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I INTRODUCCION

La m:croﬂora ldctica Juega un papel muy 1mportante en la preparacxon de alimentos

' t'ermemados tradxcxonales en todo el mundo Lo beneﬁcnos que estos mlcroorgamsmos aportan son

la conservacion de los alxmentos debd pr duccnon -de acndo lacuco y la’ consecuente

fermentados tradxcnonales en Mé‘aco se elaboran con bas en maiz do intidad de almidén es

alta. De los ahmemos fermemados tradnclonales destaca el'pozol,’el cu S na,beblda fermehtada
trudxcmnal basada en maiz, de donde se han axslado ‘bacterias lacticas: mllolmcas y, recnentemente,

‘se ha estudxado la pamclxpacnon de estas enel proceso de la fermentacion 3 degradaclon del almidén

del maiz. (Wacher 1993; Flores 1996). El estud:o de’:las amilasas: que pl;oducen las bacterias
lacticas serd importante ya que si se conocen factores; como pH y temperatura optxmos de actividad
enzimitica, estos microorganismos podrxan ser uuhzados en otros allmentos fermentados donde el
sustrato pnncxpal sea amllaceo, dandoles a la vez las ventnjas que el amdo Iacnco proporcxona a
estos alimentos como preservacxon y caractensucas organolépticas agradables. o

La primera ocasidn que se repono la capacidad de las bacterias ldcticas para fermentar el‘

almidén fue en 1937 por Sherman dando a conocer que algunas cepas de Slrepfococcus

que fueron aisladas del tracto digestivo de rumiantes tenian la hablhdad para producu‘ ac1do :

lactico en sustratos amildceos Desde entonces se han aislado bactenas Iégtlcas am loliticas -

de diversos habitats y regiones del planeta."En N}geri:i‘ :
fermentada cepas de Lacrobacillus plantarum (Gi;ayid‘ re

animales en Francia se aislaron cepas de Lab(bb(iéi{l;l (s "rﬁp,y‘cc}l., 1983), en Estados




Unidos se aislaron cepas de Laclobac:llus amyloplulus y Lactobac:llus amylovorus a partir

~de ensnlndos de maiz (Nakamura y Crowell 1979 Nakamura, 1981), de un ahmento

fermentado de arroz y pescado en Japon se alslo Laclobac:llus pIanmrum (Olympla y col - :

>l99>), de pescado fermentado en Suecia's mslaron pas: de ‘Leuconostoc Lmdgren y

respecto.’

Bifi dabacter ium.y

Estudtos de comparacno de: propledades cmetxc'\s y moleculares entre amllasas producidas

por b'\ctenas lactxcas lsladasfde dxferentes habltats y regnones pemutxra saber si las

sxmxlnudes Y dlferencxas' encontradas entre ellas podnan sxgmﬁcar una ventaja en la

'hldrohsls de sustratos amllaceos evxdentemente abundantes en diversos alimentos

'dlSll’lbuldOS en todo el mundo, y nuestro pms no es la e\cepcmn. o

[8)




' comphcacxones por el sistema dngesuvo del hombre

El almidén éstd form:

el T

GENERALIDADES -

Caracteristicas generales del almidén

Descrlpcnon

Despues de la celulosa, eI almldon es el prmcxpal carbohldrato de reserva que se

produce a través de h fotosmtesxs en las plantas. Este polxsacando es astmllado sm:, :

dieta; de hecho un gran porcentaje de la energna

energéticos esta dada por. el aImxdon La

cereales (40 a 90 % de su_ pes‘
produccién total mundial es e
sorgo.

entre si en el tamafio y'los tipos de enlaces presentes en cada una

- Amilosa:

La amilosa es una cadena lineal formada por monémeros de glucosa unidos entre si

por enlaces «-1,4 glucosidicos; presenta en su molécula un enrollado helicoidal teniéndose -

una vuelta completa cada seis moléculas de glucosa. Esta fraccién es la responsable de- la
coloracién azul que presenta el almidén con el yodo ya que esto se debe a que la molécula

de amilosa hidratada atrapa a las moléculas de yodo.

w

'a arte de su o

~son los -



Amilopectina.

-a-amilopectina presenta color café frente a una solucion de'yodo.

Amllasas

dxversas fomms dependxendo de' a) modo de hxdrohsxs,

inversion de 1a conﬁguracxon, c) hldl’OllSlS de los enlaces glucosxdlcos w14y gi-l,6'y :

d) por el tipo de la_reaccién ,de hidi’élis‘is, o de rtrva‘xisferencia

Tipos de amilasas y modos de accién -

obre los enlaces

sramificantes

iclodextrinas
ghcosxltransfemsas degradan el ‘—a]mldon

desproporcxonadas (Nlelsen 1991)

Esla parte ramlﬁcada del almldon formada por aproumadamente 100, 000 monémeros‘ :

Las amllasa actdan: sobre almxdon, glucogeno y denvados “de’ pollsacandos :
‘hldrollzando los enlaces glucosxdxcos u.-l 4y a-l 6 La amilasas: se clasnﬁcan de o

endo 0 exo;:b) retencnon [

as:que estdn involucradas en la

. reacciones.’



'cadena producnendo moleculas de ba_]o pes

Endo-amilasas.

Estas enzxmas actuan sobre los enlaces ,a41,4’ glucosidicos’ en amildsa,

amllopectma Y carbohldratos relaclonados pero no’ sobre los enlaces a-l 6 de

amilopectinn (Ndrman 1982 ‘Los toductos de hidrolisis son“oligosacz’;ridos de tamaﬁo

variado 'y tienen una configuracién o en el C; de ad de glucosa ' producida. Estas

enzimas :actlan _en’- las: regiones interiores” del . sustrato lo "que causa un rapido

decremento en la viscosidad de 1ds‘almidones'gelatlmzados.

Hay dos variedades de endo-amilasas;-las’ termoestables y las termoldbiles. Por lo -
general las endo-amilasas de origenjbacte;iah,o‘Son’.termoest_ables) (Guzmdn y Paredes
1995).

Exo-amilasas.

Estas enzimas actiian en algunos:sustratos como endo-amilasas pero.por.un camino -

diférente. Algx;hésfaé ellas o) orta sobre.los,enlaces;a-'l,6*pero,‘ 2

OS tlpOS de e\o-enZImas 50 xmportantes

en la hidrdlisis del almldén' las e\o-amllasas glucogemcas y,las e\o-amllasas' -

maltogénicas (Whitaker 1994). -



~_Enzimas dcsramiﬁcantés.

Tamblen ]lamadas enznmas‘a-l 6 tales como la pululanasa y la 1soam|1asa tienen

su sitio de accién'ﬁnicamente sobre los enlaces a-l 6.

c1clode'<trmas las cudles’ contlenen sexs, sxete u ocho residuos de D- glucopxranosnl
: Akmilas'ns mids eStudiada_s.

E\ls\en muchos npos de amxlasas pero por su especnal 1mportanc1a y ser mas

*comunes las a-amllasas, las B-amnlasas, las glucoamllasas Y las pululanasas son las que

s se han estudlado mdis en detalle

como maltohexosa

las dextrinas ' obteniéndose oligosacdridos

Sxendo los productos finales de la hldl‘OllSlS maltosa y glucosa (en pequeﬁa canndad) la :

cual procede de la accmn de la ct-amilasa sobre la maltotnosa

q-Ainilhsa ,(1 4-u-D-glucan' glucénbhidrolasa,'*EC: 3.2.1. 1) actlia_ sin un orden::
: determmado sobre las uniones a-1,4glucosidicas producxendo dextnnas de bajo peso*

: molecu]ar. Las dextrihas pueden ser lineales si proceden de amilosa o ramiﬁcéxdas si es’ v

. que proceden de glucogeno o amilopectina. Se produce después una sa;‘.ariﬁéaéiéﬁ,de ;




B-Amllasa (1, 4 oc-D-glucan glucohldrolasa, EC 3.2.1.2) es una exoamxlasa y rompe el ,y

- sustrato a pamr de la termmacxon no reductora de Ia cadena, su accién 'se locallza en

on’ formacxon de mal 52 como producto o

los enlaces a-l 4fglucosxdxcos alte nados,

1)es x{a,ehdéamxlasd-;' hidroliza

los enlaces glucosidicos . de_las-dextrinas . limitantes - de

“0-1,6 de las pululanas™ .

amilopectina y glucégeno.

Medicidn de la actividad amilolitica.’,

Se usan cuatro procedimientos por lo general para el estudio de la accion de las

amilasas sobre el almidon aprovechando cjue <;lurarf1tc la hidrélisis ocurre que:: a)'hay'j : o

un decrecimiento en la viscosidad ; b) hay. una:p dida:de: habilidad : par.

color azul con el iodo ; ¢) una aparicion de grupos r'eductorvesv;vy d) hay un incremento

en maltosa, glucosa, o dextrinas.




et los productos son por lo general acdeS' :

Alimentos fermentados

Cuando se habla de alimentos fermentados se- pxensa en queso y pan. o en productos o

exoéticos como el miso hecho Japon' sin embargo, en’ algunas partes del mundo 1mportantes :

canudades de allmentos fermentados son producndos y usados enla dleta dlarla de la gente

y son pane lmportante de su numc;én. R

Exist,e',una gran variedad de alimentos fermentados en todo el mundo pero éstos muestran
algunas similitudes tales como:
- la. mayoria de los ‘alimentos fermentados son hechos con base en cereales y

leguminosas;

"=+ son suplementados con una fuente de proteina ya sea de origen animal o vegetal ;

etla mayoria de los lini:n;os provienen de una fermentacién en un medio liquido aunque

c Ios hay dondé' 'eyl Sustratb es sélido ; ;

-,ﬂ las levaduras y bactenas (en su mayorxa bacterms acxdo lactlcas) son los “nicos

- orgamsmos responsables de la fermentacnon'

Y. . el uempo de fem1entac1on es corto, es decnr, no se lleva semanas ° meses,

- e*ccepto por causas muy comadas nmguno de estos allmemos fermentados han sido

E estudxados cnenuﬁcamenle a fondo.




Ventajas de los alimentes fermentados'

Las fermentaciones

sustratos. es deci retiere al ‘metabolismos ‘de. compuestos orgdnicos mediante procesos

de oxidosreduce

aromas . v .tex

as como las siguientes:

fer’mcm‘adbs \‘éh;aj

. coijs‘er\-aci‘érxri d; los étodllctas vfernieniﬁdés’, :d';e‘bi“dro a‘los: é;idos‘vorgénicos‘:c‘]ﬁe ‘se
pﬁ;ducéﬁ: éstés producios deidos en algungsoc:a’sionés“ “so;{secg‘)s lo;qL‘lé'I‘ia(‘:e quev se
conserven pc;)r largos périodos de tiempb:‘ g e

- son; altos en contenido de fibra;

- debido a que algunos 56n secos pueden ser. lranspor!ad°§ _t‘d;:'ilxl}neme de'un‘lﬁgai‘ aiotro;

- pueden llegar a adquirir un valor ag;'egado l’ll.llﬁ:ibi\?li debldoa hs \‘italﬁinas formadas

durante la fermentacion:

- son alimentos consumidos desde- hace cientos. de- afios: y  por consiguiente son

culturalmente aceptados;

- pueden considerarse cien por ciento naturales (C. W. Hesseltine, 1979).




Bacterias dcido licticas

Las bacterias ldicticas son un grupo de bacterias Gr'un po:nn\ as. no esporuladm cnt'tlaS'l

negativas. carentes de citocromos, de habm)s no 1erob|os pero ﬂerotolemmns. de eluados

requerimientos nutricionales: acxdo toleramgs v e‘rmenmtivos eslrictos con-z’tcido lactico

utilizadas.como cultivos

‘Actualmente en la industria lechera’las bacterias licticas:son mui

iniciadores - v por consiguiente ,la"\op imi u desarrollo” es

esencial para ser aplicadas con éxito dg.fnﬁg de otros campos de la.industria (VB‘i‘b'al.l‘988)‘ o

‘Lns bacterias acido Iécticas tienen un L'mh/potenc l.como bioconsérvadores porque su

consumo no implica riesgos para el hum'mo, ésta

alimentos. tales como la produccién de alnmemos’fermeutados (\/Iarruu. 1991 Sules. :

1996). Las bacterias dcido ldcticas producen’ una sene de sustancias z\nnmlcroblanas' B
responsables de la estabilidad de los alimentos Iermemados La capncxdad ‘de l'lS baclnnas

dcido lacticas para producir dcidos ors.amcos. con el consmulentc descenso del pH ‘es el

principal factor de inhibicion en los pmducto: termenmdos (T agg etal.. 1976).

Aunque no es una propiedad comitin se. han reportado cepas de bacterias -ldcticas

amiloliticas en diferentes sustratos. En fermentaciones de desperdicios de maiz se aislo e

1enen status GRAS para su uso.en .* :



1denufco una cepa como Laclobaczllus armlovo'us (\Iakamura 198]) Otm cepa

b'lcterlan'1 lactlca z\mxlolmca 1dentmcada como’ Lac!obactllus ]J/tml(ll um’. fue aislada y se

demostro quc era la responsqbl:. de acndchar el suslrato a pamr del almldon después de

agotar los azicares snmplgs S; rnporto tambxu'm qu«. Ia en7|ma amllolmca produuda por

oste l‘nILIOOI'LanSH'IO es :.\tracelul'\r ¥ quc. gs una a- 'umlasn tum.ndo un pH opumo de 5.0

¥ una temperatura optima de 'u.n\nd.\d dt. 35 “C (Glraud et al 199l)

Se encontraron dil’ercn'cias (Castilio etal, 1989) Lnlr; l.xs proplcdades amllolmcas de

Lac lobm'llhn unnlom/ 1! ,v Lm‘lubaclllus amy Ioplulu.s Seg tucllos L Amylo\ orus

resulté ser m;xs '1d=.cuado para ser Lmhzado en '11|n1entos termentados con suslratos

amilaceos.

Se reporto que la degradacion del almidén por L. plantarum en un medio en el que el pH se
ajusté a un valor de 6.0 -habia una alta excrecién v actividad de - amilasa. ‘en cambio
cuando el pH no se regulaba la produccién y actividad de la enzima era baja (Giraud et al.,

1994).



Bacterias sicido kicticas en alimentos fermentados

Bacterias dcido lacticas han sido aisladas de diversos productos fermentados (Tanasupawat
and Daengsubha. 1983: Tanasupawat et al.. 1992).

* Se han encontrado cepas homofermentativas y heterofermentativas son enconlrndas en una

gran variedad de alimentos t'crmcnmdos en. todo’el ,:’mimd' sxuldo plu ‘lp'\lmum.

l'lctobaulos los mas comunes (OLad’x 1992; T'm'xsupa\\m et al.. l99_>)

Las bau.lex ias licticas no cugnmn comunmemn con Id capacxdnd de hldr0|l7'll‘ el almldon'

sin embargo su existencia esta’ blen docummtadn como se refirio anlnrlormun;

El crecimiento v 'lcuvndad de los mlcrooruamamos juegan un papel lmporlamu en el
control del medio ambieme y'ecosistemas. El tipo de flora bacteriana que se ngarl'o[la e_n
cada alimento fermentado dc.p«.nde de la actividad acuosa. pH. concentr’xcxon sa[ma
tunpcxatura v la composicion del alimento. Las bacterias dcido Iacucns son ml vez los
microorganismos en mayor cantidad y deseables en las termemac:ones almrlenmnas

Pueden convertir los carbohidratos mas disponibles en acldo laLllCO con pnquenas

cantidades de acido acético - resultando en un decremento del pH Sx la felmemauon es

prolongada, el medio serd camblado v llegar a ser mas proplclo para el desarrollo de

levaduras (Campbell-Platt. 1987).




Pozol

En México los alimentos - fermentados indigenas han: jugado un papel-importante en la
hisloria del désarrcjllo dé sus habitamcs, tal es el caso del pozol (\\"aéher. ]993 ).

=l pozol (dLl mhuml pozolh e:pumo:o) s una nmsa} turmenlada de maiz prevmmenle )

watado con agua'y cal qu; suspcndxdn en nLun es: COﬂSUlllldd cono bc.blda ceremonlal )

alimento bdsico por poblacxones mdu_mms dc co, kcomo bcbxda relrescnmc

por los mestizos de la misma regic’m de P

Ademds de su consumocomo; bebida’ refrescante -tiene fun‘ uso‘em'pirié p'1ra combaur' '

as; mfeccxones de la plel o herldns. e\laten

: do Iiii}liz’ado’ por lo>j' mayas. e'sder'tiempos

prehispanicos con proposntos smnlmes (l-It.rrera ¥ Ullon. 1973)

Este nllmenlo es resultado de la termemacxon sucesiva de chterlas v honLos L'ls'

bacterias del pozol lmn sndo poco estudndas pero se ha inferido que durantr. cl mxcxo'de la

fermentacién predominan las bacterias ldcticas. responsables de la prod(xccién‘delfzicido’

lictico durante estas primeras horas de fermentacion (Flores, 1996).

Es importante mencionar que a  pesar de tratarse de un :ilil;xeint'o“”qo{ﬁsliiuidolv :
principalmente por almidén. solo un bajo porcentaje del total de las ’c’ke‘pag‘ aivs‘lilidvas _hﬁn
mostrado una actividad amilolitica considerable. De estas se haﬁ‘ikde‘r.l’liﬁfca‘d‘c;iasr‘-s'ikguierl'»nes
especices: Lenconostoe mesenteroides. Lactobacillus pentosus, .'k’Ltlykcltv)bucillku.s' éolgﬁlxux.
Lactococeus rafinolactis, Lactococcus lactis, L. coprophilus; Lac;lyobbuc'ilklus _ucidophi[us VL

Plantarum. (Nuraida. - 1993),



OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar las condiciones de produccion de amilasas de tres cepas de bacterias dcido-

lacticas a‘isla.dns'vde pozol.

7 Objcrti\v'os, particulares

- Determinar la cinética de crecimiento de las 3 bacterias en el medio MRS-aln:ﬁdén

- Concentrar las amilasas utilizando los métodos de precipitacién con sulfato de amonio
y dialisis

- Describir las caracteristicas de las enzimas amiloliticas ¥ observar sus similitudes o

diferencias entre cllas




MATERIALES Y METODOS

Microorganisnios

B:létcrl.ls { cus i\miloliticns‘

D; Lma colgcmon du BL~\ 'll:l'lddb a partir de poaol del LShldO dg T'lb'lSCD conserv: achskk .

en pulas dn \ldno a— 70 “C en rmdlo APT (Dmo 0655-1777- 9) v 10 % de: ghcgrol ¢
snlgccnomron tres ccpas 15109. A>7’O.: v A37206 las cuales mostrabnn ma\ or dCllVld"ld :

amllqhuca en agar MRS almidén.

Seleccion de bacterias lacticas con alta actividad anii)dlifﬁén.
La actividad amilolitica de’.las bacterias lacticas aisladas fue ‘ob‘s‘_er‘:vad'vi ‘e"x‘i el:ﬁiédia ViRSA
este médio contiene en (g/L): 10.0 peptona (Bioxon. 15’);"18 Ok pol‘{" Iab lemco (O\Old'
L-29): 4.0 extracto de levadura (Oxoid. L-21): 10.0 almldon d. T Baker 4006 01) ImL
“tween 807 (Sigma. P-1734): 0.05 glucosa (Merck, 13"8’66); 20 f‘osfato dlpotasgco (BakerT

3252-20): 5.0 acetato sddico (Merck. 6267); 2.0 citrato !riam()nico (N!allinékrodi.~b644);

0.2 sulfato magnésico (Sigma): 0.003 sulfato de manganeso (Sigma); -10. 0 agar (on\on. S

150-1). La seleccion de las colonias mas umllolmcas se realizé utilizando una sblucic’m,dc S

yodo-yoduro la cual se prepard disolviendo: Kl (I_Sg‘)"con I (1.5g) en 500 mL dé agua-7 i

destilada: esta solucion se diluia al 4% ‘én" el hionllento'en que se utilizaba. Para observar .-
los halos de hidrolisis de 'ﬂmldon -en l'xs pl'\cas se. cubnn c>ta con un poco de la >oluuon, o
despuds de 5 minutos se lav '1b1 con agua dcalllad'\ v se observaban los halos sobre un fondo

obscuro.




Fermentacion

DL&.\I‘!‘O"O del indculo de las b.lcterms hcnc.\s .mulolmc'ls

Para la produccnon del moculo las bacterms lacucns fueron desarrollad'\s coloc'mdo una

se resuspendid en 5 mL de agua destxlada estenl Este: procedxmxemo se rcpmo en dos

ocasiones a fin de ellmmnr el exceso. dc medio de cultl\ o. El paquete celuhr al ﬁnal del

lavado se resuspendlo en’ I mL de aaua desulada estenl del cual se tomaron O 1 mL como

indculo para la termmtamon. :



Inoculacion de medios de cultivo para la fermentacién.- - -

L'\ termem'\cton se lle\'o a C'lbo a una temper'uura de .>7 OC,'dll_{'anIQ'deS_ dias en matraces

manganeso (Sigma, M-6528).

Al final de la fermentacidn las celulns se lemovleron por cemnfugacnon ( 13000 rpm por 15

minutos a 4+ °C) v el sobrenadante libre de celulas se almaceno en rcfrxLuaClon pam la

determinacion de actividad enzimatica.

Medicion dc I{:\ 'ncbt’fvidald :unilolikica.
\lLLLl.l dc reaceién
La aC[l\'ldi\d amilolitica ‘t;ue medida utilizando el método d;: cuamit"lcac‘io'n- de ézfnczires"
rcductbres. Se hizo una mczcla de reaccion que consistié de 0. 8 mL dg una su:penslon z\l :
1.2% (p/v) de almiddén soluble de papa (J.T. Bal\er. 4006-01) ‘en un buHer de ro:,tmos’
0.1 M. pH='6. a la cual se le afiadid 0.1 mL de sobrenadante y se mcubo a _70 "C dur:mte 30,_

minutos. La reaccién se detuvo m‘mdlcndo 0.1 mL de lndroxldo de SOle 5 ;.\'I. Los azucapes .

reductores liberados fueron determinados por el método de DNS (Mliller. 1959). ulilizﬁndo

maltosa como estdndar (apéndice 1).Se agregd. en tubos de ensayo. 0.5 mL de muestra de

17




reaccion-yv. 0.5 -mL de reacuvo DNS,- los tubos se tapnron con canicas- para colocarlos en -’

bano de agua hlr\lendo durante 1 mmutOS"postenormeme 105 tubos se colocaron

mmedlammeme en bano de aLua frm v se les agre&o 5 mL dc agua destllada anlmente se

les m:dlo l'1 ab;orb’mcxa a 340 nm contm un blanco de aLua v reacuvos.

Determinaciéon de la concentraciéon de proteinn

La determinacién de la concentracion de proteina soluble se realizé con el método de
Bradford (Bradford 1976) utilizando albimina sérica bovina (BSA) como estindar.

Se prepard una solucién de 0.3 mg/mL de BSA., 0.15M de NaCl v una solucion dee azul de
coomassie brillante (G 250) que se preparé disolviendo 50 mg de azul de cbbni'asék
brillante G-230 en 25 mL de etanol al 95%, a los cuales se les adicioné 50 mL de acxdo,
fosforico al 85% y se aforé a 0.5 L con agua destilada, posteriormente se ﬁltro en un papel :

filtro Whatman no. 1.

La curva estindar se prepard en 8 tubos eppendorft a los cuales se les agrggk‘é;alvi"cﬂl.loms de
0.5 mg/mL de BSA (5, 10, 15y 20 uL) y con NaCl 0.15 M se llevé a un volumen final de
100 pl. En otros 2 tubos eppendorft’ se agregaron 100 uL de NaCl 0.15 M qué sirvieron
como blancos. A todos los tubos se adicioné 1 mL de azul de coomnﬁsié en solucion v de
inmediato fueron agitados con ayuda de un vortex. Posteriormente se reposaron por dos
minutos a temperatura ambiente ¥ una vez concluido este tiempo se midio la absorbancia a
595 nm en celdas de | mL. Con los diterentes valores de absorbancia obtenidos para cada
concentracion de proteina se realizd la grafica de Asos vs concentracidon de proteina
(apéndice 2). Por altimo se determind la absorbancia en las muestras enzimadticas en que
se desconocia la concentraciéon de proteina las cuales se obtuvieron utilizando la curva

estandar.




Definicién de unidades de actividad amilolitica

Una uhidad de 'z_igtividﬁd ’ ('U;!.)"'se detinié como la cantidad de enzima queprodﬁce un

miligrﬁmd :dc,nu'llt“osa‘ pbr,minuto bajo las condiciones de 30 °C de temperatura’ 'y pH: 6.1

en un bufter dé fostato

Purificacién de la enzima.

Precipitacién amonio

El sobrenadante se szituré al 80% (p/v) con sult’atokde amonio.« el cual ﬁle’;nureuadok .

lemamentu con agitacion -a'4 °C Um vez precnpuada la. protema se cenmhgo a IJ 000

r.p.m. dur'mte 15min. a4 °C yel precipitado se resuspendlo en lO mL de butfer dg fosf'uos

0.1M y posteriormente fué dmlnzadq.

Didlisis o S f O

La dialisis se realizé con la finalidad de dlbl‘nll'lllll' el. e\ceso de sales ) otras lmpurez‘ls Se

dializé contra un buffer de TRIS 30 m\l con pH 63 dumnte tod’l la noche con dos

cambios de bufter usando una membnm de dlahsx; ( Spectra/por MWCO \0 OOO)




Determinacion de constantes cinéticas (Km y Vmax)

a'soluéiones de 0.21 de almidon

Para dexermihar Km. e’realiz6 1o siguiente:

soluble de papa (sustralo) seagregaron 0.5 mL- de sustrnto enzimdtico \‘ se mgubaron a 37

°C durante .>0 min. Se determing;

la:actividad enzimatica pnra c'xda una dg la; muestras por

el método va descnto antenon entc

Se dctgrmnmron [\m Y Vma por.el melodo de Lme\\eaver v Burl\ (Lme\\ea\ er, H, y Burk.

D..1934).

Determinacién de pH y ténlpcratura 6ptimos dé aétividad cnzim;’xticﬁ. .

El efecto del pH sobre la actividad de la amllasa fue determumdo en un mtervalo qu; tue

desde un \qlor de pH=3 hasta un pH =9 después de .wO minutos de re'\ccnon enzmmtlca a .’7
°C. El pH de la solucion de reaccion se:ajustdé con los su.uxentes buft;rS' pl—l-—».a—7 con
dcido citrico/ fosfato dibdsico 0.1 M v pH" 8-9 con Tris/ HCl 0.1 M : V ‘ '
El perfil de la actividad enzimatica de acuerdo con la temperatura fue determm'ldo en un

intervalo de 5 n 80 °C a pH= 6.0 usando un bufter de citrato/ fosfato'O.'l M.




RESULTADOS Y DISCUSION

Fermcnmclon :
Se lle \aron a mbo lclmem.lcxonca p'lm obtener canudad suhcnenlt de enzima para el
estudio Loxrc.>pond|mle En l'\> twums 4.1y 4" se obscr\'m los: promz.dlos (de dos

n.peuuones) dt. los p‘\r.lmelros determinados: protenn 'ICll\'lddd amllohlu.'l espccmm v

biomasa para la cepn 15109.

Biomasa (D.0 650 nm)
{(w/Bw) euisjoid

O =2 N W N o o

—#—— Biomasa

Tiempo (h)

.- e -Protelna

Fig. 4.1 Produccion de proteina extracelular y biomasa durante la fermentacion de la cepa 15109:

medio de cultivo MRS-alinidén pH 6.0 y 40°C.




concentraciones deValuunos otros azfxcnr s+de b Yo 'peso ‘ molécul >uhcx ntv.s par'l't‘.

sutisfaccr las necesidades del nllCl’OOl‘L nsmo en’las pnmr.ras hor'xs de la terme nacnon A

esto se atribuye el crecimiento d;l mxcroomamsmo ,z\mes de producnr l1 Zlnlll'lbﬂ L'1_
presencia de estos azucares puedc ser. tamblen la ;\plu.auon por la cunl l'1 cepn presenta'

una rapida ndapmcnon al medio MRS-'\lmxdon

En la fig. 4.2 se observa que el numentd enla concemracién de protéinu coincidé con el

crecimiento acelerado de la cepa lo que lo "relacxona dlrectamenle con la produccmn de la L

amilasa pues es cuando la ncu\uhd especnﬁca se lncrementa rapxdamente. Tﬂmblen se

fermentacion v 'que’ mﬂme dm:ctameme sobre la anulasa Otra pO:lbllldad es la~

produccion de proteasas las cudles actiian sobxe la '\mxlasa deLradandola. provocando que

la cepa no tenga otra alternativa de seguir utilizando el almidén‘como fuente de carbono.




B
1.00
0.80
0.60
0.40
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Biomasa (D.0. 650 nm)
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- - @ - -Act. Esp.

Fig. 4.2 Biomasa y actividad amilolitica durante fa fermentacion de 13109; medio de cultivo MRS-almidén
pH 6.0 ¥ 40°C. La actividad especitica reportada se define como mg de maltosa producida por mg

de proteina por minuto.
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En la fermenl.\uon correspondlente‘a la cepa 437"0; mostrada en las ﬁnuras4 3y44

pued‘. obser\ arse que tampoco ha\ etapu de adaptacnon

0.70

=3 6 .
S 060 5 ‘30
8 0.50 4T
o 0.40 3 B
2 0.30 )
2 0.20 2@
£ 0.10 13
o = -
& 0.00 0

0 10 20 30 40 50
Tiempo (h) ~— 8 Biomasa
- - -Prgteina

Fig. 4.3 Produccién de proteina extracelular ¥ biomasa durante la fermentacion de A57203; medio de cultivo

MRS-almidén pH 6.0 y 40°C.




Se obseu'\ qQue esta cepa no produ;o la enznma smo ha

peso molecular. En’ las ﬂLuras 4.’ v  4'

mantuvo constante como se muustra en Ia h;,. Bl -l

aproximadamente 8 horas

cuando el crecimiento de la cepa llc5o a la establhdad la actwldad enzmmuc'( también se

[°
A




E

S 0.05 5
8; 0.03%
© 02 s
£ 001&
9

o (o}

— m—— Biomasa

- - @ - -Act. Esp.

Fig. 4.4 Biomasa y actividad amiloliticﬁ'durame la fermentacion de A57203: medio de cultivo MRS-almidon
pH 6.0 ¥ 40°C. La actividad especifica reportada se define como mg de maltosa producida por mg de proteina

por minuto,



La fermentacion de la cepa A37206 se ve representada en las ﬁgufas 4.5 y 4.6 donde se

observa que también se adapto ripidamente a las condiciones del medio.

Al
4

Biomasa (D.0. 650 nm
Proteina (mg/mL)

O 2 NWAOO N

0 10 20 30 . 40 50 - »
Tiempok(h) : ——m—— Biomasa
; - -,0-‘ - - Proteina

Fig. 4.5 Produccion de proteina extracelular ¥ biomasa durante la fermentacion de A57206: medio
de cultivo MRS-almidon pH 6.0 v 40°C..



La produccxon de la enzmn. momtoreada por actividad amllolmca protema soluble. se

asocia al crecnmmuo de la cepa a parur delas 8 horas apm\lmadameme de rermemac

la «‘cdncemrhcxén -“dc .

proteina "decrece 6 horas d; f;rmemacxon dxferencnandolo de las dos

fermentaciones’ ante ro an bnen se obser\a que blen pu;de ser de 1dakésm a las

24 horas pu'e; ln '1ct|v1dad no mcrememo mucho d:spues dc este tlempo
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Fig. 4.6 Biomasa y actividad amilolitica durante la fermentacién de A37206: medio de cultivo MRS almidon
pH 6.0 407C. La “actividad especifica reportada se delme como mg de maltosa producnda por mg de pro(ema
por minuto



Concentracién de la enzima

Con el fin de caractenzwr a hs enzmms producndas por las tres cepa; se realuo una

comemrncnon bns'xd'\ en los melodos de prccxpltacnon con sulfato de '1momo se"uxda de una '’

dmlms. En la tabla 4. I se muestran los resultados par'\ I'\ enzmm de la Lepa 1*109 dondc

otros estudios (Giraud y col., 1993) donde el valor de la actividad espucxﬁca para la amxhsi )

realizé una purificacion comipleta

Tabla 4.1 Concentracién de la enzimade la cepa 15109.

Materiales Volumen (ml) - Proteina (myg) Actividnd w) Act es;l) Rgndumemo %% . F.P.
. (Umg™) )

Filtrado del cuttivo 183.0 1,004.12 ) 19.01 ~0.019 100.0 - 1.0

(NH;),S0, (80%0) 10.0 18.8 . ©18.93 - 1.007 - 99,57 53.2

F:P. tactor de puriticacion.



Los resultados para la enzima de la cepa A57203 se muestran en la tabla 4.2, como se

puede ver el tactor de purificacion fue menor en comparacién a la enzima de la cepa 15109

pues tue de 235 aunque la actividad especitica fue ligeramente mayor.

Tabla 4.2 Concentracion de la enzima de la cepa A57203.

Materiales = * ‘Volumen (ngL) “Proteina (fﬁg) . Actividad (‘U)’
Filtrado del cultivo, . * ~ |b60,0 oo 880.0 “49.1
(NH),SO, (80%) -~ 100 . =~ 270 379

F.P. factor de purificacion. .

“Actesp - Rendimiento %
(Umg™h

0056 . 100.0

1404 77.2

F.P,

1.0

25.16




En lo que se refiere a'los rgsultados de conccmracnon de la cepn A>7"06 son mostrados en

Ia wbla 4.3, donde se ob>er\n que se lo"ro purmcar -b veces Ia actl\'ndad amilolitica

especifica, v fue esta enzima Ia que ma\or "lCll\’ld'ld e:pecnf‘ca moAtro

Tabla 4.3 Concentracion de la_en;im'a de lé; cepa A57206.

Materiales Volumen (mL) Protund (mg " Actividad w) Actesp  Rendimiento % F.P.
RN L (Umg™") .

Filrado det cultivo - 186,0 S 1,237.0 54.4 0.044 100.0 1.0

(NH,);S0, (80%) 10.0 - 243 48.37 1.99 88.9 45.24

F.P. factor de puriticacion :

1
"



Determinacion de,congt nu‘s cmenc.xs

Para caleular Km'y V\’,ma X por el melodo de Llnex\c'\\'erQBLIrk se,rea!izé la cinética de

\ locndades nii_chles" a . diferentes

la fig. 4. S se muestr la ﬂrahca del mctodo de Lme\\ea\ er—Burk p.xra ‘esta enamn

s
L
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Fig. 4.7 Cinética de Michaelis-Menten para la enzima de 15109 2 40 °C v
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Fig. 4.8 Determinacion de Km y Vmax por el método de Lineweaver-Burk
para la enzima de 15109 vl ‘
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- La fig4.9~ nﬂxeﬁm"la grifica de la cinética’de Micl1neli$;NIen;éx1 para la enzima de la
cepa AS7203 v :éskta alcanzo la saturacién cerca del 20%de "yavimidén.' Eﬁ la fig. 4.10 se
muestra la‘gréfif:a de Lineweaver-Burk; mélqdq ‘quefse"‘t_it.ilvi o pdrqy‘:x}cqnlfar la Kmy Vi,
cuyosb -valores - obtenidos” fueron = 6.21 mg/mL ) ‘k'9i.’2.’l'v).ln16!és" maltosa/min ~mg

© respectivamente.

70
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20 -
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O o

pmoles de maltosa/min mg protein: :

Almidon (%)

Fig. 4.9 Cinética de Michaelis-Menten p:\fa la enzima de A57203 a 40 °C y pH 6.0
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Fig. 4.10 Determinacién de Km v Vimax por el método de Lineweaver-Burk para la
enzima de A37203 :



ba'A57206 se saturd aproximadamente al’ 1.5% de almidén

La enzima producida por;la

como;se muestra en la fig. 4.11 " donde ‘se observa la cinética v la fig. 4.12-“muestra el

método de’ Linewe ara esta enzima, de la que se obtuvo un valor'de Km de 7.45

“mg/mL y un valordé Vmax de 34.75 pmoles maltosa/min mg.
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4.1 Cinética de Michaelis-Menten para la enzima A$7206 a 40°C y pH=6.0
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4.12 Determinacion de Km y Vmax por el método de Lineweaver-Burk para la enzima A357206




“En la lhblq#4 ©Se muestran los v lores enco_ﬁt‘rad'oysj de Km'y Vlﬁa\" para las

enzimas de las 3 15109 es la que tiene un valor

de Km menor lo que significa qu tiene una mayor afi lmidén en comparacién

con - las’ otras d

también que laenzima'de A57203 fue mas:activa que las’otras dos esto dic 10;con‘ base a la

velocidad maxima alcanzad

Tabla 4.4 Valores de Km y Vmax para las enzimas de las cepas 15109, A57203 v A57206
(almidén como sustrato).

Enzima Km Vmax
(mg/mL alm) (umoles maltosa/min my Pr)
15109 5.14 21.79
A37203 6.21 92.1
A57206 745 - 34.75
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Determinacién de pH y temperatura éptimos de actividad enzimiticn.

La enzima producida por la cepa 15109 actué preferentemente en'un_valor de pH=7 como

puede observarse en la fig:4.13 La activida idamente hacia.valores de pH

dcidos siendo practicamente cero en un lores'de pH alcalinos se pierde

pero no tan ripidamente. siendo la actividad casi cero,en:uhﬂvalor de 10
El efecto de la temperatura para esta amilasa producida por'15109 es mostrado en la

tig. 4.14 donde se observa que la léh\pet'aillruzéblilha fue de 30 °C.
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Fig. 4.13 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima de 15109 a 55 °C
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Fig. 4.14  Efecto de la temperatura sobre a actividad de la enzima de 15109 a pH 5.5



El pH ‘éplimo para’la énzirha"qle AA5'720>3 fue de 8.0 ‘actuando ;Sbeférentéxtaen;e en

_valores de pH basicos ¥ en la’fig. - observa que la actividad decac rapidamente hacia

la neutralidad v mas atin en valores d

La temperatura ptim
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Fig. 4.15 Efecto del pH so.bre la actividad de la enzima de A57203a 55 4C

44



100

60

20

) |
4
A To
(]
R
=
L]
Leb)
Q.
o
o 40
=
.=
(&3
<

20

30 40

Tgrrpefatura ‘(Cf’)

50

60

70
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El pH optinmo pdrzi l:i envzi'm'n‘kde' '1‘»‘\57'206"t'vt‘1e de 9.0 ’éiends aiéélihzo el "pH_"cjue préﬁere esta

enzima como puede observarse en ] . d:17 pero ‘rapidamente ‘cuando el

pH =100 ;m:;\',\

La temperatura optima de actividad para esta’enzima fue de 40 °C fig. 4.18"

- Actividad relativa (%)

Fig 4.17 ‘Efecto del pH sobre la actividad de la enzima de’A57206 a 55 °C
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Fig. 4.18 Efecto de Ia‘temperanu"a éoiﬁre‘lé a,c"iiividud de la enzima de A57206
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Estos resultados de pH v temper'uuras opumos de autmdad pam estas tres cepas

v L _/urnwn/mn con \"ﬂor de le opumo de 5.0 (AL(\!I. V et. al..19

actuaran con mayor participacion en el inicio del prcces de elabor

disminuyendo conforme dn:mmu\'e mmblen el pH consnd:rzmd ‘que.en la fermentacién del

pozol al iniciar el va lor de pH es pmcucamente neutro. termlmnd el proceso lernu.nmuvo

con valores menores a 4 (Nurnida y col. »l995).
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Conclusiones

hacen en un medio neutro hacia la alcalinidad.

La amilasa dé la cepa 15109 es la qde tiene ‘mayor afinidad:hacia el almidén que’ ias ‘

amilasas de las cepas A57203 v A57206 de acuerdo ‘alos valores de’Km obtemdos, v la

mads activa fue la amilasa de la cepa A57203 dlcho con ba ‘e en la velocxdad ma\lma

que alcanzd.
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APENDICE

0.4

Curva patron de maltosa, método DNS

0.9 -
0.8
0.7.-
0.6

0.5

y = 0.8717x - 0.0239

0.3
0.2
0.1

0

o] 0.5 1 1.5 '
mg/mL maitosa

Appl. Curva patron de maltosa A (%= 540 nm)



A (22595 nm)

- Curva patrén de proteina, método Bradford

1.5 -

y = 0.0266x + 0.09

50

BSA pg/mL

App.2. Curva patron de proteina (BSA). utilizando el método Bradford
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