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J. INTRODUCCIÓN 

La microflora láctica juega un papel muy importante en la preparación de alimentos 

fermentados tradicionales en todo el mundo. Los beneficios que estos microorganismos aportan son 
' . . ~ . -

la conservación de los alimentos debido a la·· producción de ácido láctico y la consecuente 

disminución del pH así como el ~ejora~¡e~~~ d~:: las características ~rganolépticas de lo.s mismos. 
" •Jo•••'\'',-,,., "• •·,•• - • 

Aunque las bacterias láctica5 má~ e~iudi~d~i s~- h~ · ~l~J~db de productos de origen· lácteo; hay 
.. -~·- -;.¡-· -~ :· - ,; " ·;:· . !"': '. > -

también aislamientos de · all,;;,~~tos' c~ya · compo~ición p~iriclpal' es' ~lmicÍón> Los alimentos 

fermentados tradiciona1es·e~'Mé~ico.~e e1ab6ran conbas~ e~ lh~¡¿:do~a~1a: caritic:l~c1.cÍ~ almidón es 
. ~. ~ •.•. :~ . 'º;'; ·· .. 

. --.-_. ._ . , _ .. i~ :'.:~-:. ::'.·:::·<-.... :::~: ... ··,c:;-:·-._· .. ~:.,~.·.>·:-: ... Y_··:·. ·y_~· 
alta. De los alimentos fermentados tradicionales destaca ~(po~ol/el ~~'ll1:~s Jna bebid·a fermentada 

tradicional basada en maíz, de donde se han aislado b~ci~0a?r~di!~j-~~(~i/iica~'y, recientemente, 
_ ... ,_ •. ¡_~-~ .. :_:_:;\~·;·.-. ,·.:·;\·_:~;}r~~-.-:,- .. , -: 

se ha estudiado la participación de éstas en el proceso de la ferriténiaéión v'degradación del almidón 
' -·.·' .. ... ¡ ' '> ·-,. ~ ... '":. - --

,·-- -~---~~~---- ,,, ;~--

del maíz. (Wacher 1993; Flores 1996). El estudio:de'las amilasas.que producen las bacterias -. ' .. , ·.---,,·-.... ··· -,-. 

lácticas será importante ya que si se conocen factores, colll~ ;f! y ~e·m~erat-~ra Óptimos de actividad 

enzimática, estos microorganismos podrían ser utilizados en otros alimentos fermentados donde el 

• sustrato principal sea amiláceo, dándoles a la vez las ventajas que el ácido láctico proporciona a 

estos alimentos como preservación y características organolépticas agradables. 

La primera ocasión que se reportó la capacidad de las bacterias lácticas para fermentar el 

almidón fue en 193 7 por Shernmn dando a conocer que algunas cepas de Streptococcus 

que fueron aisladas del tracto digestivo de rumiantes tenían la habilidad para pro?ucir ácido 

láctico en sustratos amiláceos Desde entonces se han aislado bacterias lácticas amiloliticas 

de diversos hábitats y regiones del planeta. En Nigeria y é(c~ng~ s¿"ai~l~ron de :Yuca . 

fermentada cepas de Lactobacillus plcmtarum (Giraud y éol.,• 1991); ,d~l trac'to digesiiv~ de 
• ' ·-.' "'·'-1. -. ·. • 

animales en Francia se aislaron cepas de Lact~buci/111s;CCh~~~~.c6i., 1983); en· Estados 



Unidos se aislaron cepas de Lactobacill11s amy/ophil11s y Lactobacill11s amylovor11s a partir 

de ensilados de maíz (Nakamura y Crowell, 1979, Nakamura, 1981); de un alimento 
" ,· · .. '~:·. - ,. : '>.-:'--->~···._ ''..~.-~:-- _. 

fermentado de arroz y pescado en. Japón se aisló Lactobaci/l11s p_lantár11m (Olympia y col., 
-i· .. ;·· 

1995); de pescado fermentad¡,· en Suecia. se ·aislaroll cepas de Léi1conostoc (Lindgren y 

Refai, 1984 ); ·de .111as~s. fermentadas de maí~ ·¡;d B~ni~"~~-~l~1ó'l.'i;~}~:bai~11llffer111ent11111, 
-· ' - . ' . . . . • ·1-= :; .. -~:: >1_...,_~---: ; ,; • -

(Agati y col., 1998) -~7 dih~rinf r,e~enta~~.i~A:.:·;5~·~~ff·~··~~g~~,~~~.~~~ .. ·:~e/~isló 
Lactobacillus ·· mcmihÓtivora~s, (Morlon-Guyot • J:'y• col.f l 998).·:~olll1 estos reportes: hay 

otros más, sin em~~r~C> '¡g'Íl ~~cos los est~dios qJ~ hri~' ~;Jtu~~;:~~~¡~~ ~;:~?~~c¡~;ie~t~' d~ 

::~.~:::¡¡:~":: ~::t!Wi.::.":r::;~:~;;:~;·~~·iW;:!t::. 
::,: '' , , M "·r,• .-~::;,; c.;' • 

Bifidobacteri11m y Le11cqnostoc, éstos estudios han dado a cono~er que la)nayoría cie las 
- _.. - -' ., . •. -· ~-- -- ·. - ' 

amilasas caracterizadas son a-a~ilasas producidas extracelularrnerit~'y ~n rri'á~6~ '[l,lrli~ro . . - . . . .. ' . . •· . ' - '. ,, • .. ~' ,_ . - - ·-· 

como en el caso de Le11cono~toc y Streptococc11s bovis la produ~eÁ'intra~e:;~~~~ent~:Otros 
. . - . - ·- ;.·;...:_:_ ~<-;':/ )'.:P~""1 'fl;-_-~-;- .. 

estudios han revelado e que las amilasas producidas por. L;'crob'adillríi'}1~~yÍopl1il11s, 

Lactobacil/11s a111ylÓvor11s, .. · ( Castillo y cÓI., · 1993), .• Lactbblii/;11~) ;:,~,~)a¡.,¡~~ A6 y 
' - . . . . · ... · .. _.:~;.~ : '·, . ' 

Lactobacil/11s manihoti\1~1;ans LMG ·18010, tienen similitude~ ~n·~;r~cterísticas tai~s como, 

pH (5.5) y temper~luraóptiTo~'.de ac'ti~i~Ú (55ºC), ~u alt() p~so molecul~r ( 100-150 

KDa). ···,· 
' -·J » . ' :·.:¡·.~ . 

Estudios de comparación de propiedádescinéticas y moleculares entre amilasas producidas 

por bacterias. lácti~as '~i~i~ct'as:'cie diferentes hábitats .y regiones pem1itirá saber si las 

similitudes y difere~~i'~i ~~con~radas entre ellas podrían significar una ventaja en la 
' , • > 

hidrólisis de sustrilió~ amiláceos evidentemente.· abllnd~ntes en diversos alimentos 

distribuidos en todo el mundo, y nuestro país no ~s la excepción. 
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GENERALIDADES 

Características generales del almidón 

Descripción 

Después de la celulosa, el almidón· es el principal carbohidrato de reserva que se 

produce a través de la fotosíntesis en las plantas. Este. polisacárid() .es asimilado sin 

complicaciones por el sistema digestivo del hombre~ és por eso 'cíue,forma parte de su 

dieta; de hecho un gran porcentaje de la energí~ qu~,pr~po~ci~n~ni~s-Jiréié~t~~alime~tos 
. -i~' '·· . . '.:~,· ~-- -· . , . .,_~: 

energéticos esta dada por. el almidón., Las'.másdfri~~~ariÚ~ f~erit~;i>áe;~Í~id6n sÓn los 
. "-:-e· ... ::·~->- >---'.J> ~:-~>::~~·-. •º;.:~> "Y-i;.·;·'. : .. ~~:~\~~;.:: .. ~·t.:;.-ái'.:~};'.h~~~~ '·; :.~:'.~~~~j:}~~:· -• i ~-'; -

cereales (40 a 90 % de su peso, seco,:)'ydubérciilos .. (65 :a,85 i%) ·(Guilbot~l985). La 

producción total mundial es extraída priri~~pal~e~te á~ ·rri~íz ;. ¡)2~~~;'ér;~s;d;de ;~rigo y 
·-~~;:·.-".' __ :__:.:>:·_,;«~,;:e•;< ,.·. O, .• •-~,~~::;:.,;,,< . -¡ 

·_ · ~----, ;;;:~-~- · .. "'~·-::-:)~~:~::'. <=:.;;s ~\,~:':~:/\:·~·", ·(y_ -é·=~:~,;;,·;:f_~~):_-:·~~ -·--:·_ .. --.-,;> 
sorgo. •.?~::>\•:;?."·· •·.:.: ·,:.º •.. i•' "•"·' _ 

El almidón está forrn;clo 'p6r·~~s/frac¿i~h~~:· ~1ni1~~~~.a~!1o¿eci[lla, las .. cuales difieren 

entre sí en el tamaño y lo~ tipos de enlace~ fir.esentés 'eii' cad;una'.: 

Amilosa 

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

por enlaces a.-1,4 glucosídicos; presenta en su molécula un enrollado helicoidal teniéndose 

una vuelta completa cada seis moléculas de glucosa. Esta fracción es la responsable de la 

coloración azul que presenta el almidón con el yodo ya que esto se debe a que la molécula 

de amilosa hidratada atrapa a las moléculas de yodo. 
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Amilopcctinn. 

Es la parte ramificada del almidón formad~ por aproximadamente 100,000 monómeros 

de glucosa unidos po~ eriiac~s Ct-1,4 gl~cosídicos en ' l~s part~s lineales y a-1,6 

glucosídicós en las partes ramificadas'. P~ese~t~ c~den~.'tate;ales con 25 unidades de 
•''·· : - . . ,'. ·-: ·.',.,:·. . . ,-. ,-'"~ '· -' 

Amilasas 

Las aJllil~~~s .actúan sobre almidón,· glucógeno y polisacáridos 

hidrolizando lós. enlaces glucosídicos a.-1,4 y .a.-1,6 .•.. Í..as amilasas:"se cl~sific~n de 

diversas formas dependiendo de: a) modo de hidrólisis, endo ¿ e~o; I:>) rete11eióri o 

inversión de la configuración; c) hidrólisis de los enlaces gh.íco~ídko.S a~t>iy ci-1,6 y 

d) por el tipo de Ja reacción, de hidrólisis o de transferencia/·: 

Tipos de nmilnsns y modos de nccióri 

';-" 

Son esencialmente · c.inco grupos de e~zirn~ti~J ;que~ están 'involucradas· en In 
- ·:··-,,,.'· .;·:: :· ;- . ~' ,<t.- '" ·" 

hidrólisis del almidón. Las ehdóy exÓ ~~il~a~·~~ti~h,pri~clpai!llerite. sobre Jos enlaces 

a-1,4 (Fullbrook 1984; Ma'c~~llisie/ i,9i9)~T ii'iir~~q~~;j~~}'ei~i:~~~:· #~sia~ificantes 
'·.' ·.. . . ·. -'. · .. ,. . . :l . - .. '. ", ' -.¡~. ,. : t-1 

·:-.. ,·;~-~' . '·'· •. 

actúan exclusivamente• sobre" los' enlaces' :c(~·l,6~·: .. fiili!inente :1as,: ciclodextrinas 

glicosiltransferasas d~gradan el ·~lmiJ<)~" p~r/cic:l~~~cii~· ~~t~;íii~a ,Y reacciones 

desproporcionadas (Nielsen 1991 ). 
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Endo-amilasas. 

Estas enzimas actúan sobre· los enlaces_ a.-1,4 glucosidicos en amilosa, 
. . - . 

amilopectina y ca~bohidratos ·,relacionados . p~~o Íi.o sobre los enlaces a-1,6 de 

amilopectina (Norrrian l 982);;Los productos de hidrólisis son oligosacáridos de tamaño 

variado y tienen una cohfiguraciÓÍi. (L·:n eLd'a~:¡~ J-~id?d de glucosa producida. Estas 
·,'.~- '.<:« .·.· 

enzimas actúan en las region~s ihte~i6~ei el~( s~strato lo que causa un rápido 

decremento en la viscosidad de los al'.~idd~~i~el~tinizados. 
, .. 

Hay dos variedades de endo-amilasas; l_á; terrrioestables y las termolábiles. Por lo 

general las endo-amilasas de origen. bacteriano• son. termoestables (Guzmán y Paredes 

1995). 

Exo-umilusus. 

Estas enzimas actúan en _algunos~ustrato~ como ~ndo~amila~as P,ero p~r un camino 

diferente. Algunas.- ele el las son .- ca;~c~~ : de. co'rtar' ~obfe 1cis .. ;e~la~~s íx-1 ;¿·• pero · lá 
' ' ' - .. - '' - - .. ~::··~· -:·~--- --~--,~,.-.,--- - . - -, •-,·-;-;·-" , """ -·- -

- . ~. ' ' .. ' ; . 
reacción es lenta comparada con la hidrolisis de'lcis eniaces a.~1;4 ;t~s exo"Íunilasas 

~ • - ·;:_·: ~- '{ ; e: '. : .<:' ; •, :"!." 

cadena produciendo moléculas de bajo peso·::o~~ tipok cié ~xo-e~~im~s scig iri{portantes . .-·· -.. . .. -. . ..... 
en la hidrólisis del almidón: la~ exo-a.{¡ilasas glucogénicas y las exo-amilasas 

maltogénicas (Whitaker 1994). 
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Enzimas desramilicantcs. 

También llamádas enzimascx.~1~6 tales como la,pululanasa y la isoamilasa tienen 

su sitio de acción únicament~ sob~e los en~~ces cx.-1,6. 
::-¡:') ' ;'- ~:. . 

- ,_.,":::r· 

Ciclodcx.t~i.~~.~ gl~,c·~~ii'ff~~~~~~~s.~~.C·. 

La ciclode~1~¡~ :Í~:~~{á~~s;Jr~~~-(CGTasa; E.C.2.4.1.19) es· una enzima capaz de 
'¡• • • • _,,.~ • ,"•, • w• , ,- •' '" •, • , • • 

:.,1_,:_, '! 

hidrolizar ºel 'a!rnidóif::a' ciclÓrnaltd~ligosacáridos no ·reductores conocid.os. como 
.'l- .~ ... ; .. 

ciclodextrina;, las\:uÓ!es é¿ntienen sels; sieíe U ocho residuos de D~glucopiranosil. 
,._-:_,_:-;.<"·· _,:: .· .; 

Amil~sas ~á~ e~t~diad~s. 

Existen muchos tipos de · amilasas pero por . su especial importancia y ser más 

comunes las cx.-amilasas, las 13-amilasas, las glucoarnilasas y las pululanasas son las que 
-· . - . 

se han estudiado más en detalle. 

ex. ".Amilasa (1,4 -a-D-glucan glucanohidrolasa, - EC 3.2.1.1) actua sin un orden 

determinado sobre las uniones cx.-l,4glucosídicas produciendo dextrinas de bajo peso 

molecular. Las dextrinas pueden ser lineales si proceden de amilosa o ramificadas si es . 

que proceden de glucógeno o arnilopectina. Se produce después una sacarificación de 

las dextrinas obteniéndose oligosacáridos corno maltohexosa , · maltopenfosa , 

rnaltotetrosa o maltotriosa, según el tipo de actividad de la enzim~-so·b~e.·d•s.ústrat6 .. ·. 
Siendo los productos finales de la hidrólisis maltosa y glucosa (e~ peq~eñ~ cantidad) la 

cu~! procede de la acción de la cx.-amilasa sobre la maltotriosa. 
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13-Amilasa (1,4-a:D-glucán glucohidrolasa, EC 3.2.L2) es una exoamilasa y rompe el 

sustrato a partir de fa terminación nor.eductora de la cadena, su acción se localiza en 

los enlaces a-1,4 .• glu~osidicos. alternados; con füriua~ión de .maltosa com<:l. producto 
·,~ : 

principal, la cJá1 e~ rern<:lvida p~ia'q~~ l~' en~i~~ p~osig~'s~ ataq~e alsu~traí6; la 'ác6ión 

. de la enzima ·es ~·loqÜ~~d~ cJi~d~ l~~·c¡d~n~s .l;b~es;han :i~~ h~'d;oÚ~a~~s ~'2 .. o· 3 · · 
..... ,- "·~ ·L· .. ~· .~!? ... - .:.-.~' .. ·: ~· <-:.-'.:: :+-o-- ·,,·":. . ', .. ;" ·.-;< . •:- . .-.·_t .. ' 

unidades de glúco~a'del ~unto rainifü:ado (uni.ones·'.2 cx-l,6·ide11a'a'miÍ6pé~tina. y 

glucógeno), . f~~m~~d~s~.1i d!~~tri:a li,~it~~:~:··¿2~ ;~:1\~~sa~~;ide1 .·¡e,. ·:enp~' peso 

molecular I~ dccióJi~riÜina hasta l~'~o~~ldt~ c<:l~v~isÍóh'~ rria1ib~k:~~·r. '. '. .< . ; 
-.. ·;.:·~e ... 1-. - :·r.;:.,··. · 

·' . ·-- --·· ~-;<.;"'}.-f'i~:;:-·- _:·~::.~--, . 

Glucoamilasa (1,4-a-D-glucán glucohid~ola5a~ EC 3.2.1.3 i'iiombre'.'.reconi.endado, 
. ·,:_, ._ .)<· ::~~::--~ <';;:_·-,. " 

.. --t.· 

glucan 1,4 a-glucosida;a> es una exoamilasa Yreínueve
0
uniC!ade{ stce~i~a~ de giucosa 

del extremó no reductor dé las.cadenas c:l~Í>su~tratcí.•La ~~~ióri~de0:,\,~ ~~zi~~.~Óbre la 
::f '• • ~:-:'~>' e~~ , " " 

cadena del su.strato decreée ·. cuándo •se7: é!lcuenira ., un ;énlace f.:, á~ 1,6~' 'como ' en 

amilopectiná y glucógeno, pero el ;~¡~~¿.~¡l;;~ ~Í~i_a;oi!za"d~: :~_ .. ;,·,: .•.•.. r 
' .,.._,-. ; .. ~ ' 

·_·:: ;·",·: ·; ·;·;: 

Pululanasa (a-dextrin 6-glucanohid~Ó1'a';;i(~C3.2~!_:4 l)es.'u~a~ndoamilasa, hidroliza 
';~.> . 

los enlaces glucosídicos a-1,6 é:Ié>ias pullllanás y de las dextrinas limitantes de 

amilopectina y glucógeno. 

Medición de la actividad amilolíticn/ 

Se usan cuatro procedimientos por lo general par~ ~I éstucf~o #e I~ acclón de las 

amilasas sobre el almidón aprovechando que dura~te I~ h;dróiisis'Ócurre que: a) hay 

un decrecimiento en la viscosidad; b) hay una.pérdida:de habilidadcp¡¡raforinar un 

color azul con el iod.o; c) una aparición de grupos reductores.; y á) hay ~n Íncremento 

en maltosa. glucosa, o dextrinas. 
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Alimentos fermentados 

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

. exóticos como el miso hecho Japón; sin embar~o; en algun~s partes del mundo importantes 
' . - . 

cantidades de alimentos fermentados son ~roducidos y usados en la dieta diaria de la gente 

y son parte importante de su nutrición. 

Existe una gran variedad de alimentos fermentados en todo el mundo pero éstos muestran 

algunas similitudes tales como: 

la mayoría de los alimentos fermentados son hechos con base en cereales y 

leguminosas; 

son suplementados con una fuente de proteína ya sea de origen animal o vegetal ; 

la mayoría de los ¡¡limentos provienen de una fermentación en un medio líquido aunque 

los hay donde el sustrato es sólido ; 

los productos. son porto general ácidos; 

las levaduras y bacteíia5 (ell su mayoría bacterias ácido híctic.as) ·son los únicos 

organismos responsables de la fermentación; 

. el tiempo de fem1entación es corto, es decir, no se Beva se~·ami;~ meses; 

excepto por causas muy contadas ninguno de estos alimentos fermentados han sido 

. estudiados científicamente a fondo. 
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Ventajas de los alimentos fermentados 

Las fermentaciones alim~ntarias .son. can.1bios microbiológic~s enzimáti~os en los 

sustratos. es decir. se~.,;fi;;~ aI m~;abolisniosde compll.estos or~ánicos n1cdiante procesos 
' .. ,.. · ... , ,. ..· . ·; :·· .,.·. ;· .. ,. ,· · .. ' " 

ch: ó.xidu~n:ducción pór :diversos ;1iicrocfrgani~mos (Voet~: 1995)' que. generan subores. 

aromas y texturns uceptables' para los ~;nsüm;dór~s. ~st~s·{ali1~1~·.;tos ofreienal ser 

fermentados ventuj.as conio las sigui~ntes: 

conser\'ación de los productos fermentados debido a los ácidos orgánicos que se 

producen: estos productos ácidos en algunas ocasiones son secos lo que hace que se 

conser\'en por largos periodos de tiempo: 

son altos en contenido de fibra; 

debido a que algunos son secos pueden ser transportados fácilmente de un lugar a otro; 

pueden llegur a udquirir un \'a)or agregado nutricional d.ebido a las vitaminas formadas 

durante la fermentación: 

son alimentos consumidos desde hace cientos ·de ~ños ·y por consiguiente son 

culturalmente aceptados: 

pueden considerarse cien por ciento naturales (C. \\'. Hesseltine. 1979). 

9 



Bacterias ácido lácticas 

Las bacterias lácticas son un grupo de bacterias Gram positi\·as. no esporuladas catalasa 

negatirns. carentes de citocromos, de hábitos no aerobios. pero aerotolerantes. de elerndos 

requerimientos nutricionales. ácido tolerantes y fe'rmentativos esÍrictos con 'ácido láctico 

como el mayor producto final durante la tem1,e.nt~~ión;de:azúc~res (A~elss.on 1994). 

Los alimentos asociados con bacterias á~ido:liléticas (B;\L} ion !~ch~ ); prodúcibs ltícteos 

(queso cottage otros quesos m~ntequiÜa y.;yoi~r;); ·.· ~:rnes c~ud~~ s~iniéÓnser\·adas y 
-·,, <~-. 

ft:n11entadas y vegetales fern1f'..nt.ndo~.(~.t.iles .. l_~?~)·~· .. -·=- < ·~~"'.D·. :):::" ·."::\ 
. ;·{;: 

.. ,_ 

'• 
Actualmente en la industria lechera las bact¿~ia~ldcticas;k~n Jmi)<~1tilizndas como cultivos 

iniciadores y por consiguiente 

·. <\·~ :rr,-

la optimizaci«sn • d~ c'O~di~io~~~ p~rri· su. desarrollo es 
:. -_. - . . __ · -· ;..'.' - . , _ _ ¿. • ·, :-.~·· - '""' - -- ... . . ·-

esencial para ser aplicadas con éxito dentro d¡!otros c~ú1~os d~ídiiidustri~ (Bibal.1988). 

Las bacterias ácido lácticas tienen un gran' potenci~l: ¿om~;~·bi~·co~servadores porque su 

consumo no implica riesgos para el humano, éstas tienen. status ORAS para su uso en 
.. 

alimentos. tales como la producción de alimentos·. fermentados (Marrug. 1991; Stiles. 

1996). Las bacterias ácido lácticas producen una serie de sustancias antimicrobianas 

responsables de la estabilidad de los alimentos fermentados. La capacidad de las bacterias 

ácido lúcticas para producir ácidos orgánicos. con el consiguiente descenso. del pH. es el 

principal factor de inhibición en los productosforme11tados (Tagg et al.. 1976).' 

Aunque no es una propiedad común se han reportado cepas de bacterias lúcticas 

amiloliticas en diferentes sustratos. En termentaciones de desperdicios de maíz se aisló e 
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identificó una cepa como Lactobcu:il/us a111y/o\'Or11s (Nakamura. 1981 ). Otra cepa 

bacteriana láctica amilolitica identificada como Lactohacillus planrar11111 fue aislada y se 

demostró que era la responsable de ~cidifica~ 
0

eÍ sustrato a partir del almidón después de 
' . ;. 

agotar los azúcares simples. Se reportó tan1bién que in enzima amilolitica producida por 

este microorganismo es extracelular y que es 'una a-. ami lasa .teniendo un pH óptimo de 5.0 

y unu temper:1tum óptima de actividad de 55 "C (Giraud ét al;; 1991 ). 

. . ._ 

Se ern:ontrnron diferencias (Castillo et al., 1989) entre las propie~h1des amilóliticns .de 
. ' .· ,.' .·.· . 

Lactuhadllm a111ylul'Or11.1·} Lm·tobC/i:i/Ú1s amy/oplli/11~·. Según estos estudios L. ,.Ímylomrm 
. - ' . . 

resultó ser mas adecuado para. ser utilizado en alifnentos fermenta.dos con sustratos 

amiláceos. 

Se reportó que la degradación.del almidón por L. p/c1111ar11111 én un medio ~n el que el pH se 

ajustó a un valor de 6.0 había una alta excreción y actividad de a- amilasa. en cambio 

cu:111do el pH no se regulaba la producción y actividad de la enzima era baja (Giraud et al.. 

1994). 
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Bnctcrins :ícido l:icticns en nlimcn tos fcrmcn Indos 

Bacterias ácido lácticas han sido aisladas de diversos productos fermentados (Tanasupawat 

and Duengsubha. 1983: Tanasupawat et al.. 1992). 

Se hun encontrado cepas homoformentativas y heteroformentativas son encontradas en rnm 
. . 

gr:m rnriedud .de alimentos fermentados en todo el mundo ·siendo principalmente 

lactobacilos los mas comunes (Okada. J 992: Tanasupawat et al.. 1993 ); 

Las bucterias lácticas no cuentan comúnmente con la capacidad de hidr~Hzar el almidón: 

sin embargo su existencia esta bien documentada como se refirió anteriormente. 

El crecimiento y actividád de los microorganismos juegan un papel importante en el 

control del medio ambiente y ecosistemas. El tipo ele llora bacteriana que se desarrolla en 

cuda alimento fermentado depende de la actividad acuosa. pH. concentración salina, 

temperatura y la composición del alimento. Las bacterias ácido lácticas son tal vez los 

microorganismos en mayor cantidad y deseables en las fermentacioi1es alimentarias. 

Pueden convertir los carbohidratos mas disponibles en ácido láético con pequeñas 

cantidad.:s de ácido acético resultando en un decremento del pH,' Si la fen11entación es 

prolongada. el medio será cambiado y lkgar a ser mas propicio parn el desarrollo de 

lernduras (Campbdl-Platt. 1987). 
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Pozol 

En i\t¿xico los alimentos fermentados indígenas han jugado un papel importante en la 

historia del desarrollo de sus habitantes, tal es el caso del pozo! (Wacher. 1993 ). 

El pozo! (del°náhuatl pozolli: espumoso) es una masa, fermentada de maíz previamente 

trutado con agua y cal; que suspendida en agua es consumida como bebida ceremonial y 

;1limento básico por poblaciones indígenils del sureste de M¿xico, como bebida rt!frescante 
,-·:, -:>' 

por los mestizos de la misma región del. país: ·.· · 
. - ,' ' ~ 

Además de su consumo como bebida: refr~scante ·tiene un uso empíric_o , para combatir 

ciertos trastornos gastrointestinales·,··/;1:l~unas i~fecc·i~nes de la. piel ~:herid;s: existen 
~ . . . -

tambi.!n algunos reportes de que el'poioI Iia sido utilizado por lo~ mayas desde tiempos 

prehispánicos con propósitos similares (~;errera y Ulloa. 1975). 

Este alimento es resliltado .de la fermentación sucesiva de bactedas y ho'ngos. Las 

bacterias del pozo! han sido ·poco .estudiadas pero se ha inferido que durante el· iniciÓ de la 

fermentación predominan las bacterias lácticas. responsables de la prodúcción del ·ácido 

l:ktico durante estas primeras horas de fermentación (Flores, 1996). 

Es importante mencionar que a pesar de tratarse de un alimento constituido 

princip:ilmente por almidón. solo un bajo porcentaje del total de las ce'pas aisladas han 

mostrado una ucti\'idud amilolítica considerable. De estas se han identificado las siguientes 

especies: Le11co1w.1·1uc lllL'se111L•ruicles. Lactubacillus pemus11s. . La,·1obacil/11s c01¡/i1s11s. 

Lactucu<"<ºllS rqfinolacti.1-. Lactocucc11s lactis. L. coprophil11s, Lactubacil/us adclvphilus y L. 

l'lamarum. (Nuraida. 1995 ). 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Determinar las condiciones de producción de amilasns de tres cepas de bacterias ácido

lácticris aisladas de pozol. 

Objetivos particulares 

- Determinar la cinética de crecimiento de las 3 bacterias en el medio MRS-almidón 

- Concentrar las amilasas utilizando los métodos de precipitación con sulfato de amonio 

y diálisis 

- Describir las características de las enzimas amilolíticas y observar sus similitudes o 

diferencias entre ellas 

¡.¡ 



ivlA TERIALES Y MÉTODOS 

Microorg~nismos 

Bnctcrin's 1\ciÍJo hlcticns nmiloliticns 

Deyna coi-~cci¿n.cle BLA aisladas a partir de pozol del estado de Tabasco consen·adas 

en perlas de vidrio a - 70 "C en medio APT (Di feo. 0655-1777-9) y 1 O % de 'gliceroL se 

seleccionaron tres cepas: 15109. A57203 y A57206 las cuales mostraban mayor. tictividad 

amilolítica en agar l'vlRS almidón. 

Selección de bacterias lácticas con alta actividad nmilolíticri. 

La actividad amilolítica de las bacterias lácticas aisladas fue observada en el medio MRSA, 

este medio contiene en (g/L): 1 O.O peptona (Bioxon. 152); 8.0 po!\·o .. lab-lemco·· (Oxoid. 

L-29): 4.0 extracto de le\'adura (Oxoic.I. L-21): 10.0 almidón (J.T. Baker. 4_006-01); lmL 

··twcen so·· (Sigma. P-1754): 0.05 glucosa (l\lerck, 15866): 2.0 fosfato dipótásico (Baker, 

3252-20): 5.0 acetato sódico ('.\lerck. 6267); 2.0 citrato triamónico (Mallinckrodt. 0644); 

0.2 sulfato magnésico (Sigma): 0.005 sulfato de manganeso (Sigma); JO.O agur (Bioxon. 

150-1 ). La selección de las colonias más amilolíticas se realizó utilizando una solución de 

yodo-yoduro la cual se preparó disol\'iendo KI ( I 5g) con J~ ( 1.5g) en 500 mL de agua 

destilada: esta solución se diluía al 4% ene! n1omento en que se utilizaba. Para observar 

los halos de hidrólisis de almidón·en las placas se cubría-ésta con un poco de la solución, 

después de 5 minutos se la\'aba coil agua destilada y se observaban los halos sobre un fondo 

obscuro. 
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Fermentación 

Desarrollo del inóculo de las bacterias lácticns umilolíticns 

Para la producción del inóculo las bacterias. lácticas fuern~ desarrolladas colocando una 

perla de vidrio (de los tubos guardados(a ~10:"C).:,~1~;.i9 mi..: de medio APT y 

9) utilizado contiene en (g/L):'::!~rícicto::dc'le\'adurak'.1:.S;:'t~ipt6rm; '¡:u; dextrosa. 1 O.O: 
. ,.' . ,~- ·- '·; ~:-·.',·;.:, L;,;;' . . . ·.:•.-~.-· ~ 

citrato de sodio. 5.0: hidroclorur6::;d~'.tiari1itiá;{~~~oi·{'fr~j'ci';.úr6 de' sodio .. 5.0; fosfato 
'·, ..... -·;: ,_· .. ; .. " ..... -·:,~~-,'.·-~¡\·3 - ",·~;_; ' .. '';:'.,· ··''- ,• .·.·,_ 

Después de desarrolladas las células bacterianas •· ~¿: p~Óc~diÓ :~~ Íri.~;arlris de la· siguiente 

manera: el crecimiento celular. 1 O mL. se centrifugó_ a I.5000 rp~':(<lL;rante fo minutos en 
: •.• : ...: ,¡~· . ' -

tubos estériles de centrifugación de 45 mL. El sobrenadante slde~~cl~óy~l p~quete celular 

se resuspendió en 5 mL de agua destilada estéd¡ . Este p~()~edi1i1~~11~o;se repitió en dos 

ocasiones a fin de eliminar el exces9 de n1~cHo -~~ cuÍth;.º:· El paquete c~lul~r al final del 

lavado se resuspendió en 1 mL de agua destHadaestéril del cuál se tomaron O. 1 mL como 

inóculo para la fermentación. 
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Inoculación de medios de cultivo para la fermentación. 

· La fermentación se.llevó a cabo a una temperatura de 37 ºC durante dos días en matraces 

Erlcnmeyer de 2SO 1nL .con unvolumen de 100 mL de~ niedio Hquido MRS-almidón

glucosa con una composición d~ (g/L): 1 O.O pe;tolld (Bioxon, ~at. 152); 8.0 polvo ·'lab-
,. . , .. . :, . . . ·· ... ·. :/~, ·; .· . . _,:., :·.' ·. ··.-. 

lemco·· (Oxoid. code L-29); -1.0 extracto d~ le\·adura foxoid ébcteL-21); !O.O almidón (J.T. 

Baker. 4006-01) 1 mL ••twecn so·· (Sigma. P~l 75A); Ü.ó5.gll;~6sa (~lcrck', rirt; 0

15866): 2.0 
... , · .. · 

fosfato dipotásico (Baker. 3252-20): S,O acéuiio sódico (~lerck: a~C 6267): 2.0 citrato 
:. ~ .-

trimnónico (ivlallinckrodt, 06-1-1); 0.2sulfato magnésico (Sigma, l'vl-7506): 0.005 sulfato de 
.· . .· - . ··~ . < ¡ .. , .· .. ' . . ·. 

manganeso (Sigma. i\1-6528). 

Al final de la fermentación las célulns se removieron por centrifugación ( 1500_0 rpm por 15 

minutos u -1 "C ) y el sobrenadantc libre de células se almacenó en refrigeración para la 

determinación de actividad enzimática. 

l\lcdición de la actividad mnilolítica. 

i\ 1 ezcla de reacción 

La actividad amilolítica fue medida utilizando el método de cuantificación de azúcares 

reductores. Se hizo una mezcla de reacción que consistió de 0.8 mL de una suspensión al 

1.2% (pi\') de almidón soluble de papa (.l.T. Baker. -1006-01) en un butJer de fosfatos 

0.11\·I. pH= 6. a la cual se le añadió 0.1 mL de sobrenadante y se incubó a 30 ºC durante 30 

minutos. La reacción se deturn añadiendo 0.1 mL de hidróxido de sodio 5 i--1. Los azúcares 

reductores libi:rados fui:ron determinados por el método di: DNS (Millcr. 1959). utilizando 

maltosa como estándar (apéndice 1 ).Se agregó. en tubos de ensayo. 0.5 mL de muestra de 

17 



reacción y 0.5 mL. de reactivo. DNS, ·los tubos se taparon con canicas para colocarlos en 

bailo de agua hirviendo durante .5 minutos; posteriormente los tubos se colocaron 

inmediatamente en bailo de.agua fria y se les agregó 5 mL de agua destilada. Finalmente se 
." .. . '.·· ' 

les midió la abscirbaii~ia a 540 n!ll contra un blanco de agua y reactivos: 

Determinación de lu concentración de proteína 

La determinación de la concentración de proteína soluble se realizó con el método de 

Bradford (Bradford 1976) utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar. 

S.: pn:paró una solución de 0.5 mglmL de BSA. 0.151\1 de NaCI y una solución de azul de 

coonmssie brillante (0 250) que se preparó disolviendo 50 mg de azul de coon"lassie 

brillante G-250 en 25 mL de etanol al 95%, a los cuales se les adicionó 50 mL de ácido 

fosfórico al 85% y se aforó a 0.5 L con agua destilada, posteriormente se filtrÓ en un papel 

filtro \Vhatman no. l. 

La curva estándar se preparó en 8 tubos eppcndorff a los cuales se les agregó alícuotas de 

0.5 mg/mL de BSA (5. 1 O, 15 y 20 ~1L) y con NaCI 0.15 M se llevó a un volumen final de 

100 ~ll. En otros 2 tubos eppendorff se agregaron 100 µL de NaCl 0.15 1\-1 que sirvieron 

como blancos. A todos los tubos se adicionó 1 mL de azul de coomassie en solución y de 

inmediato fueron agitados con ayuda de un vortex. Posteriormente se reposaron por dos 

minutos a temperamra ambiente y una vez concluido este tiempo se midió la absorbancia a 

595 nm en celdas de 1 mL. Con los diferentes valores de absorbancia obtenidos para cada 

concentración de proteína se realizó la gráfica de A;9 ; vs concentración de proteína 

(apéndice 2). Por último se determinó la absorbancia en las muestras enzimáticas en que 

se desconocía la concentración de proteína las cuaks se obtuvieron utilizando la curva 

estándar. 
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Definición de unidades de actividad amilolitica 

Una unidad d~ actividad· (U.l.)se definió como la cantidad de enzima que produce un 

miligramod~ ;,iáltosa,por mim;to bajo las condiciones de 30 ºC de temperatura y pH= 6.1 

en un bufferd~fosfot~s.'-

Purificación de h1 cnzim·a. 

Precipitación amonio 

El sobrenadante se saturó al 80% (p/v) con sulfato de amonio. el cual fue agregado 

lentamente con agitación a 4 ºC. Una vez precipitada la proteína se .cenírifigÓ al S O_OO 

r.p.m. durante 15 min. a 4 ºC y el precipitado se resuspendió en 1 O mL de ¡,uffer de fosfatos 

0.1 M y posteriormente fué dializado. 

Di:ílisis 

L•1 diálisis se realizó con la finalidad de disminuir el.excesó de.sales y otras impurezas. Se 
. . 

dializó contr:1 un buffer de TR1S 50 ml\·Lcon pH=6.5 dura~te toda l_a ,noche con dos 

cambios de buffer usando una membrana de diálisis ( Spectratpor M\VCO :50 000). 
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Dctcrmimtción de const:m.ti:s cinéticas (Km y Vmax) 

:; ,: -· ._ 

Para determinar Km y Vmax s~'reali~ó lo siguie,nte: a soluciones de 0.2-5.0% de almidón 
< ,,_. 

soluble de papa (susfratcÍ)sc agregaron 0.5 ri1i.de susirato erizinÍático y se.incubaron a 37 
,, . ¡:.···, .... "'. . : .. ; .. ," , 

"C durante 30 m~n. Se·d~t~ni1li1óla ~~Íiyldnd e~~i[11áÍica pam éadau1~a de Ias muestras por 

el método ya des~rito anterio~1ne;1;~. : 

Se determinaron Kmy Vnrnxpo~.el método de Li~~weave; y Burk (Linewea\'er. 1-1. y Burk. 

D .. 1934). 

Determinación de pl-1 y temperatura óptimos dé actividad cnzinuítica. · 

El efecto del pl-1 sobre la actividad de la amilasa ti.1e determinado en un intervalo que ti.le 

desde un valor de pl-1=3 hasta un pl-1=9 después de 30 minutos de reacción enzimática a 37 

ºC. El pl-1 de la solución de reacción se ajustó con los siguientes buffers: pH= 3-7 con · 

ácido cítrico/ fosfato dibásico 0.1 M y pl-1= 8-9 con Tris/ HCI 0.1 l'vl. 

El perfil de la actividad enzimática de acuerdo con la temperatura fue determinado en un 

intervalo de 5 a 80 "Ca pH= 6.0 usando un buffer de citrato/ fosfato.O.! M. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Fermentación 

Se 11.:varon ·u cabo ft:nnentuciones para obtener cantidad stificiente de enzima para el 

estudio correspondiente. En las figuras 4.1 y 4.2 se observan los promedios (de dos 

repeticiones) de los parámetros determinados: proteína. actividad amil~lítica específica y 

bionrnsa p•1ra la cepa 15109. 
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Fig. 4.1 Producción de proteína extrncelular y biomnsa durante In fermentación de la cepa 15109; 

medio de cultivo MRS-almidón pH 6.0 y .io·c. 
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En la cur\'a Je crecimiento casi no· se. observa. fase de adaptación. lo que indica que el 

microorganismo se.acostun1b;ó ~ápida~1ente a las condiciones del medio -- . - . - ----~-. . --. ~~ . . .. - ·. - --· - ,, - . - . -·. . ' . - -

La prodúcción de !~' enzim~ fu~ rnoriitÓ~e~d~ pÓr acíh;idad al11Íl~liticá y pr~teina s. olubl~. Se 
• ., _. - .. ,-_-. « __ ,,- .·:: ., __ ,.-- .. - .•.. ' ., • 

observa que no. hubo' acti~·icl~d an~iloliticri'. sh1~ _h~sta' <Íp~ó~inÍadm~1entC .. lil~ 1 o. horas de 
'':-:: ~·-- - --~~" 

iniciada la ferrnentación. El. medio': (i\-tRS ;ah;~idóri) c~i1iiene . glucosa y pequeñas 

concentraciones de algunos otros azúcares de '.~ajo pe~o molecular sí.iticie11tes para· 

satisfacer las necesidades del microorganismo en· fas prih1eras horas de la fermentación .. A 

esto se atribuye el crecimiento del microorg~nismo antes de producir la amilasa. La 

presencia de estos azúcares puede ser también la explicación por la cual la cepa presenta 

una rápida adaptación al medio MRS-almidón. 

En la fig. 4.2 se observa que el aumento en la concentración de protcim1 coincide con el 

crecimiento acelerado de la cepa lo que·Io relaciona directamerite con la producción de la 
- -· . 

amilasa pues es cuando la actividad espeCÍfi~a s~ in~rCmenta rápidament~. Tamb.ién se 

observa que la mayor actividad amil~litida ;se presentó' ~ntre las 24 y · 26 horas .de 

formcntación. por lo que es recomendable detener ésia entre es~s tidn1pos. A tie111pos 

posteriores se ve un demm~nt~.:~~: ;~~{ c;1n·a~': ~e, a~;ivid<Íd, ·'proteina )' biomasa . . ··- . -. . 

Probablemente este decremento. se d~b;.~ f~~tores que afecieri di;ecta o. i;idirectamente a la 

enzima o al microorganismo ~omopuede ser ~l ,dec;~m'ento:del 'pl-1 qué ocurre en la 
. . •:: -~· .. 

li:rmcntación y que influye directamente sobre · la .amilasa'. Otra posibilidad es la 
-- ,- .. 

producción de proteasas las cuáles actúan sobre lá amilasa degradándola. provocando que 

la cepa no tenga otra alternativa de seguir utilizando el almidón como fuente de carbono. 
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Fig. 4.:? Biomasa y actividad amilolítica durante la t~nnentación de 15109; medio dt! cultivo 1\-IRS·almidón 

pH 6.0 y .io·c. La actividad ospocilica reportada se defino como mg do maltosa producida por mg 

de proteína por minuto. 



En la fer111en1:1ción correspondiente a la cepa A57203 mostrada en las figuras.4.3 y 4.4 

puede obs~rvarse q~1~-ta~~p~~~ Í~a;· etap; de adaptación. 
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Fig. -1.3 Producción de protdna extracelular y.biomasa durante la fermentación d.: A57:!03; medio de cultivo 

MRS·almidón pH 6.0 y-1o'c. 
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Se observa que esta cepa no produjo la enzima sino hasta aproximadamente 8 horas 

después de iniciada la fe~mentación. pues es cuando se observa actividad amilolítica ya que< · 

antes de este tiempo pro~abl~mente no necesitabala a'~1iltl~a por la posibilidad de ~ue ~11~1· 
medio existiera ell pequeñas. cantidades fuente de carbono como oligosa~áriclos' de'baj~ ' 

peso molecular. En las figuras 4.3 y 4.4se puede observar que hay· relación ent~e la, ;: 

concentración de proteína y el cre¿imiento de la cepa. sobre todo. cuando cst~ ci~¿i11~'ién~~. ; .· 
.,.- \ 

se encontraba en su fase acelerada. Esta cepa· presenta la mayor acti\;idad ai~1iicilítica 

alrededor de las 24 ·horas de ferm~nta~ión por lo que se r~coÍnicrÍda ;~étcn~rla en· este. . ,' ., . -· ·' . 

tiempo ya que posterior a él clec~cce la :biomasa )' la acti\•idad ai~1ilol~ti~a. lJna dife~encfa 
entre esta cepa (A57203) y la cepa ~11teri~r ásid¿) es'q~te aÚ.11 ~;·.~u~~ao ~l cr~dn1iento d~ 

. . • .• .: ' . . . .· .• · ' ..- ,- ·.-. -:~:· ' :·--: •· . !' ' . • . ·.. . .• - . . • 

la 15109 se mantuvo estable. la nétivid;d iuniÍoliticri ~e<inc~~l;l~;~tó y en la cepit: ASnÓ3 .. 

cuando el crecimiento de la cepa llegó ala estabi,lidad. ;a,ac;i(.id~d enzimátidtlt~mb
0

i~n s~ 
1mmtuvo constante como se muestra en la fig. 4.-1 
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La fermentación de la cepa A57206 se ve representada en las figuras 4.5 y 4.6 donde se 

observa que también se adaptó rápidamente a las condiciones del medio. 
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Fig. 4.5 Producción de proteína extracelular y biomasa duranie la fermentación de A57206: medio 
de cultivo MRS-almidón pH 6.0 y .io"c. 

27 



La producción de la enzima. monitoreada por actividad amilolítica y proteína soluble. se ...... · 

asocia al crecimie'r;to d~ la ce~aa partir de las 8 horas aproximadamente de fermentaclón.':.:' 

por lo que su con)portamiénto es sÍrÍlilar a la de las dos cepas anteriores y probablem~nteel . . ·! 

hecho de que esta pr~dt1cci¿~de enzima no se asocie al crecimiento en las primer~s ¡,IJ;a~.: 
de fermentación ten·ga fal1;i~ma expHcaciónque se dio anteriormente. 

Se obserrn qí.re tanto la ~~ti~;idad amilolítica como ·la biomasa y la· conce1itraí::ión de 

proteína ·decrecen ... desptrés d~ 36' h;~as de fermentación diferenciándolo de las .dos 

ferm.:ntaciones anteri~1:;s ';ero también se observa que. bien puede ser· deterÍid; ésta a las 

2-1 horas pues Iaa~tivi~ad no incrementó mucho después de este tie~1po; 

:?8 
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Concentración de la enzima 

Con el fin de caracterizar a las enzimas producidas por las tres cepas. se realizó una 

concentració.n basada en los métodos de precip.itación con sulfato de amonio seguida de una . ... .,_ .' . 

diálisis. En la tabla 4.1 se muestran los resultados' para la enzimade I~ cepa 15109,dondc 

se puede observar que la actividad an~ilgÍíti~~ es~ecihca'·'aumentó 53 veces después dd 

tratamiento de concentración. Aún' con ef''aÍ.1111\!nt~ .: ¿Sta 'Ü~tividad' es baja' comparada con 
' --~: •• -\ •• _,' :« .. • -,-.-:r,\"- ,_ ~~. . : . 

otros estudios (Giraud y col., 1993) CioricÍ~~l V'riÍoí: de 1ii a¿tividad espeéífica para la amilasa 
,, ,; '-·. . , .. - .: . " -- - ~ .. ; - .. ·.· . 

de Luctubad/111.1· plantarum fue. d~ ':¡2si1 ri'ib·(·~¡,'Ji ~(;breriridánte; lo cual puede ser debido 
" .:::-:· /:_:;" 

a que la ami lasa secretada po~ ~~tri cepri'('¡ s(Ó9)'est~:n1üy diluida en el medio y necesite 

concentrarse aún mas conun.méti~~· más .efectivo: sin olvi.dar que en este estudio no se 

realizó una purificación cd~ipl~ta: .. 

Tabla -1.1 Concentración de In enzima de la cepa 15109. 

7\lati:rialcs Volumen (mL) Protoina (mg) Actividad (U) Act esp 
(Umg" 1

) 

Rcndilllil!nto ~ó F.P. 

Filtrado del cultivo 183.0 1,004.12 19.01 0.019 100.0 1.0 

1:-:H,l,SO, (80°0) JO.O 18.8 18.93 1.007 99.57 53.::? 
F:P. facwr d" puriticación. 
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Los resultados para la enzima de la cepa A57203 se muestran en la tabla 4.2, como se 

puede ver el factor de: purificación fue menor en comparación a la enzima de la cepa 15109 

pues fue de 25 aunque la actividad especifica fue ligeramente mayor. 

Tabla -1.2 Concentración de la enzima de la cepa A57203. 

l\laterialcs Volumen (mL) Proteína (mg) Actividad (U) Act esp 
(U mg" 1) 

Rendimiento tyó F.P. 

Filtrado del cultivo 160.0 880.0 49.1 O:OS6 100.0 1.0 

<NH,i,so, eso%¡ 10.0 27.0 37.9 1.-104 77.2 25.16 
F.P. factor de purificación. 
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En lo que se refiere a los resultados de concentración de la cepa A57206 son mostrados en 

la tabla 4.3. donde se observa que se logró purificar 45 veces la actividad amilolítica 

específica. y fue esta enzima la que mayor ~ctivid~d específica mostró.,' 

Tabla 4.3 Concentración de la enzima de la cepa A57206. 

f\..latcri¡1lcs Volumen (mL)- PrC:.tcirÍa (mgÍ Actividad (U) Acl esp 
(U111g· 1¡ 

Rendimh:nto ~·o F.P. 

Filtrado del cultivo ISO.O 1,237.0 54.4 0.044 100.0 !.O 

(NH,),SO, (80%) 10.0 24.3 48.37 1.99 88.9 45.24 

F.P. factor de purificación 
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Dctcrmin:1cióil de corist;1~tcs 'cinéticas 

Pam . cnlclllar kn; ~L ~111a:-P p'c;¡: el '°mc!tod~ de Li~e\v¿a~·er~Bl;rk se . realizó la cinética de 

Michaelis-Menten " qu~ ; c~·~sistió · -· e~ ·': determinÚr ·. ~·~'i~cidades iniciales · a diferentes 

:~:'.:¡~:;,~!~lllll~f iJ~f I~if i~~t~~Ji::~:~:;:: :: .. , ; 
valor de Km de 5:g i1]g,in~~; ')'(u~frol~r de .Vmax de 2 I.79i1molesn~~liósiilminmg Pr~' .. En ···· 

la fig; 4.8 ~e n1u~i~~a 1'; .gr&~fi¿Ü d¡I :~~étodo de Linewe~\'er-~L;rkp;1~a esta ~nzima. 
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Fig. 4. 7 Cinética de Michaelis-Menten para la enzima de 15109 a 40 ºC 

3.¡ 



'-.::- 0.18 
o.. 
Cl 0.16 E 
e: 0.14 
~ • 
en 0.12 
.9 

0.1 rn 
E 

0.08 Ql 
-o 
en 
Ql 

o 
~ 
~ 

-2 -1.5 -1 -0.5 o 0.5 1.5 2 2.5 

1/S (% alnidón)"1 

Fig. 4.8 Determinación de Km y Vmax por el método de Lineweaver-Burk 
para la e1Ízi ma de 15109 

3 

35 



La fig. 4.9 muestra la gráfica de la cinética de Michaelis"Menten para la enzima de la 

cepa A57203 y ésta alcanzó la saturación cerca del 2.0% de almidón. En la fig. 4.1 O se 

muestra la gráfica de Lineweaver-Burk, método que ·se utilizó para encontrar la Km y Vmax. . . . 

cuyos valores obtenidos fueron 6.21 mg/mL y 92.1 ~Lmolcs · maltosa/mio mg 

respectivamente. 
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Fig. 4.9 Cinética de Michaelis-l\knten para la enzima de A57:?03 a 40 ºC y pl-1 6.0 
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La enzima proJucida poda cepa A57206se saturó aproximadamente al 1.5% de almidón 
---- ----.- -_., --- ,_. 

como se mue;tra en I~ · fig: 4.11: donde se ~bserva la cinética v la fil!. 4.12 muestra el 
-· - ·'! . - - . • ' - -

método deÜne\,·eav~r~Bllrk para esta enzima, .de I~ que se obtuvo un vali;;rde Km de 7.45 · 
' ' ' - " ' . . 

mg/mL y un valor de Vma~ de 34. 75 ~u11oles n~ahosá/min mg. 
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En la tabla 4.4 · Se muestran los valores encontrados de Km y Vmax para las 

enzimas de las 3 éepas; Se observa que I~ enziina de la cepa 15 i o9 ~s laque tieneun valor 

de Km meno~ lo ~tte sig~iÍic~q~~·iiene u:t~a n~:a):~r afini~[ld p~~'ela1n~idó1~ ~n comparación 

con las· otras.dos enziri~as. ~1.mqlie rio•.e~ muy,sig~'fodativa.estadifer~nciá:''Se observa 

también que la enzima de .~572o3· fliJ'm~~ ri~tivá que I~ otrasdos est~dich~ COI~ base a la 

velocid<1d máxima alcanzuda .. 

Tabla 4.4 Valores de Km y Ymax para las enzimas de las cepas 15109, A57203 y A57206 
(almidón como sustrato). 

Enzima Km Vnrnx 
(ml!/mL alm) (~111101.:s maltosa/min mg Pr) 

15109 5.14 21.79 

A57203 6.21 92.1 

A57206 7.45 34.75 
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Dctcrminnción de pl-1 y tcmpcruturn óptimos de acti\'idud cnzim:íticn . 

La enzima producida por la cepa 15 Í 09 actuÓ préÍer~Í~te;uente en tinvalor de pH=7 como 
.. - ., _-.·.< ·'<./¡:·-· __ ·, ,_._.,- •-:-·' .. --- .. •. - ... ,,·- '. -~<:~! __ -·--- __ ,_. •.).·-.-" _ _._, _, 

puede observarse en. la fig .. 4.13 La ~cy\;idrid se piérªe r4pid,a1l1ente haciU. valores de pH 

ácidos siendo prácticamente cero en ttn valÓr d~1·y h~cia>yh1()rcs de pH alcalinos se pierde 

pero no tan rápidamente. siendo lri acti~idhd c~~i J~r() ~11t1rivalClr de 1 O. 

El electo de la temperatura paraesta a~1ila~~ g;od~JidAp~rl5I09 es mostrado en la 

tig. 4.14 donde se obserrn que.la temperat;1m óptin1~fue de 30 "C. 
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Fig. 4.13 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima de 15109 a 55 ºC 
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Estos resultados de pH y temperaturas óptimos de acti\·idad para estas tres cepas 

comparados con los pocos estudios que hay sobre las ami lasas de otras bacterias ldéticas 

resultan ser similar~s en cum~to ~.la ten~peraturaÓptinm; sin embtlrgo los' pH óptimos para 
., ¡, 

esrns amilasas en estudio resllltaron s~rd~;pl-l·né~uio<11acih ._;~lo~~s dé pH al~afüÍos á 
·>:,,-:.<.(·· (;',~ -

diferencia por ejemplo de· Laádbc~Úllú:<pl~liiti/1:p111d?n,de:'~i1 ~.B ~~~i~1o J~1e .~7 5 . .5. (E; 

Giraud y col.. J 993): Lt1i:1ub¡1i.·ilÍ11s 1~1{i11Íl1~~¡,.~,.,¡;,}" d'on''.~'~l~r~~tí~1~1per.~~tl;¡:ti:: •. ~: , pH 

óptimos de 55 y. 5.5 respéétivari1e1ité (A~~fü~r; O. ~i ~í~: 1999(b~Y,~t.':'!:r.-;et tÍ1. ~§oo); .· 
Lc"·1ubacill11s .c1111ilü1·u1'iis ):l;,~:/oi1é;~.¡/¡¡,s ·~1111;·/opl;ilus. coi{' valo~~s./d·~,'pI·i\ópti11ici~ de 

• ' ; ' ; '."'•·•" .,·· '(c•"i '.t;.:,·.:,.•.,;., 

·"'<>~. 

actividad entre 5 y 6 para ambm; 'im1ilasas de.estas dos bacterfas (CastilloYP .c.:eí ál.; 1 ~93) 

y L. férme 11111111 

J,·.>.·.' _; •. 

con valor de pH óptimo de 5.0 (Agutí. V. et al.. t 99l;).E)A~·~ íb:·íi1t;estrun . 
. . . . _.(.c·.-;:,·/··: .. ·'.::.,,::,::.:.:;x.·;'·.··:->;~_· .. -·. ~.:.:.:-,º ... ·,. 

otros estudios. mientras todas las amilasas de estas bacterias IÓ¿~¡~~s{p~¿'s'(!¡{¡á;úi~~~)'ri~ 
;~; ,_ ....... ;.;-.- ,-:::.j 

actividad en un valor de pH 5.0 en promedio. las amilasas d~ las.i:r;;{~'cepas (¡lle ~Jest'udiaí1 
~ . . -· .· ' - .- .. . .. -·. - -.,. . . ~-, 

,' !· 

en este trabajo a este valor su actividad es muy baja y a ;,•alores ~ayores ini:remeiita. Lo 

anterior podría sugerir que en el pozol estas tres cepass :sus· cor'résp'c:mdieriteS. e11zimas 

actuaran con mayor participación en el inicio del proceso; d~ e;abor~~ió1~ Íd~~:sf~ ~iÍ~1e~to 
disminuyendo conform~ disminuye tumbién el pH. cm1sitle~ando que en la füri11entaéión del 

pozol al iniciar el valor de pH es prdcticamente neutro. terminanclÓ ~lprÜces·~ for~:1~11tátivo 
con valores menores a.¡ (1'urnida y col. 1995). 
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Conclusiones 

más activa fue la amilasn de la cepa 

que alcanzó. 
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APENDICE 

Curva patrón de maltosa, método DNS 
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Curva patrón de proteína, método Bradford 
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