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INTRODUCCION

El umo de enzimas enh procesos industriasles tiene cada vez
mas auge. Actualmente, estas se ofrecen comercialmente en
formas altamente purificadas, y aunque sus costos son altos
éstos se aminoran debido a que pequefias cantidades de ellas

son capaces de actuar sobre una gran cantidad de sustrato.

El motivo principal de este trabajo es comparar la acclidn
de enzimas comerciales purificadas y enzimas no purificadas en
la hidrdlisis de almidén, con tal’ fin =se llevd & cabo un
estudioc detallado en cuanto a la duracidén de los tiempos ‘de
hidrélisis y tiempa del proceso de fermentacidn, valorando las
ventajas y desventajas de cada procedimiento para finalmente
seleccionar el procesc mas redituable en la ocbtencidn de
glucoasa, a fin de utilizar este hidrolizado para la produccidn
de Acido Léctico.

Coms fuente de almidén se selecciond a la papa de desecho
Ya que una gran cantidad de este ‘tubdrculo es desperdiciada
anualmente y al ser usada en esta forma se obtiene una
alternativa de aminorar costos en la produccidn de dcido
Lictico, alcohol, y otros procesos cuya materia prima es la

glucosa.
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GENERALIDADES

La mayor parte de los glicidos presentes en la
naturaleza z=® encuentran como polisacéridos. Los

polisacdridos tambidén d 1 nad gl difieren tanto en

la naturaleza de sus unidades monosacéridas como en la
longitud de sus cadenas y grado de ramificacidn. Estos se
dividen en homopolisacéridos constituides por un sclo tipo de
unidad monomérica y hetercpolisacdridos con dos © mids unidades
monémeras diferentes. El almidén es un homopol i sacdrido

constituido por unidad de D-gl c1?7d

El almidén es el principal constituyente de muchos.
vegetales. Al microscopio se observa como grénulos diminutos
circulares de tamafio y forma caracteristica dependiendo de 1la
fuente de procedencia. Dichos grénulos contienen dos polimeros
de glucosa unidos mediante enlaces glucosidicos alfa. Estos
son la amileosa y la amilopectina. La preporéién de los dos
polimeros varia de acuerdo al origen del almiddn pero por lo
Qeneral es de 19 a 30% de amilosa y de 70 a 83% de

amilopectina.€17,10,29

La estructura molecular de amilosa la constituye una

cadena lineal flexible no ramificada de 800 ¢ mis unidades de



glucosa unidas mediante enlaces gluccsidicos a-1,4 la cual es
capiz de torcerse y enrollarse en espiral en un espacio

tridimensional. En contraste, la estructura de la amilopectina

4 de d .I.A.!..noalos similares a las de 1la
amtlosa cuenta con numercsas ramificaciones conectadas a las
porciones lineales por enlaces a~1,0. Los pesos wmoleculares
indican que hay hasta un milldén de unidades de D-glucosa por
molécula. La longitud media de las ramificacicnes es de 24 a
30 residuos de glucosa segin el tipc de almidén del que

provengan. (0,10,28,400

Una de las propiedades inherentes del almiddn ex su

capacidad de gelificarse do una P idén a de d<ste

‘on sometida a un tratamiento térmico con el cual la energia
calori{fica disocia las regiones mis débilmente unidas dentro
de los grénulos y estos empiezan a hincharse, la suspensidn
entonces se transforma en una pasta y la viscosidad se
incrementa. En esta forma el almidén es susceptible al ataque
quimico,mecinico 4 enzimitico ya que en su estado nativo es
resistente a estos agentes y tiene baja capacidad para

comsbinarse con el agua.C17)
Doa de las enzimas responsables del ataque hidrolitico
del almidén gelatinizado son la a-amilasa y la glucocamilana.

C8,17

La a-amilasa Ca-1,4~glucan-glucanchidrolasa E.C.3.2.1.1)



es una enzima de la clase de las hidrolasas, especializada en
la hidrdlisis de compuestos o-glicosil. Este tipo de enzimas
se encuentran en plantas y en tejidos de mamiferos y
algunos microorganismos tales como hongos del gdénero

Aspargillus y bacterias como Bacjllus sp. <O

En lo que Se reflere a sus pesos moleculares édstos se
encuentran en el rango de 40,000 a 60,000 incluyéndose las
a—amilasas fdngicas y bacterianas, con ligeras varjaciones

como es el casc de la a-amilasa de Pagjillus lichaniformis cuyo
peso molecular es de 62,000. (16,41)

Las a-amilasas constan de una estructura primaria que
comprende una cadena polipeptidica en donde se localizan sus
grupos funcionales y sitios actives. Esta secuencia aminodcida
estd bien definida y sus grupos funcionales y terminales son
sienpre los mismos en amilasas de la misma procedencia en
tanto que vari{an en amilasas de diferente origen y con ello

las propiedades de la enzima, C10,16,309,41)

Aunque la informacidn acerca de los grupos funcionales es
adn muy difusa, los estudios realizados indican que los grupos
amino primarios son indispensables para su accidn catalftica,,
as{ como los grupos tirosil. C4)

Los grupos sulfhidril y disulfuro no estan presentes en
todas las oa-amilasas, sin embargo las enzimas que los

contienen muestran su participacidén en la actividad



enzimética ya que mantienen la configuracidn activa para
quelatizar con el ftomo de Calcio que es esencial aunque no

corresponda al sitio activo.C4,13,21)

Las a-amilasas no contienen residucs glucidos a excepcidn
cde la a-amilasa de AZPeraillus orvzas que muestra pequeiias
cantidades de glicidos los que no toman parte en su actividad
enzimitica y casi desaparecen al obtener la enzima en un medio

sintético. <412

Este tipc de enzimas presentan ademds 'una estructura
secundaria Yy terciaria dque las cataloga como proteinas
globulares y que se presume deben ser extremadamente
impermeables y plegadas aportande un agrupamiento de grupos
ligantes distribuidos a lo largo de las cadenas polipeptidicas

creando sitios quelantes especificos para el Calclio.C10,10)

De este modo las a-amilasas han sido clasificadas como
metaloenzimas , teniendoc comoc cofactor al Calcio. La
completa eliminacién del Calcio da por resultado una
inactivacidn y pérdida de estabilidad a la desnaturalizacidn
con calor ¥y con proteasas. El Calcio no participa
directamente en la formacidn del complejo Enzima-Sustrato
pero mantiene a la moldcula en la configuracidn dptima para la
mixima actividad y estabilidad por 1la formacién de una
estructura cerrada intramolecular metal-quelato. El1 Calcio

desempefia una doble funcidn, mantiene a la proteina en la



config.auraclén apropiada para la actividad biolégica y
establliza la estructura secundaria y terclaria confiriendo
a la moldcula de amilasa su arquitectura compacta. Se ha
comprobado que trazas de Calcio son suficientes para compensar
inclusc a las enzimas libres de Calcio. En conclusidn, la
accidn estabilizante del Calcio no estd localizada en el sitio
activo, perc afecta la estructura completa de la molécula de

amilasa. €6,.10,17,41)

La especificidad de las a-amilasas os la de catalizar ia
hidrélisis de enlaces glucosidices a-1.,4 en polisacéridos y
sus productos de degradacidén. Es una endoamilasa que acttia de
diversas formas aunque su accidén es descrita como al

azar.C6,9

Existen diversos métodos para la valoracidén de su
actividad enzimitica baséndose en algunco de Loz fendmencs
siguientes,especialmente los tres primeros:
ad.-Decremento de la viscosidad
b). ~Incremento de los grupos reductores
©).-Cambioc de las propiedades de tefiido del yodo
d). ~Cambic en la rotacidén dptica

La actividad de amilasa estd expresada como:
a).-Poder licuefactor, b).-Poder sacarificador y c).-Poder
dextrinizante, respectivamente.

Para determinar el poder licuefactor unicamente se mide

1a disminucidn de la viscosidad del sustrato. El poder



sacarificador se wevalutia a través de la determinacién
colorimétrica de los grupos reductores. El poder dextrinizante
es valorade por la medicidn de la degradacidén del sustrato
Calmidén soluble o dextrinas). usando una concentracidén que es
suficientemente alta para saturar la enzima hasta que la
cinética se aproxima al orden cero con respecto al sustrato
La desaparicién del sustrato es estimada por 1a
d.t.ormlnnc..lén de los cambios del valor azul en el complejo

amilosa-yodo. <3,38,48)

EL rn.c:nl smo de accién de las a- amilasas
involucra la ruptura de los enlaces glucosidicos con retencién
de la configuracidén y es efectuada por un grupo carboxilo y la
funcidén imidazol de un residuoc de histidina. €10,17

La cindtica de las reacciones a-aniloliticas son
mas complicadas que las descritas por la ecuacidén de
Michaelis-Menten por la forma de ataque al sustrato. Ademés
los productos de degradacidn del ataque inicial sirven como
sustrato para que l1a enzima los reduzca al nivel de maltosa y
maltotriosa. La wvelocidad con la cual las a-amilasas
hidrolizan glucancs de diferentes grados de polimerizacidén
decrece rapidamente con la disaminucidén del grado de
polimerizacién. Ademis 1la amilosa os mas rapidamente
hidrolizada que las moléculas ramificadas de amilopectina y de
glucdgeno. Los {ndices cinéticos bésicos de Km y Vmax para los

diferentes sustratos varfan haciendo diffecil 1la



interpretacidén de la cindtica de la reaccidn. (10>

Usando sustratos de bajo peso molecular para dilucidar su
mecanismo catalfitico resulta en un conocimiento incompleto de
la interaccidén Enzima-Sustrato, ademis =i lox grupos
terminales reductores y no reductores de los polisacdéridos
tienen una influencia negativa en la susceptibilidad del
sustrato a la hidrdlisis, su proximidad y accidén intima en
las molédculas de cadena corta puede afectar considerablemente

toda la reaccidn. C1,17)
La reaccidén amtlolitica es de por si complicada debido a

la naturaleza polimérica del sustrato, la ruptura de cada
enlace gluccsidico origina productos nuevos los cuales actian
a su vez como sustratos para la misma molécula de enzima. En
ol especifico ataque al azar de las a-amilasas sus productos
var{an considerablemente en pesco molecular, por lo que la
enzima actuari en una serie de sustr‘a!.os para los cuales

muestre afinidades diferentes.C10,17,41D

A pesar de todos estos problemas, se ha demostrado que se
pusden obtener velocidades iniciales comparables Yy pr.cl.sl.s
cuando la velocidad inicial CVod es expresada en términos de
tiempo de reaccidn CL) necesario para la hidrdélisis de una
pequefia fraccidn de enlaces CF) donde ac es la concentracidn

inicial del sustrato.C44d

10



‘Los valores obtenidos entre los 20° y los 30° para la
constante de Michaelils Menten de diversas amilasas aplicadas a
una variedad de almidones & componentes de éstos, muestran
similitud alcanzando valores de 1 a 20" moles de enlaces
glucosidicos por litro. La Km presenta valores mim altos peara
las A-dextrinas y glicégeno y mucho més altos para loa
sustratos sintéticos como a-fenil maltdsido. Las z de

activacidén recorren desce 10 a 18 Kcal/mol. C13,37,.44)

Se ha propuesto que en la reaccidén, el sustrato es
orientado primerc en la supsrficie de la enzima. Después de la
- protonacién del puente de oxigeno para formar un ié6n oxonio,
el enlace glucos{idico es roto en el lado del C-1 dejando un
1ién carbonio intermedisrioc. Durante la solvélisis la cual
completa esta reaccidn SNi, las restricciones estéricas
. impuestas por 1la superficie de la enzima en el residuo
potencial reductor determina la conformacidén del anillo y
finalmente la configuracidn del grupe reductor. Si- por el
contraric se asume un mecanismc de doble desplazamiento para
la reaccidén de a-amilasa, ests procederia sin un cambic en la

configuracidn dptica del ftomo de Carbono anomérico. €23
La influencia del pH y la temperatura sobre las enzimas

es de considerable importancia.

Las curvas obtenidas al graficar actividad contra pH son

11



Ltp.lc;monto en forma de campana. La mayoria de las o~amilasas
muestran actividades miximas en la regidn dcida a pHs entre
4.3 y 7 pero las formas de sus curvas y localizacidén de sus
pHs Sptimos difieren dependiendo de la fuente de la erzima.
Sin embargo se ha encontrado que existen a-amilasas alcalinas,
on concreto la a~amilasa de Bacillus licheniformis exhibe una
actividad Sptima en el amplioc range de pH de S.8 a 10.
€10,27,41>

En cuanto a la temperatura las oa-amilasas con un
complemento total de Caleio son menos lébiles al calor y su
estabilidad hacia ¢l varf{a dependiendo de su origen. Las
a-smilasas de Bacillus subtilis vy Bacillus stearothersoehilus -
eran  hasta hace algunos afce dos de las enzixvas mas
termoestables en particular la dltima, la cual posee un rango
de temperatura Sptima de U8 a 70%¢.

Por 10 general su actividad se incrementa constantessnte
desde O° hasta un méximo de 40°C aunque como ‘me citd
anteriorsente existen algunas amilasas que resisten
temperaturas de 70°¢C. No obstante, en esstudios recientes se ha
demostrado que existe una a-anilasa mas resistente al calor
que el reato de amilasas y éuta es la oa-amilasa de Racillus
lichenifcrais la cual es capéz de resistir temperaturas de
hasta 100°C conservandc hasta el 90% de su actividad
méxima.C2,10,87,41)

Este tLipo de enzimas terpoestables tienen aplicacicnes

12



comerciales variadas como por ejemplo en industrias textiles y
del papel, licuefaccidn del almidén, alimentoz adhesivos y
produceidn de azdcar. €2,8,10,17> '

Otra de las enzimas involucradas en 1a hidrélisis del
almidén on 1a glucoami}asa, conocida también como
aniloglucomidasa, y-amilasa & glucamilasa, cuyo nombre
s@lto-luce on 1,4-a D-glucdn glucchidrolasa E.C.3.2.1.3 y que
al igual que la a-amilasa pertenece a 1la clase de 1las
hidrolasas aptas para hidrolizar compuestos o-glicosil. CQO

La glucoamilasa o3 una enzima industrial importante usada
para hidrolizar almidén y dextrinas a glucosa. Las
iaroparnclmos comerciales de esta enzima se derivan
principalmente de diversas especies’ fungicas de los grupos
fapsrailius vy Bhizoous.

Su purificacién ze lleva a cabo por wiét.odos
cromatogrdéficos © por retencidén a un pH bajo de 2.2 para
destruir a la a-amilasa, sin embargo aun las glucoamilasas
altamente purificadas originan trazas de otros productos
diferentes a la glucosa, en particular isomaltosa. Esto es
debido a una Ap"opl..dld de la glucoamilasa dencminada reversidén
Y que se dé en soluciones concentradas de D-glucosa, en donde
por accidén de esta enzima ocurren reacciones de condensacién
de la glucosa. €10,17,24,2%

13



Ademdis si la glucoamilasa no estd libre de D-glucosil
transferasa, ésta también formard los productos de reversidn.

€19,33,3%

En consecuencia para usos industriales de esta enzima se
debe tener un control cuidadoso del alcance de esta

reversidn. (8D

En relacién a la estructura de 3 iscenzimas de
gluccamilasa provenientes de una mutante ‘de Agperajllus D.BI.I.I:
se encontrd que éstaszs presentaban una cadena polipeptidica
tUnica y que ademfs estaban constituidas por una parte g.ldclda.-
<

Sin embargo, en otros estwiios realizados en cepas de
fapgraillus niger no mutadas se encontrd que solo existen dos

isoenzimas de gl ilasa, Gl ilasa I y Glucoamilasa II.
24,200

Se determind que el peso molecular de glucoamilasa oscila

entre 97,000 y 100,000, tr And & que contiene
residuoa glucidos de D D—-gl y D-galactosa como

unidades estructuralex integralem de la molédcula enzimgtica.
La funcidén de estos residuos es estabilizar la estructura

integral de 1a molécula.C33,30

Existen di versos métodos de valoracidn para

14



gluccamilasa, uno de ellos es el microprocedimiento que sigue
la actividad enzimftica du}mte la si{ntesis y la purificacidén
de esta enzima. Para ello, en la mezcla de reaccidn se utiliza
uh cromégeno Co-dianisidinad, .y la absorcidn UV del cromégeno
reducido es monitoreada continuamente con un espectrofotdmetro

a una longitud de onda de 440nm. C33)

Otro de los métodos exs aquel que usa un pequefio nimero de
valoraciones que involucran la determinaciédn ds la glucosa
producida de almidén bajo condiciones estandarizadas. La
determinacién se hace cuantitativamente por -od.lcién de la
cantidad de azucares reductores de acuerdo a cantidades
equimoleculares de amilosas, amilopectinas ¢ almidén de
‘cadenas de diferentes longitudes.C3®

El siguiente procedimientc es un método de biovaloracidn
basado en la medicién de halos de hidrdélisis por el desarrollo
de microcorganismos en un medio de agar almidén y s
particularmente GtLil para valorar un gran nimerc de muestras.
Los difmetros de locs halos do. hidrélisis son una medida de 1la
actividad enzimética en las muestras. C3I®

Los resultados obtenidos en la transformacidén del
almidén, la -It!.opqctim Yy 1a amilosa, determinados por los
métodos de Shaffer y Somogyli fueron de 90% en el almidén, ©3%
on la amilosa y 98% en la amilopectina lo que indica una

conversién practicamente completa. <3

18



La gluccamilasa es una exocenzima que remusve unidades
de glucosa desde el extremo no reductor de lozs polimeros de

almidén. El enlace <CC1)-0 es roto por la accién de la

[~ 18 ilasa pafidnd por un mecanismo multicadena en el
enlace a-D glucosidico del extremo no reductor con inversidn
de la configuracidén del grupce hidroxilo nuevamente qontrado
unido al CC1), obtenidéndose siempre como producto final

fA—glucosa. C4%D

El ataque se efecttia en una proporcién miés rdpida =i 1la
unidad terminal estf unida por un enlace a~DC1-4) en lugar de
un enlace a~-DC1-8) para liberarlo de la molécula de

oligosacdrido. (24,34,3%

La unidad estructural minima necesaria en un sustrato
para la actividad de la amiloglucosidasa es una uniﬁ.nd
glucosil unida a través de un enlace a-D(1-4) & a-DX1-8D a una
porcidn de glucosa la cual puede estar libre o sustituida en

en la posicidén 1. €18,34,43D

Adn las dextrinas limite después de una hidrélisis
intensa de almidén por esta enzima incrementan su rendimiento
de glucosa y decrecen su porcentaje de dextrinas residuales,
por esta razdén han sidc denominadas también como dextrinasas

lfimite © maltasas. (19

16



Se ha encontrado que hay cierta similitud entre la
gluccamilasa y la A-amilasa, sin embargo, puesto que las
dextrinas Schardinger no son inhibitorias a 1la accién de
la gluccamilasa y su .fici_yncl.a es menor que la de la
B-amilasa se considera que ésta puede ser la diferencia bisica

en ol modo de accidén de estas enzimas. <17

Este tipo de enzimas solo actdan en almidén gelatinizado

6xcopt.o para la gluccamilasa de Aspergillus amamori que es
activa también en almidén crudo.Ci1?d

Las proporciones de hidrélisis de enlaces a-1,4 no
reductores depende del tamafic y estructura molecular del
sustrato incrementindose con el aumento del pesc molecular

del sustrato y por encima de la maltopentosa.C1%,18,33,30)

Se han encontrado cuatro grupos carboxilo en el sitio
activo asi{ como también la presencia de un grupo imidazol.
Estos grupos carboxilo estdn disociados y sus formas activas a
pH 4.% Cel pH éptimo de 1a glucoamilasad son COO y COOH
respectivamente. Se sugiere que el sustrato unido dincrementa
la habilidad del primer grupc carboxilo para disociarse pero

no bia la ducta del

gundo grupo carboxilo. (26>
Aunque la gluccamilasa es capéz de romper enlaces o- 1, 8

glucosidicos en moléculas ramificadas, no lleva a cabo una

completa degradacidn a menocs que sea durante pericdos

17



prolongades de hidrélisis y utlizando la enzima altamente
purificada. No obstante, se ha comprobadoc que en presencia de
a-amilasa purificada, la accidn sindrgica de ambas enzimas es
capdz de producir una completa degradacién en mucho menor
tiempo. En el estadio primario de la reaccidn, 1las moléculas
de almidén son escindidazs por la accidn de la a-amilasa, lo
que facilita la accién de la gluccamilasa. Esto sucede hasta
que al pesoc molecular del sustrato decrece a un cierto nivel a
partir del cual la cinética solo serd expresada por la

proporcidn de la reaccidn de la glucocamilasa. C11D

En experimentos recientes se ha logrado modificar
quimicamente a la gluccamilasa por introduccidén de grupos
amino adicicnales y por acoplamiento a dextrana socluble por
alquilacidn reductiva, con el cbjeto de. darle rigidéz a la
conformacién de la proteina, teniendo esto como finalidad la
termvestabllizacidn de la enzima, Sin embargo, ‘esto se .ha
logrado solo en parte, debido a que esta enzima modificada ex
capéz de resimtir temperaturas mas altas en comparacidn con la
snzima no modificada, pero su nivel de termoestabilidad no es
tan alto como aquél cobservado para otras enzimas, ademis, el
impedimento estérico en el sitioc activo resulta del
acoplamiento covalente a dextrana y la pérdida de actividad
debida a la conjugacidén, es proporcional al tamafio del
sustrato. Por lo tanto, la gluccamilasa resulta ser una enzima

muy dificil de termoestabilizar. (20>

18



Una de las razones de que la glucocamilasa no sea usada en
forma inmovilizada, es porque hay un decremento en el

re'ndlm.nto de gl ., con respecto al tradoe cuando se

utiliza la forma soluble de la enzima. Esto se debe a la baja
difusidén del producto a través de las particulas de
glucocamilasa que estin inmovilizadas, provocande que la
glucosa acumulada acelere la formacidén de los productos de

reversidn. <242

19
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MATERIAL Y METODOS

Como sustrato se empled papa de tres tipos:
Papa alfa
Papa chica

Papa criolla

Se utilizaron dos enzimas comerciales que corresponden

a Takatherm y Diazime L-200 proporcionadas por ENMEX <

origen y caracteristicas se describen en el apéndice 7.20

EnAl.A Fermentacidn del hidrolizado de papa se empled
microorganismo Lactobacillug delbruackii cepa ATCC O840.

3.1.~ Determinacidén del contenido de almidén

carbohidratos totales en papa.

3.1.1.-Contenido de almiddén.- El primer punto en
trabajo experimental fué la realizacidén de la curva patrén
almiddn con la cual fué posible cuantificar el contenido
almidén de diversas variedades de papas.

U
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3.1.2. ~Determinacién de Carbohidratos totales C12,30,.32)
Se hizo en el macerado de papa, por medio del método de
Antrona y con el objeto de tener como referencia la cantidad

de carbohidratos de que se partia al inicioc de la hidrélisis.
3.2.-Hidrélisis Enzimditica

3.2.1. ~Preparacidén de la muestra y gelatinizacidén del
almidén C8D

Se colocaron 40 g de papa en 100ml de agua destilada.
Se licuaron durante 2 minutos, se tomd la muestra para la
determinacidén de carbohidratos totales. Se transfirieron los v
100 ml del macerado a matraces erlenmeyer de 300 ml se agregd
Cloruro de calcio C0.04gY Yy se ajustd el pH a 6.8 Se
gelatinizé e) almidén por medic de calentamiento de lo=z

matraces en un bafic de agua hirviendo durante 20 minutos.

3.2.2. ~Primera fase de la Hidrélisis con a~amilasa. (8D
Transcurridos los 20 minutos, tiempo en el que el almidén
estuvo completamente gelatinizado se agregaron O0.072ml de
a-amilasa CTakathermd, cantidad necesaria para hidrolizar el
almidén contenido en 40g de papa.
La enzima se dejé actuar durante tres horas a temperatura
de ebullicidn en el mismc bafic de agua, rotando ligeramente

los matraces a intervalose regulares de 1% a 30 minutos con el



fin de homogenizar y favorecer el contacto entre enzima y

sustrato.

3.2.3. -Segunda fase de la Hidrdlisis con Glucoamilasa (8>
Transcurridas las tres horas se sacaron los matraces del
bafic de agua, se ajustS el pH a 4.2 y se dejd enfriar el

contenido de los matraces hasta Quir una temperatura

d, 80°C. Una vez al o esta temperatura se les adicioné
0.001 ml de la enzima glucocamilasa C(Diazime L-200),colocando
nuevamente los matraces en un bafioc de agua a temperatura
constante de 80°C y en donde se mantuvieron has'(.a el término
de la hidrélisis durante la cual se procurd rotar ligeramente
los matraces a intervalos regulares de tiempo, para que 1la
enzima tuviera la mayor superficie de contacto con el
sustrato disponible.

Para llevar a cabo un control de la hidrdélisis y
determinar el términc de la mizsma se cuantificaron azicares
reductores por el método de Nelzon Somogyi. (85,22,20

Los pardmetros de concentracidn de sustrato,
concentracidén de enzima. accidn conjunta, pH dptimo y
temperatura Sptima, para la hidrélisis, fueron los
establecidos en la literatura proporcionada por ENMEX. (8

También se toms en cuenta la recomendacidn acerca del
emplec de las dos enzimas en forma conjunta para que se
llevara a cabo una completa degradacidn del sustrato.

Para establecer el tiempo de hidrdélisis los experimentos

antes descritos se evaluarcn para la a-amilasa a las 2 y 3



horas y para la gluccamilasa a las 98 y 72 horas; de aqui se

tomaron los tiempos miés convenientes para ambas enzimas.

3. 3. ~“Fermentacién Léctica.

Se utilizé la cepa Lactobacillus dslbrueckij ATCC 00648
conservada en medio MRS Cde Man,Rogosa and Sharpe).C(14D

3.3.1.~Verificacidén de purezs y caracteristicas
metabdlicas.

Con objeto de comprobar la pureza de la cepa asi como sus
caracteristicas metabélicas., se realizaron observaciones
microscépicas para establecer su morfologia y reaccidn a 1a
tincién de Gram y se procedid a efectuar pruebas biquimicas de
Fermentacién de carbohidratos para lo que se utlizé caldo MRS
como medio cde cultivo basal pero con algunas modificaciones
que corresponden a 0.2% de extracto de carne en vez de 1% y la
incorporacidén de 0.08% Cprvd) de rojo de clorofenol como
indicador. Los carbohidratos problema fueron esterilizados por
filtracidén en equipo Millipore y fueron adicionados al medio
basal previamente esterilizado en una concentracidén final de

1%,

Se utilizaron 18 Azucares que fueron lozs siguientes:
Arabinosa. Fructosa, Galactosa. Gluccsa, Lactosa, Maltosa.
Manitol. Manosa, Melezitosa, Melobioma. Rafincsa, Ramncsa,
Sorbitol, Sacarosa, Xilosa. Los tubos fueron incubades a la

temsperatura dptima de desarrollo de L. delbryackii y los

2¢



resultados fueron anotados diariamente por un periodc de 7
dias.

3.3.2. -Establecimiento de la fase log en el desarrollo de
Lactobacillus galbrueckii. C12.32)

Para ﬁot.rmlnsr lsa curva de crecimiento de Lactgobacillus
ualbruackii se procedisd de la siguiente forma: del cultive
stock se transfirieron dos asadas a tubos con tapén de rosca
;.zuo contenfan medic de cultivo MRS, los que se incubaron a
48°C durante 24 horas. De los cultivos activos se
transfirieron 3 ml Cindculo 3O a matraces’ nefelométricos
conteniendo 100 ml del mismo medic con un pH de 6.3, Los
matraces se incubaron a una temperatura de 45°.

Las lecturas de crecimiento fueron tomadas cada tres
horas el el Nefeldmetro Klett equipado con filtro verde. Como
testigo se utilizé el medio MRS sin inocular e incubado en las
mismas condicicnes. Esta determinacién continuéd hacliéndose
hasta obtener un nidmero constante de unidades Klett que nos

indicara ¢! momento en que se alcanzé la fase estacionaria.

3.3.3.—- Preparacidén del indculo.

Una vez determinado mediante la curva de crecimiento olv
tiempo requerido para que el microorganismc se encontrara al
final de la fase log de su desarrollo que es cuando se
eonpieza a producir el Acido Léctico, se procedid a preparar el
inéculo para la fermentacidén. para lo que la cepa se sembré

nuevamente en tubos con tapén de rosca que contenian el medio



de cultivo MRS, se incubaron por 24 horas y de este cultivo se
transfirieron aproximadamente 6.5ml a un matrd&z nefelométrico
que contenia 100ml del medic # 3, el que se incubd a 43°c
durante aproximadamente 48 horas hasta obtener alrededor de
230 unidades Klett que corresponden a la poblacidén deseada de

bacterias lécticas.

3.3.4. -Fermentacidén .

Para este propdsito se utilizaron matraces Erlenmeyer de
128 ml adaptados para mantener condicicnes de microaerofilia,
conteniendo 100 ml dei medio de Fermentacidn Liéctica ¢ Ver
apéndice 7.3.%

Las parimetros empleades en el desarrollo de las
fermentaciones lécticas fueron los que se dan a continuacidn:
PH inicial 6.0, indculo 5%, Temperatura de incubacidén 42-48°C,
tiempo del proceso 7 dias €168 horas). (32

Para ajustar el pH de la fermentacién se uséd CaCOs

estéril hasta que dste dié o te lo cual se realizdé

alos 3,3 y S dias de la fermentacién, el pH final fué de
4.8,

Al término de cada fermentacidn se cu';nu.ﬂ.cé‘ el Acido
Léictico por el método de Nanni Baldini. <12,31,32)
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RESULTADOS

En todas las tablas se muestran los resultades

determinaciones hechas por triplicado.

Tabla 1.

Resultados de la curva patrén de almiddn.

Hatraz :‘::’;‘T“ g de almidén
1 - -
42 Q. 0008
3 84 0.0010
4 130 0.0018
s 171 0. 0020
-} 220 0.0028
7 2%8 0. 0030

de
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Tabla 2

Contenido de almidén en diversas variedades de papa.

Tipo de papa g de almiddn/g de papa
Alfa 0.1734
Crioclla 0.1504
Chica 0.1878

Tabla 3

Carbohidrates totales en 40 g de papa sin hidrolizar,

determinados por el método de Antrona.

Experimento Carbohidratos totales
g-100mL

7.20
7.08
8.72

LB I . o




Tabla 4
Cuantificacidn de glucosa por el método de Nelson Somogyl

durante el desarrollc de las diferentes hidrdlisis con enzimas

purificadas.
Tiempo de EXPERIMENTOS"
Hirdlisis
Choras) 1 a2 3 4
g de Glucosa-100ml

27 3.718 4.93% 4.00 8. 450
L2 5. 435 7.43 3.81 o. 242
™ 0.7306 7.768 3. 40 8.608
°0 a.878 7.40

Con base en los resultados cobtenidos en los experimentos
1 y 2 se considerd como tiempo dptimo de Hidrdélisis 78 horas,

el que se aplicéd en los siguientes experimentos.
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Table S.
Resultados de las Pruebas Bioquimicas de Fermentacidn de

Carbohidratos por Lactobacillus delbrusckii cepa ATCC 0640

Azdcar Patrdén de Reaccidn Producida
Fermentacidn ”r.::u::? on
Arabinosa - -
Fructosa + +
Galactosa - -
Glucosa + T
Lactosa - -
Maltosa d -
Manitol - -
Manosa + +
Nelezitosa - : -
Melobicsa - - -
Rafinosa - -
Ramnosa - -
Serbitol - ) -
Sacarosa + -
Xilosa - -

l.as pruebas se hiclieron con un testigo de cada azdcar
probade sin inocular. Los resultados fueron cbser vados
diariamente durante siete dias.

d=ducdosa



Tabla ©.

Resultados del desarrollo de Lactobacillus delbrueckii
cepa ATCC 9840 a diferentes pericdos de incubacidn.

Tiempo Chorasd Lectura CUK
[e] 10
3 23
s 24
e a6
13 89
18 137
21 178
24 226
27 ' 230
30 240
33 240
30 244
42 280
48 2950
48 248
L 2%0
Se 2%0

3¢
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Tabla 7.

Resultados de los pardmetros evaluados durante la

hidrélisis del almidén y la Fermentacidén Léctica

Fermentacidn Carbohidratos Glucosa Acido Glucosa
Totales Inicial Lictico Residual
g7100ml
A a.72 a. 40 8. 382 O. 400
B B.08 .80 5. 019 0.273
Tabla 6.

Resul tados de porcientos de transformacidén del sustrato

rendimiento obtenido del productoc

Fermentacidn Transformacidén Transformacidn Rendimient.
E Carbohidratos Glucosa a Acido -
a Glucosa Acido Liéctico Léctico
A 03.51% 93, 92% S, OO
B 03. 34% o8, 00X Q4. Be%
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A continuacidn se exponen loz resultados obtenidos en el
Laboratoric de Microbiologia Experimental respecto a ia
Hidrdlisis de almidén realizada con Enzimas no purificadas de
Asrersdillus niger 1os que se comparan con loa obtenidos en el

presente trabajo que constituye la tercera etapa del proyecto.



Tabla ©.

Rendimiento de Glucosa a diferentes per{odos de

incubacidén.
Tiempo de # Enzima no ® % Enzima
Incubacidn Purificada Purificada
Choras)

g de glucosas100ml

o.m%
A7 2.07
2.5 2.27
26.9 2.98
27 N.D. _ ¢.00
32 2.08
38.8 1.1
@ 0.a37
=1 s.%0
78 e.88
o« 7.14

»” Dates reportades por Paez y Ramirez <320
% # Se reporta la media de cuatro experimentos
N.D. = No determinada
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Tabla 10.

Comparacidén de la transformacidén de Carbohidratos a

glucosa con enzimas purificadas y no purificadas

® Enzima no Purificada Enzima Purificada
Carbohidrates Glucesa Carbohidratos Glucosa
Totales Totales
g-100mlL
4.77 2.3e8 7.20 6.876
7.4 4.44 7.09 7.40
7.56 2.32 8. 72 8. 40
7.42 2.89 6.8 a.6808
.78 3.011 7.137 8. 820
% de
Transformacion 44.41% o8, o932

* Datos

reportados por

Alejandro Moncayo

Servicio Social que participé en este proyecto.

alumno de
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DISCUSION DE RESULTADOS

En cuanto a los resultados obtenidos en la determinacidén
de almiddén en diversas variedades de papa se puede observar
que el método empleadec tiene un grado de reproducibilidad
confiable ya que el contenido de almidén reportado para la
papa es de 18 a 20g % y los resultados obtenidos en este

experimento, fluctiuan entre 1%5.8 y 17.8g %.CTabla 2

Al inicioc de cada fermentacidédn se hizo la determinacidn
de Carbohidratos totales los que resultaron alrededor de

797409 de papa. CTabla 30

Esta determinacidén constituye una herramienta importante
para poder tener una referencia de la transformacidén .de esos
carbohidratos a glucosa y con ello valorar el rendimiento de
la accidn enzimética. En este sentido se observa que la
transformacién de carbohidratos por accidn de enzimas

-
purificadas es casi total. CTabla 8 y Gréfica

fas observacicnes microscépicas, as{ como los resultados
de las prusbas bioquimicas realizadas, permitieron confirmar
la pureza de la cepa ¥y que ésta conservé sus caracteristicas

metabélicas. CTabla &



Respecto a la curva de crecimientc de ba us

delbrupkij con la que fud posible ol to en el

4que el microorganismo llegaba al final de la fase 1log ¥y
principio de la fase estacicnaria, tiempo en el cual el
microorganismo comienza a producir el fcido léctico como un
producto de su metabolismo secundario, se tiene que dste se

_alcanzd a las 24 horas de incubacidn. CTabla © y Grifica 3

Una véz obtenidos estos objetivos, se llevds a cabo la
fermentacidn Léctica usando como materia prima la glucosa
producida durante la hidrélisis de la papa con enzimas
purificadas. Los rendimientos de dcido Léctico fueron entre

O3.00% y 94.04%. CTabla 8 y Grifica %

As{ mismo al hacerse los célculos en cuanto al
porcentaje de transformacidn de glucosa a $cido Lictico se
encontré que estoxs porcentajes oscilaron entre 903.02% y

98.00%. CTabla 8 y Gréfica

Al comparar los resultados de trabajos previos con los
aqui obtenidos, - se observa que el tiempo de hidrdélisis al que
se obtiene el mayor contenidc de glucosa con enzimas no
purificadas corresponde a 20.3 horas ¥ que con periodos de
incubacidn mayores el rendimiento disminuye considerablemente,
lo que se atribuye a su utilizacién por 1los microorganismos

productores de las enzimas. En tanto que con enzimas

47



purificadas, a las 27 horas ol rendimientc es casi del 200% y

con perfodos de incubacidén més prolongados continus aumentando

1a concentracidén, al dnd practi te la prod én

éptima a las S1 horas. CTabla © y Oréfica &

Al comparar los resultados de glucosa obtenidos con
enzimas purificadas y con enzimas no purificadas se aprecia
una visible diferencia, siendo las concentraciones de glucosa
obtenidas con enzimas purificadas muy superiores a las

resultantes con enzimas no purificadas.(Tabla 10 y Gréfica 77

El porcentaje de transformacidén de carbohidratos a

gl on el pr con enzimas purificadas estd entre el 93

y O8.0%. CTabla €

Por estas razZones sSe puede opinar que al usar enzimas
purificadas en el proceso de hidrdélisis de almidén se logra

favorecer el proceso fermentativo en su conjunto.
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La conclusidén general a la que se llegs al obtener una
transformacién casi total de almidén a glucosa al finalizar
este trabajo, Se resume en que el usoc de tnzii;l purificadas

on este tipo de procescs s nmis redituable.

La ventaja principal en relacidén con el procesc que Usa
engimas no purificadas, es el altoc rendimientc de gluccea,
ya que en el proceso que involucra a las enzximas no
purificadas se estd usando al hongo asparajllus niser
Cproductor de la enzima amilolitica) el cual al miamo tiempo
que libera la enzima degradadora del almidén para producir
glucosa, se estsd alimentando con parte de esa glucosa

liberada 1o cual repercute en un bajo rendimiento de ésta:. -

El alto costo que tienen las enzimas purificadas ae

redu 4 bl @ al utilizarse dstas en cantidades muy

pequefias.

Uno de los puntos que podria ser una desventaja al usar
onzimas purificadas, es el tiempo de hidrdélisis ,qQue para
éatas es de 78 horas y para las enzimas no purificadas es de
25.% horas, perco el alto rendimiento producido por las

primeras retribuye el mayor tiempo invertido en su uso.



‘La comparacidn en el uso de enzimas purificadas y no
purificadas en la hidrélisis de almidén de papa indica Qque
las primersas son mucho mis dGtiles para estas aplicaciones,

por 1o que e recomiendan como una buena alternativa,
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7.1. -¥METODOS

7.1.1.Curva Patrdén de Almiddén

Sustancias
Solucidn de almidén scluble: Agregar O.ig de almiddn
soluble 2 100ml de agua destilada para cobtener una
concentracidn final de 0.1%
Reactivo de Yodo: Para preparar 30 ml de este reactivo se
utilizan 0.2 g de KI y O.1g de I2. Disolver el KI en O0.34 ml

de agua, llevarlo a 10ml, agregar O0.ig de Iz y aforar a

30 mk.
Dezarrollo de la Curva
Matraz Vol. de almiddr Vol. de reactivo g de almiddén
al 0.1% de yodo soluble

1 [+] 0.9 o
a2 0.3 0.5 0. 0008
3 1.0 0.3 ©0.0010
4 1.3 0.8 0.00183
s a.0 0.3 0. 0020
-] 2.9 0.8 0. 0028
7 3.0 0.9 0. 0030




Hacer las lecturas en un Nefeldmetro Klett y utilizar
filtro rojo.

7.1.2.-Extraccidén del Almidén de la Papa. (420

Para esto, la preparacidén de la muestra se hizo de 1la
siguiente manera:ig de papa se licué con 28 ml de agus
destilada y se calentd en bafic de agua hirviendo durante 10
minutos. al término de los cuales se filtré la mezcla a traves
de fibra de vidrio.Parte del almidén solubilizado por el
calentamiento atraviesa la fibra de vidrio, pero al irse
enfriando parte de ¢l queda atrapado en la fibra de vidrio,
por lo cual diche residuc fué recuperado lavando con 23 ml de
agua destilada. Se procedid a calentar durante 10 minutos a
temperatura de ebullicidén y a filirar nuevamente. Esta
operacidén se repitisd doz veces més y finalmente se juntaron
los cuatro filtrados €100 mld de ah{ se tomaron 80 ml. Con el
objetc de poder realizar la cuantificacidn colorimdtrica del
almidén, se procedid a disminuir la concentracidn. de ¢ste en
l1a alicuota original, para lo que se hicieron una merie de
diluciones, on la que se desarrollé el complejo colorido
mediante 1a adicidn de 0.9 ml de reactivo de yodo.

Las lecturas se hicieron en el Nefeldmetro Kiett  leyendo
con filtro rojo y 1o resultados se interpolaron en: la curva

patrén.



7.1.3, -Determinacidn de Carbohidratos Totales por el Método de
Antrona. €12,30,32)

'Fundamento

Los carbohidratos dan un color verde caracteristico con
antrona en solucidn de écido sulfurico con adicidén de calor.

El coior es debido a la condensacidén de la antrona con
los derivados del furfural formados en la reaccidén de los
azicares con el dcido caliente.

La forma antronal es la que reacciona.

[+]
Reactives

OH

1.-Solucidn estandar de glucosa C1.0mg/ml) en una solucidn
al 0.1%% de dcido benzdico es estable por un tiempo prolongado
a o%.

2.-Solucidén stock de fcido sulfirico C73% v-v) afladir 730 ml
de #cido sulfirico a 250 ml de agua destilada.

3. -Reactive de antrona. Agregar Smli de etancl absoluto a
200mg de antrona, agitar hasta disolucién., Este reactivo se
prepara inmediatamente antes de su uso. El etanol sirve para
estabilizar el color. Leer el problema y el estandar contra un
blanco de agua para tener mayor especificidad y evitar 1las
sustancias interferentes.

Los disacdéridos y polisacidridos dan cuantitativamente el

mismo valer de color por mol de glucosa.



Blanco Problema Estandar
Agua 1.0m1
v
Suspensidn de
Papa 1.0mL
Estandar de
glucosadi: 200 1.0ml
Bafic de hielo
Reactivo de
antrona =ml Sml Sml
Bafic de agua en ebullicidén 10 minutos. Enfriar en bafo
de hielo y leer en el Klett con filtro rojo

Célculo:

D.O. Problema

e = Concentracidén de CHO's

D.O. Estandar totales g-100ml

Tratamiento de la muestra: Del macerado de papa se toma
iml se afora a 100ml con agua destilada y de ahfi se toma 1la
muestra la cual se centrifuga y se desarrolla el nwtodo.

La antrona debe agregarse lentamente con agitacidn.



7.1. 4. ~Determinacidén de Glucosa por el Método de Nelson
Somogyl. CS,22,209)
Fundamento
La presencia de grupos reductores libres en una muestra
de carbohidrato tiene la capacidad de reducir el Cu“ en medio
alealino, El hidrato de carbono se degrada oxidativamente con
la correspondiente reduccidén del agente oxidante. El cu®
formado precipita como Cuz0 dando una coloracidédn rojiza. La
cantidad de Cuzl formado se mide adicionando dcido
arsenomol {bdico que es reducido por el cut. El coler azul
intenso del dcido arsenomol { bdoso se “determina por
colorimetria.
Reactivos
i1.-Reactive alcalino de ccbre
Reactive A €100 mld
2.5 g de Na2COa Canhidrod
2.8 g de sal de Rochelle C(Tartrate de sodio y
potasio CeHeKNaOo .4H2zOD
2.0 g de NaHCOs
20 g de Naz2SOe Canhidrod
Disolver las sales en el orden indicado y aforar a 100ml. Se
filtra si es necesaric y guardar en frasco ambar a una
temperatura de 1%5-20°,
Reactivo B €100mld:
18 g de CuSOs.SH20
100 ml de agua destilada

2 gotas de HzSOe concentrado



Guardar en frasco dmbar.
Las solucicnes A y B se mezclan en el momentc de hacer la
determinacién de la siguiente forma:
28 partes de A por 1 parte de B
2. -Reactivo arsenomolibdico
89 de Molibdato de Amonic
@5 ml de agua destilada
4.2 ml de HzSOe concentrado
0.8 g de NazHASO¢ . 7H20C Arsenato de sodioc
dibisicod
Preparacidn
Disolver 5g de molibdato de amonico en 80 ml de agua
destilada. Adicionar 4.2 ml de 4dcido sulfuirico concentrado.
Adicionar Cpreviamente disueltos) en Sml de agua, 0.8 g de
arsenato de sodio, mezclar por agitacidn cuidadosa y poner en
una incubadora a 37°C durante 48 horas. Guardar en frascoe
ambar a temperatura ambiente,
3. -Solucidn ﬁatrén de glucosa,
200mg de glucosa anhidra
100ml de sclucidén de dcido benzdlco al O.28%
Se diluye 1:20 en el momento de la prueba
4.-Sulfato de Zinc al 5%
8g de Sulfato de zinc
100 ml de agua destilada
8. ~Hidréxido de Bario O.3N
8g de Hidréxido de Bario

100ml de agua destilada.



Diluir el problema 1:20 antes de desproteinizar.

Técnica de desproteinizacidn

Problema <1:20> 0.8 ml
Agua destilada 7.5 mL
Hidréxido de Bario O.3N 1.0 ml
Sulfato de Zinc al 5% 1.0 ml
Filtrar y centrifugar
Problema Patrdn Blanco
Filtrado libre 1.0ml
de proteinas
Sclucidén patrén 1.0mL
Dil 1:20
Agua destilada 1.0ml
Reactivo alcalino 1.0ml 1.0ml 1.0ml
de cobre

Mezclar y calentar eon bafio de agua a ebullicidn por 20 min.

Enfriar en bafic de hieloc

Reactivo arsenc
molibdico

1.0ml

1.0ml 1.0ml

Agitar cuidadosamente hasta desalojar gas

Agua destilada l

22.0ml

I

22. oml r 22.0oml

Ajustar a 100% de Transmisidn con el blanco Yy obtener 1las
lecturas para problema y patrén a una A de 320nm & con filtro
verde en el nefeldmetro Klett.

UK Problema

UK Patrdén

% 200 % 20= mg de glucocsa-100ml




7.1.%8, ~Cuantificacién de Acido Léctico por el Método de
Nanni Baldini. €12,31,32)

El fermentado original se diluye con agua destilada en

una proporcidén de 1:10,

La desproteinizacidn sa realiza con los reactivos
para desproteinizar en el método de Nelson Somogyi.Al hacerla

la muestra se diluye 1:20.

Fundamento

La muestra desproteinizada se trata con CuSO4.3HzO y con
CaCOH)2 para eliminar el piruvato interferente. Asi el
CuSOs .8H2O se afiade conjunto con HiSOs concentrado el cual
bajo la influencia del calor convierte el 4dcido Léctico en
acetaldehido. Este reacciona con p-hidroxidifenile produciendo

un croméforo vicleta, que tiene su méxima absorcidén a 9688nm.

Reactivos
1.-Solucidén patrdn de Aclido Liéctico. 0.21_33;; de lactato de
1itio seco. Se disuelven en 100ml de agua destilada junto con
iml de HzSOs. Se lleva a un volumen final de i litro con agua

destilada quedando una tracién final de 20mg/100ml.

2. -Solucidén de p-hidroxidifenilo. 130mg de p~hidroxidifenilo

se disuelven en 10ml de etanol absoluto.



‘3. ~Solucién de Sulfato de cobre. GuSOs.HzO al 20% Cprvd
4. ~Solucidn de Sulfato de cobre., CuSO¢.HzO al 18% (prvd
8. ~Hidréxido de calcio Q. P.

8. ~Acido Sulfurico concentrado.

Procedimiento

Las determinaciones se realizan con la solucidn
patrén,muestra problema y blanco simultaneamente.

Colocar en un tubo de 15%110 iml de solucidn libre de
proteinas conteniendo de 10 a 200mg de Acido Liéctico., Agregar
iml de Sulfato de Cobre al 20% y llevar a un volumen final de
10ml con agua destilada.

Adicionar 1g de Hidréxido de Calcio, tapar los tubes ¥
agitar vigorosamente por periodos de 30 segundos a intervalos
de 8 minutos, por 30 minutos; centrifugar los tubos.

Transferir iml del sobrenadante® a un tuboc de 15%180mm,
enfrisar en un bafico de hielo y se afladir 0.05ml de sulfato de
cobre al 1%% seguido por Oml de 4scido sulfdrico concentrado
que se afade lentamente con agitacidn continua, goténndo de

una bureta. Cuando todo el dcido se ha afiadido, los tubos se

o1



agitan vigorosamente, se tapan y se transfieren a un bafico de
agua a 80°%1°¢ por 30 minutos, enfriar a una temperatura de 8
a 10°C y agregar O.iml de p-hidroxidifenilo y agitar
vigorosamente.

Colocar los tubos en un bafio de agua a 201 %¢ por 30
minutos seguido por QO segundos de bafic de agua a ebullicidn,
con este tratamiento e elimina el eXceso de
p-hidroxidifenilo,

Inmediatamente después enfriar los tubos en un bafic de
hiele y medir la extincién a S68nm, contra blanco de
reactivos. En el nefeldmetro Klett leer los tubos con el

filtro verde.

Calculo:

UK Problema _ ., . patrén # dilucisén

UK Patrdén

UK Problema

» 20 % 200 = mg de ac. Lactico-100ml
UK Patrén



7.2. ~ENZIMAS UTILIZADAS

7.2.1.-Nombre comercial:

Takatherm

Es una a-amilasa bacteriana de PBacillus licheniformis

altamente termoestable, para su méxima proteccidn contra 1la

desnaturalizacidn bajo

condiciones extremas de PH y

temperatura requiere trazas de Calcioc en una concentracién de

400 ppm C400mg-l). Las sales de Catecio facilmente solubles en

agua como el Clorurc son adecuadas como cofactor. La afecta

demasiadc el EDTA (secuestrante de Calciod.

Inhibidores: Cu, Fe,
Al, Pb,

Para su actividad
L/1000kg de almiddn.

Temperatura dptima

Rango de Temperatura

Estabilidad

Rango efectivo

PH Sptimo

PH efectivo

Rango de estabilidad

Co con

Zn con

poder inhibitorico moderado

poder inhibitorioc fuerte

se recomiendan dosis de 0.5-1.98

Sptima

al pH

90°¢
e3-95°C
hasta 98°¢
hasta 100°C
8.8-7.0
8,0-8.0
8.0-11.0

e3



7.2.2. ~Nombre comercial: Diazime 1200
Es una gluccamilasa fungsl de Aspergillus niger la cual

no requiere de cofactores para su funciconalidad.

Temperatura $ptima s8-05°c
Temperatura sfectiva 40-e5°¢
Temperatura r dada para un tiempo de reaccidén mayor

& 24 horas Cya que es muy estable y se reduce el peligro de

contaminacidn microbians 80°¢
Tenperatura de inactivacién Superior a 80°C
pH dptimo 4.0-¢.4
pH efectivo 3.0-8.0
pH de estabilidad méxima 3.8-8.8
pH estable 4.0-8.0

Para evaluarlia se usan 0.018% de enzima.



7.3. - Medios de Cultivo

7.3.1, -Medioc de Cultivo MRS. C14)

CPara Conservacidn de la Cepad
Leche peptonizada...........c.0e.. P . 1g
EXtracto de CarnN®. .....ccccvceveeseseeses 1g
Extracto de Levadura.......... ... veeees. O.8Bg
ClUCOSA. c.vvrtetserovsaass Cereceseans vee. 2g
Fosfato dipotdsico Kz2HPO¢.....cvvveven.. 0.8g
Citrato diamdnico. . cviveiiiviecenreeee. O.2g
Acetato de sodic CHsCOONA............ ... O.8g
MnSOe-4H20. ... ... cvinn. P deeeae.. 0,029

Agua destilada........o0renevenseaccesss 100 ml
Ajustar el pH a 8.2-8.4. Esterilizar a 121°C durante 18

minutos.

7.3.2.- Hedio # 3.C12,32>
CPara Propagacidén de la Cepad
Extracto de Levadura................... 2¢
Solucidén A de sales......... vedreeeeses O0.98ml
Solucidén B de sales.........ccc000e0000 O.74ml
Agua destiladl......oevennruaronns vees. 100ml
Ajustar el pH de 3.3-68. Esterilizar & 120°¢ durante 153

minutos.



7.3.3, -Preparacién de las Soluciones de Sales,

2,32
Solucidén A de sales Solucidén B de sales
MgSOe . 7H20. . .. . ..... 10g Acetato de sodio....12.8g
FolSle .7H20. ... ...... 0.8g Twaan 80......:..... O.8g
MnSO4 . 4H2O. ... ...... O.B3g Agua destilada......100md

Agua destilada......100ml

7.3. 4. ~Madio de Cultivo MRS. (14D
CPara pruebas bioquimicasd
Peptona de cageind.......c.evesveeiases 310G
Extracto de Carn®...... ... occeestat0anes
Extracto de levadura.......civeauvavens

2g
Sg
ClLrato de amoNLo. .. .cvetssesnecnsnese. B@

Sg

Acotatlo de Sodlo. .. .civitioiiransceaanan

MNSO6 AHZO. ..t vvereansssansssnscansas O.2g9
Twean 80...... P 1~ 1
Agua destilada......... veceane vedseaess  2000m)

Ajustar el pH a 8.2-8.4. Adicionar el colorante Rojo de
Clorofencl en una ceoncentracién de 0.08%. Distribulr en
matraces. Esterilizar a 121°C durante 1% minutos. Despusés
agregar on condiciones asdpticas las soluciones de
Carbohidratos problema previamente esterilizadas por

filtracidn.



7.3. 8. -Medio de Fermentacidn Léctica

<32
Agua de Levadura. . .....ouoivesnieencaes 18 ml
Hidrolizado de papa.......... e raeen 100mlL
[+ Uele o vessas Ceeeasene veees B9
Solucidn A de sales...... erirsrteeesssss 0.88ml
Solucidén B de sales....... veeesansseee. O.74mL
Indéculo de L. delbrueckii...... verraces B% Cvrvd

Ajustar pH a 6. Esterilizar a 121°C durante 18 minutos.

7.3.8. -Preparacidn del agua de Levadura
Levadura de panificacidn,..........
Agua destilada......

Esterilizar durante 2 horas a 121°cC.

[-14
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