amilasa del 20 % a los 40 minutos (Figura 6).  

La amilasa microbiana actuando a una concentración del 20 % sobre el papel impreso licuado 1 %, pH 7, 70 
°C y a diferentes tiempos de incubación, mostró inicialmente una creciente separación de tinta del papel 

-1 
máxima de 0.570 mg ml a los 40 minutos, disminuyendo a medida que el tiempo incrementaba (Figura 7).

Figura 6. Tinta separada del papel impreso licuado por 

la amilasa microbiana (extracto amilolítico) en tres 

concentraciones diferentes
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DISCUSIÓN

Figura 7.  Tinta separada del papel impreso licuado por la 

amilasa microbiana a diferentes tiempos de incubación

Figura 8. Azúcares reductores del papel impreso licuado separados por la amilasa microbiana a diferentes tiempos de 

incubación. 

La amilasa microbiana, actuando a una concentración del 20 % sobre el papel impreso licuado 1 %, pH 7, 70 
°C y a diferentes tiempos de incubación, mostró inicialmente una creciente separación de azúcares 

-1  reductores hasta un máximo de 0.275 mg ml a los 100 minutos. A medida que pasó el tiempo,  la 
concentración de azúcares reductores se mantuvo casi constante (Figura 8). 

La mayor actividad enzimática de la amilasa microbiana obtenida de Geobacillus thermoparaffinivorans de  
-1 -1 -1

3.438 U ml  es ligeramente menor a 3.50 U ml  (Hasan et al., 2017), pero mayor a 0.574 U ml  (Kumar et al., 
-1 -1 -12014),  0.75 U ml  (Gusakov et al., 2011), 0.75 U ml  (Unal, 2015) y 0.46 Uml  (Oyeleke et al., 2010). Estas 

actividades enzimáticas corresponden a enzimas que provienen de microbios diferentes a G. 
-1thermoparaffinivorans y con distintos tiempos de incubación. La actividad amilolítica de 0.75 U ml  es, por 
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El valor óptimo de 70 ºC encontrado  para la actividad amilolítica en este trabajo es inferior al de 95 ºC de la 
amilasa de Thermus filiformis (Egas et al., 1998), similar al de 70 ºC de la amilasa de Bacillus sp. termófilo 
marino BCC 021-50 (Ahmed et al., 2017), pero superior al de  60 ºC de la amilasa de Thermus sp. (Fatoni & 
Zusfahair, 2012).   La enzima evaluada en este trabajo podría ser empleada en procesos industriales 
considerando que su actividad amilolítica máxima es a alta temperatura. La enzima termófila es importante 
en la industria, permite menor o nula contaminación microbiana, mejores condiciones de hidrólisis del 
sustrato y menores costos por enfriamiento (Burhan et al., 2003). La actividad amilolítica a altas 
temperaturas nos demuestra que hay enzimas que no se desnaturalizan (Montor, 2013; Sivaramakrishnan et 
al., 2006).

ejemplo, de la amilasa de Aspergillus terreus con un tiempo de incubación de 7 días. La variación de la 
actividad amilolítica está influenciada por el pH, tiempo de incubación, temperatura y nutrientes (Figen et 
al., 2006).

El valor óptimo del 1 % de concentración de papel encontrado, para que a través de la actividad enzimática 
de la amilasa se desprendiera el máximo de tinta, fue posible debido a la homogenización del papel por el 
licuado al que estuvo sometido en su preparación y por la  homogenización de la enzima que actuó sobre el 
papel. La buena homogenización de la enzima para desprender la tinta del papel es muy importante (Lee et 
al., 2007).  El valor de 1 % de concentración del papel es un valor medio respecto a los otros valores 
evaluados, es posible que esto también haya ayudado a la separación de tinta. En un destintado 
convencional, a mayor consistencia del papel hay mayor fricción entre las fibras, y por ello el 
desprendimiento de tinta es mejor (Pelach et al., 2003; Pala et al., 2004).

El valor de pH 6 encontrado como valor óptimo para la actividad amilolítica es inferior al de 7.5 de la 
amilasa de  Bacillus sp.BCC021-50 (Ahmed et al., 2017), al de 7.0 de la �.���D�P�L�O�D�V�D de Geobacillus 
stearothermophilus (Garrett & Grisham, 1999), pero similar al de 5.5-6.5 de la amilasa de Thermus sp. 
(Shaw et al., 1995) y al de 5.5-6.0 de la amilasa de Thermus filiformis (Egas et al., 1998). El rango de pH 
óptimo de la amilasa es de neutro a menos (Pandey et al., 2000). El pH óptimo encontrado para una mayor 
actividad amilolítica en este trabajo es ligeramente ácido. Existen amilasas bacterianas que han mostrado un 
óptimo de actividad en el rango de 5 y 10.5 (Sivaramakrishnan et al., 2006).

La separación de tinta obtenida bajo  condiciones óptimas de pH 6, 70 ºC y 1 % de concentración de papel es 
un buen resultado.  Existen varios reportes sobre destintado de papel. Por ejemplo, empleando amilasas que 
actuaron a  6.5 de pH,  65 ºC y 0.85 % de concentración de papel, donde se explica que el destintado con 
amilasas produce debilitamiento de la estructura y por ende reducción de la resistencia del papel al ingreso 
de fluidos (López, 2000). En otros reportes se han utilizado �.���D�P�L�O�D�V�D���E�D�M�R���F�Rndiciones de pH 6.85 y de 65 
ºC (Hoyos y López, 2006). Del mismo modo, se han empleado celulasas y xilanasas bajo condiciones de pH 
5.5, 50 ºC y 2 % de concentración de papel en un tiempo de 60 minutos (Lee et al., 2011). Asimismo, otros 
emplearon enzimas comerciales novozyme 342 (celulasa) y novozyme 51055�����.���D�P�L�O�D�V�D���� en una mezcla de 
50:50, donde obtuvieron un buen destintado del papel a una concentración de 0.1 % de papel, pero con un 
tiempo de 180 minutos, considerado demasiado (Sulbarán et al., 2014). Los valores óptimos obtenidos de 
concentración de amilasas de 20 % y tiempo de actividad amilolítica de 40 minutos son buenos para el 
destintado. En otra investigación, el destintado se ha logrado empleando más de 40 minutos (Sulbaran et al., 
2014). Por estos resultados, el microbio amilolítico empleado debe continuar estudiándose para su 
aplicación en la separación de tinta del papel impreso de oficina. 

El mecanismo por el cual las amilasas destintan el papel provoca debilitamiento de la estructura en la 
superficie del papel y en consecuencia la poca resistencia ante penetración de fluidos (Alzate, 2013). 

-1El valor máximo de 0.570 mg ml de tinta desprendida a los 40 minutos (Figura 7), cuando la producción de 
azúcares reductores (Figura 8) está por debajo de su valor máximo a los 100 minutos, permite deducir que la 
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