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RESUMEN

El pozol es una bebida no alcéholica a base de maiz nixtamalizado y fermentado que cuenta con una
microbiota dindmica y compleja, cuyas especies predominantes son las bacterias acido lacticas.
Streptococcus infantarius subsp. infantarius es bacteria acido lactica que se ha identificado desde el inicio
hasta el final de la fermentacion. En investigaciones previas se logrd aislar e identificar en nuestro
laboratorio a S. infantarius subsp. infantarius 25124 (Sii-25124) como una cepa amilolitica capaz de
producir una amilasa aparentemente de 250 kDa asociada a célula. Este trabajo de investigacion se
enfocd en el estudio de la actividad amilolitica generada por Sii-25124, con la hipétesis de que se
encontrarian una o mas amilasas con la posible capacidad de utilizar sustratos ramificados y no
ramificados.

Se determinaron las mejores condiciones para extraer, separar y concentrar las amilasas de Sii-
25124. Con la extracciéon enzimdtico-mecdnica se logrd recuperar un 94% de la actividad total de las
células en el sorenadante del lisado celular logrando una concentracion de 3.75 veces, ademas de que
permitid encontrar dos enzimas con actividad amilolitica, las cuales, tras su secuenciacién y su
comparacién, se identificaron como una amilopululanasa de membrana celular de 246.32 kDa y una a-
amilasa citoplasmica de 55.76 kDa.

Posteriormente, ambas amilasas se estudiaron con base en los efectos de diversos factoresy a
su capacidad para unirse al almidén. En cuanto a esta Ultima caracteristica se vid que, bajo las
condiciones aplicadas, se recuperé 7.5% de la actividad amilolitica de la amilopululanasa de Sii-25124 en
el almiddn insoluble, con respecto al 100% de la actividad total presente en el sobrenadante del lisado.
En cuanto a la estabilidad frente a la temperatura, se observé que la actividad amilolitica de ambas
enzimas se mantuvo estable entre 30°Cy 45°C. Los cambios de pH mostraron que la actividad se mantuvo
estable en unintervalo entre 6.8 y 8.0, mientras que los ensayos con diferentes iones metalicos revelaron
una activacién en presencia de Mg?*. Finalmente, se evalué la actividad de las amilasas frente a almidén
y amilopectina, con lo que se observé una mayor velocidad de reaccién frente al almidén que frente a la
amilopectina, sugiriendo la posible preferencia de las enzimas por el almiddn.

Los resultados obtenidos revelaron la producciéon de dos amilasas producidas por Sii-25124,
siendo una de ellas una amilopululanasa con capacidad desramificante y la segunda una a-amilasa. Estos
hallazgos podrian sugerir que la participacion de Sii-25124 es importante al inicio de la fermentacion
del pozol, dada su posible actividad sobre enlaces a(1-6) y sobre un almidén desestructurado pero
insoluble, ya que podria generar los oligosacaridos suficientes para que otras bacterias lacticas no
amiloliticas encuentren las condiciones para colonizar el medio y llevar a término la fermentacion
del pozol.



INTRODUCCION

EL POZOL

El pozol (del nahuatl pozolli, espumoso) es una bebida no alcohdlica elaborada a base de maiz
nixtamalizado fermentado que se consume desde la época prehispdnica en la regién Maya de
nuestro pais. Formaba parte de la dieta basica de los indigenas de dichas regiones (mayas,
principalmente). Hoy en dia sigue siendo consumido por grupos étnicos quienes lo siguen utilizando
como alimento bdsico y como provisidn en viajes largos debido a su alto grado de conservacion;
ademas, también es usado con fines medicinales para bajar la fiebre y controlar la diarrea. Existen
variantes del pozol, como el chorote, al cual se le agregan granos de cacao molido a la masa de maiz.
Asi mismo, se le pueden adicionar otros saborizantes, sal, azicar, miel o chile (Wacher-Rodarte,
1993; Nuraida et al. 1995; Flores, 2008).

Por sus caracteristicas microbioldgicas y de procesamiento, el pozol posee atributos
nutricionales diferentes al maiz y a otros productos fermentados de origen amiladceo, como por
ejemplo un mayor contenido en proteina cruda, niacina, riboflavina, lisina y triptéfano, ademas de
la presencia de bacterias acido lacticas, que se ha visto que mejoran la digestibilidad de proteinas,
aumentan la biodisponibilidad nutricional de minerales y otros nutrientes, ademas de que realzan
las caracteristicas organolépticas del producto final (Wacher-Rodarte, 1993; Peyer et al., 2016).

La preparacion del pozol comprende varias etapas, siendo una de ellas la nixtamalizacion,
misma que reduce de manera importante los mono y disacaridos que se encuentran de forma
natural en el maiz; por tanto, el almiddn se convierte en el principal carbohidrato disponible para
iniciar la fermentacién, proceso que se lleva a cabo de forma espontanea.

Nixtamalizacion

La palabra nixtamalizacidon proviene del ndhuatl nixtli, cenizas, y tamalli, masa. Es un proceso
tecnoldgico implementado por las culturas Mesoamericanas en el que se adiciona una solucién de
hidroxido de calcio 1%-3% a los granos de maiz, en una proporcion 2:1 (agua: maiz). Esta preparacion
se cuece durante 50 a 90 minutos y se deja remojando de 14-18 horas. Tras el remojo, el nejayote
o agua de coccidon se retira y los granos de maiz se lavan dos o tres veces con agua comun,
obteniéndose asi el maiz nixtamalizado o nixtamal. Posteriormente, el nixtamal es molido para
producir la masa que se ocupara para la preparacién de diversos productos, como tortillas, tamales,
totopos, tostadas, etc., asi como otros platillos (Sefa-Dedeh, et al., 2004; Paredes et al. 2009; Bello-
Pérez et al., 2014).

La nixtamalizacidn tiene diversos efectos, tanto fisicos y quimicos, como nutricionales sobre
el grano de maiz. En primer lugar, la coccion en hidréxido de calcio es de tipo alcalina, por lo que
ésta, aunada al remojo, provocan la disolucidn y el hinchamiento de las capas del pericarpio,
haciendo que las paredes celulares y la fibra dietética se debiliten, facilitando su remocién y



disminuyendo el contenido de fibra insoluble en la masa, pero aumentando el contenido de fibra
soluble (0.9% en el maiz a 1.3% en la masa). La membrana semipermeable alrededor del grano, la
aleurona, permanece en su lugar durante el tratamiento, reduciendo asi la pérdida de nutrimentos
por lixiviacién. Por otro lado, la concentraciéon de azlcares disminuye del 2% inicial en el grano
entero al 0.1% base seca en la masa nixtamalizada, mientras que el almiddn sigue siendo el
componente mayoritario de la masa; sin embargo, sufre cambios en su gelatinizacién, ya que se
retarda debido a una probable interaccién del calcio con la amilosa. Posterior al cocimiento, el
almiddn se retrograda generandose un almidén desestructurado con respecto al almiddn inicial
(Paredes et al., 2009).

La coccion alcalina con hidréoxido de calcio produce un incremento importante en el
contenido de calcio en el nixtamal, aumentdndolo de 1 mg de calcio por 100 g de grano de maiz,
hasta 138 mg de calcio por 100 g de masa nixtamalizada (Serna-Saldivar et al., 1991).

Microbiologia del pozol

La microbiota del pozol es compleja y dindmica, pues cambia con el avance de la fermentacion,
ademas de que hay una diversidad importante de microorganismos. Las especies predominantes
son las bacterias acido lacticas, entre ellas especies no amiloliticas como Lactobacillus fermentum,
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus delbruekii, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus casei y
Weissella confusa; y especies amiloliticas como Streptococcus macedonicus, Streptococcus
infantarius, Lactococcus lactis y Lactobacillus plantarum (Nuraida et al., 1995; Ampe et al., 1999;
Ben-Omar et al., 2000; Escalante et al., 2001; Diaz-Ruiz et al., 2003a). De todas ellas, la especie que
estd presente en todas las etapas de fermentacién es Streptococcus infantarius (Ben-Omar et al.,
2000; Diaz-Ruiz et al., 2003a).

La distribucién de la microbiota es muy diversa en las diferentes zonas del pozol. En general
las bacterias acido lacticas son las predominantes tanto en la periferia, como en la zona intermedia
y en la zona central (Ampe et al., 1999). De aqui, el género Streptococcus se encuentra entre el 25y
el 50% de la poblacidn total activa del pozol (Ampe et al., 1999; Escalante et al., 2001).

La comunidad microbiolégica del pozol es dindmica durante el proceso de fermentacién de
la bola de nixtamal. Se divide en tres etapas principales: la primera, comprendida desde el inicio de
la formacién de la bola de nixtamal hasta las primeras 24 horas, posee una microbiota inicial
consecuencia de la inoculacién natural de la masa durante el proceso de molienda (Wacher et al.,
1993; Ben-Omar et al., 2000). En esta etapa se encuentra presente Streptococcus infantarius y se
distinguen bacterias de los géneros Enterococcus y Exiguobacterium. La segunda etapa corresponde
al intervalo entre las 24 y las 48 horas de fermentacion; en ésta comienzan a desarrollarse bacterias
acido lacticas (BAL) heterofermentativas, como especies de Leuconostoc y Lactobacillus,
especialmente la especie L. fermentum; la especie S. infantarius también esta presente en esta
etapa. Finalmente, la tercera etapa (48 a 96 horas) se caracteriza por un decremento en la
concentracién de BALs heterofermentativas y el desarrollo de BALs homofermentativas, como
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii y especies de Bifidobacterium, de las cuales ninguna se
detecta en etapas mas tempranas de la fermentacidn, en contraste con S. infantarius que sigue
prevaleciendo en esta etapa (Ben Omar et al., 2000; Diaz-Ruiz, 2003a).
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BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas (BALs) son un grupo de microorganismos que comparten caracteristicas
importantes en comun: son bacilos o cocos Gram positivos, no méviles, no esporulados y catalasa
negativa, con la capacidad de fermentar los azlcares para originar, como producto final de su
metabolismo, acido lactico; en este sentido, pueden subdividirse en homofermentativas y en
heterofermentativas, siendo las BAL heterofermentativas aquéllas que ademas de producir acido
lactico, también producen CO,, acetato y etanol (Cabeza, 2006; Patrick, 2012; Todar 2012). Este
grupo de bacterias no posee porfirinas ni citocromos en su membrana plasmdtica, por lo que
obtienen su energia via fosforilacion a nivel de sustrato. Son bacterias anaerobias aerotolerantes y
son también nutricionalmente exigentes, pues obtienen su energia solamente del metabolismo de
los azlcares, por lo que estan restringidas a crecer en presencia de ellos, ademas de que requieren
medios ricos en aminodcidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Brock, 2003). Pese a que existen
diversos microorganismos capaces de producir dacido lactico como producto final de su
fermentacidn, el grupo de las bacterias acido lacticas se restringe a géneros dentro del orden de los
Lactobaciliares, incluyendo a: Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus,
Paralactobacillus, Lactosphaera, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella (Todar, 2012).

Las BALs se distribuyen en diversos ambientes, como el rumen de bovinos, el tracto
intestinal de mamiferos, plantas, materia prima cruda, etc.,, lo que revela su capacidad de
adaptacion y de dominancia frente a otro tipo de microorganismos.

Bacterias acido lacticas amiloliticas

Dentro de las bacterias acido lacticas se encuentra un grupo que ha ganado especial interés por su
capacidad de degradar el almidén de materia prima como papa, maiz, yuca, sorgo y arroz: las
bacterias acido lacticas amiloliticas (BALA). Estos microorganismos estan ampliamente distribuidos
en alimentos fermentados ricos en almidén y materiales crudos; ademds, comprenden un grupo
bien conocido de microorganismos no patdégenos. Sin embargo, son poco frecuentes en la
naturaleza, y por lo mismo son considerados como “raros” (Reddy et al., 2008; Fossi y Tavea, 2013;
Petrova et al., 2013) y aunque cada vez se han estudiado mds, sélo se conocen tres géneros
principales con esta capacidad: Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus (Petrova et. al., 2013),
siendo las cepas del género Lactobacillus las que mas frecuentemente se han reportado como
amiloliticas (Olympia et al., 1992 y 1995; Hamad et al., 1997; Agati et al., 1998; Muyanja et al., 2003
y Petrova et al., 2010). La investigacién dedicada a encontrar mas BALs amiloliticas en este tipo de
nichos ha ido en aumento debido a su atractivo tecnolégico para la produccion de acido lactico por
la facilidad tanto econdmica como industrial que supone obtener acido lactico a partir de un
sustrato altamente rentable como lo es el maiz; y como cultivos iniciadores para la elaboracion de
los alimentos tradicionales de donde provienen o para aprovecharlas en la produccidon de otros
(Reddy et al., 2008).



En paises en desarrollo el consumo de alimentos fermentados a base de cereales y otros
alimentos, como la yuca, son los de mayor acceso entre la poblacién. La presencia de bacterias acido
lacticas es ventajosa debido a que éstas aumentan el valor nutricional del alimento y su sabor,
ademas de que su preparacion permite cierto ahorro de energia (Petrova, et al., 2013). Si aunado a
esto existen también bacterias lacticas amiloliticas, la viscosidad en estos alimentos (ocasionada por
la alta concentracion de almiddn) se reduce de forma importante gracias a la presencia de dichas
bacterias que, ademads, aumentan el contenido energético (Diaz-Ruiz et al., 2003b).

Género Streptococcus

El género Streptococcus comprende bacterias Gram positivas, no esporuladas, no moviles, oxidasa
y catalasa negativa, que forman parte del grupo de las bacterias acido lacticas. Se caracterizan por
formar cadenas cortas o de pares de cocos con diametros de 0.7-0.9 um, crecen a una temperatura
Optima de 37-40°C aunque también logran hacerlo a 52°C. Muchas de las especies de este género
son anaerobias facultativas y homofermentadoras, por lo que el producto final de su metabolismo
es acido lactico, logrando reducir el pH del medio hasta 4.0 (Ray y Bhunia, 2008).

Streptococcus bovis

La especie Streptococcus bovis es comensal normal del rumen de bovinos que prolifera rapidamente
cuando la dieta de los animales cambia de follaje a granos, pudiendo alcanzar cuentas de hasta 10*°
UFC/mL generando acidosis por lactato, un desorden digestivo resultado de una fermentacion
rapida del almiddn, asi como una sobre-produccidon de 4acido lactico junto con una disminucion
importante del pH (Freer, 1993).

S. bovis se encuentra entre las especies mas amiloliticas que habitan el rumen de bovinos,
por lo que se piensa que puede ser uno de los principales causantes de la acidosis por lactato. Las
cepas que se han estudiado por su capacidad amilolitica son S. bovis JB1y S. bovis 148. S. bovis JB1
produce una amilasa extracelular cuyo peso molecular es de 75 kDa, su punto isoeléctrico de 4.5, su
pH éptimo de 5.0 a 6.0 y es estable a menos de 50°C. Esta bacteria cuenta con una amilasa asociada
a célula obtenida al crecer a la bacteria en medio con almiddn, de la cual no se ha investigado aun
(Freer, 1993). Por otro lado, un analisis de su genoma indic6 que S. bovis JB1 contiene un gen que
codifica para una amilopululanasa de aproximadamente 243 kDa, de la cual no hay datos in vivo
hasta la fecha (Benahmed et al., 2014).

Por otro lado, la cepa S. bovis 148, aislada de rumen bovino, produce dos amilasas: AmyA, a-
amilasa extracelular capaz de adsorberse al almidén crudo; y AmyB, a-amilasa intracelular, incapaz
de adsorberse a dicho sustrato. La produccién de la amilasa extracelular siempre excede a la de la
intracelular en unas 140 a 600 veces. La falta de una secuencia sefial para exportacién asi como de
un anclaje a membrana puede indicar que se trata de una amilasa citoplasmatica. En contraste,
AmyA si posee una secuencia sefial de transporte al exterior celular. Ambas poseen una buena
capacidad de hidrolizar el almidén soluble, pero AmyA puede, ademas, hidrolizar de forma
importante el almidén crudo. AmyA se produce en grandes cantidades cuando la bacteria crece en



medio con almidén soluble o maltosa, pero no se produce cuando se usa celobiosa o glucosa. Su
secuencia de aminoacidos presenta 85% de homologia con la amilasa de S. bovis JB1, ademas de
gue también presentd similitud con amilasas extracelulares de licuefaccidon provenientes de cepas
de Bacillus. (Satoh et al., 1997).

Streptococcus bovis y Streptococcs infantarius guardan una estrecha relacién filogenética, ya
que S. infantarius se identific6 como especie a partir de una cepa de S. bovis que mostraba
diferencias con respecto a la cepa tipo (Schlegel et al., 2000).

Streptococcus infantarius subsp. infantarius

Streptococcus infantarius se diferencié como especie a partir de variantes atipicas de S. bovis,
describiéndose finalmente como una bacteria a-hemolitica, que no produce exopolisacdridos y es
positiva en la prueba de Voges-Proskauer. Es negativa en las pruebas de arginina dihidrolasa, alcalin-
fosfatasa y pirrolidonil-arilamidasa. La hidrdlisis de esculina es variable. La mayoria de las cepas son
a-galactosidasa positiva y son N-acetil-B-glucosaminidasa, B-galactosidasa, B-glucoronidasa, glicil-
triptofano-arilamidasa y B-manosidasa negativas. Todas las cepas de esta especie producen acido
a partir de lactosa, maltosa y sacarosa, pero no de arabinosa, arabitol, ciclodextrina, inulina, D-
manitol, ribosa, sorbitol, D-tagatosa o trehalosa.

Streptococcus infantarius subsp. infantarius (aislada de heces fecales de nifios) posee la
caracteristica de no hidrolizar la esculina, ademds de que es B-glucosidasa y metil B-D-
glucopiranosidasa negativa y produce acido a partir de glicégeno, melobiosa, pululano y almiddn
(Schlegel et al. 2000).

Streptococcus infantarius subsp. infantarius se aislé del pozol, siendo inicialmente
identificada como S. bovis (Diaz, 2003); sin embargo, el andlisis de la secuencia de la regién V1 del
gen ribosomal 16S indicé que la identidad de la cepa correspondia a la de S. infantarius subsp.
infantarius. Aunado a esto se identificé como la bacteria predominante durante todo el proceso de
fermentacidn. Diaz-Ruiz (2003a) reporté a la cepa de S. infantarius 25124 como una BAL amilolitica;
sin embargo, no se ha ahondado mas sobre esta caracteristica de la especie.

MAIz

El maiz (Zea mays) es una planta perteneciente a la familia de las gramineas que se da anualmente.
Su nombre tiene origen indio-caribefo y significa “lo que sustenta la vida”. Junto con el trigo y el
arroz, el maiz es uno de los cereales mds importantes en la alimentacion humana y animal, ademas
de que es materia prima bdsica en la industria de la transformacidn, pues de él se obtienen almidén,
aceite, proteinas, bebidas alcohdélicas, edulcorantes alimenticios y combustible (FAO, 1993).



Estructura del grano de maiz

La planta de maiz puede definirse como un sistema metabdlico cuyo producto final es, en lo
fundamental, almidén depositado en unos érganos especializados: los granos (FAO, 1993).

El grano de maiz cuenta con tres estructuras fisicas fundamentales: pericarpio (5-6% del
grano), endospermo (80-85%) y embrion (10-12%) (Fgura 1). El pericarpio se caracteriza por su alto
contenido en fibra cruda, que alcanza aproximadamente el 87% y consta principalmente de
hemicelulosa. Contrariamente, el endospermo, el mayor constituyente del grano, es rico en almiddn
(87%), pero también posee alrededor de un 8% de proteinas y casi 3% de fibra cruda. Finalmente,
el embridn tiene un buen contenido de grasas crudas (33%), proteinas (casi 20%, de las cuales casi
en su totalidad son albuminas y globulinas) y minerales (10.5%) (FAO, 1993; Paliwal et al., 2001;
Paredes et al., 2009; Lopez, 2012).

pericarpio
endospermo

embrion

pedicelo

Figura 1. Estructura basica del grano de maiz. (Tomado de Paredes et al., 2009).

En promedio, el contenido total de proteina en el maiz es del 10%. De éstas, el 90% esta
constituido por zeina (una prolamina) y glutelina, mismas que se encuentran principalmente en el
endospermo. Estas proteinas son deficientes en lisina y triptéfano, pero de alto contenido en
aminodcidos azufrados (metionina y cisteina) (FAO, 1993; Paredes et al., 2009). En cuanto a lipidos,
el grano de maiz contiene aproximadamente 5%, mismos que se concentran en el endospermo. Por
otro lado, en cuanto a vitaminas contiene principalmente B-caroteno (vitamina A) y a-tocoferol
(vitamina E), asi como vitaminas del grupo B: tiamina, riboflavina y principalmente niacina (Serna-
Saldivar y Pérez-Carrillo, 2016); sin embargo, ésta Ultima no se encuentra en forma disponible para
ser asimilada por el organismo humano (Paredes et al., 2009).

Respecto a minerales, el grano posee alrededor de 78% de éstos, entre los que destacan el
fosforo con aproximadamente 210 mg/100 g de grano entero, potasio (287 mg/100 g de grano
entero), hierro (niveles variables dependiendo de la raza, condiciones de cultivo, etc.), magnesio
(127 mg/100 g), sodio (35 mg/100 g), selenio (15.5 mg/100 g), calcio (7 mg/100 g) y zinc (2.21
mg/100 g) (Suriy Tanumihardjo, 2016).



Finalmente, el almidén, componente mayoritario del grano, se encuentra en promedio
entre el 72-87% de la masa del grano, dependiendo de la raza, las condiciones de cultivo, etc. En
general puede decirse que el almidén de maiz posee un 27% de amilosa y un 73% de amilopectina
(Paredes et al., 2009).

Almidon

El almidén es uno de los dos homopolisacaridos mds importantes y abundantes en la
naturaleza, y comprende el principal polisacarido de reserva en células vegetales. Se encuentra en
forma de granulos citoplasmicos y también dentro de plastos, incluidos los cloroplastos, y es
utilizado por casi todos los organismos vivos en este planeta como fuente de energia (Taniguchiy
Honnda, 2009). Esta formado Unicamente por moléculas de a-D-glucosa unidas entre si a través de
enlaces glucosidicos a (1-4) y a (1-6); la presencia de uno u otro tipo de enlace divide al almiddn en
dos estructuras: amilosa y amilopectina (Figura 2). La proporcién amilosa:amilopectina en el
almiddén varia mucho dependiendo de la fuente. Por ejemplo, existen variedades de maiz con granos
de hasta 50% de amilosa, mientras que los maices “cerosos” apenas y poseen un 3% de ésta
(Chaplin, 2016).
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Figura 2. Estructura del almidén (Tomado y modificado de Manisha, 2017)

La molécula de almidén no cocido forma una estructura muy organizada que presenta
birrefringencia y dada su alta organizacién, el almidén es por naturaleza insoluble en agua. Las
particulas de almiddn son capaces sélo de absorber una pequefia cantidad de agua que supone un
cambio minimo en el granulo que es reversible si el almidén se deja secar y no se ha cocido. Sin
embargo, sila suspension de almidén se calienta, se induce un fenémeno conocido como imbibicién,
esto es, la incorporacién de agua en los granulos de almiddn. Dicha incorporacion va ocurriendo
gradual y reversiblemente primero en las zonas menos densas y después en las areas mas cristalinas.
Mientras el calentamiento continua, los granulos de almidén empiezan a captar agua de manera



irreversible hinchandose y provocando su ruptura. Este proceso se conoce como gelatinizaciény es
responsable del espesamiento en los sistemas alimenticios. Las soluciones de almiddn gelatinizado
son opacas, fragiles y la estructura altamente organizada y cristalina del almiddn se pierde (Vaclavik
et al., 1998; Garcia-Villanova et al., 2010).

La funcidn bioldgica de este polisacarido en las plantas es la de almacenamiento: cuando es
necesaria una fuente de carbono y energia, se libera almidén de los granulos y las enzimas lo
degradan exhaustivamente hasta obtener mondmeros de glucosa, que es inmediatamente
introducida en la via de la glucdlisis para obtener energia en forma de ATP (Bohinski, 1998). Las
enzimas encargadas de utilizar el carbono para obtener la energia almacenada en el almidén reciben
el nombre de amilasas, mismas que se encuentran en plantas, animales y microorganismos. Dada la
importancia del almidén en la industria, las amilasas han sido ampliamente estudiadas con el fin de
poder mejorar el rendimiento y reducir los costos de los procesos industriales en los que se ven
involucradas.

Amilosa

Las moléculas de amilosa consisten en cadenas sencillas no ramificadas con 500-20,000 unidades
de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos a(1-4). Dependiendo de la fuente de almiddn, la
amilosa puede contener algunas uniones a(1-6) asi como grupos fosfato, aunque ninguno de éstos
afecta el comportamiento general de la molécula.

La amilosa puede adaptar una forma extendida, pero generalmente tiende a acomodarse
en una hélice levégira rigida o formar zonas de junturas paralelas de dobles hélices levdgiras, las
cuales son conformaciones aun mas rigidas. Las hélices sencillas de amilosa poseen puentes de
hidrégeno entre el &tomo de oxigeno dos con el &tomo de carbono seis en la superficie exterior de
las hélices. Los puentes de hidrégeno formados entre cadenas alineadas causan la retrogradaciony
liberan agua por sinéresis. De esta forma, las cadenas forman cristales de doble hebra, con una
mayor cantidad de puentes de hidrégeno, lo que genera una estructura muy hidrofébica y de baja
solubilidad (Chaplin, 2016).

Las cadenas sencillas de amilosa tienden a comportarse como las ciclodextrinas al poseer
una superficie interna relativamente hidrofébica capaz de retener moléculas de agua, las cuales
puede perder con facilidad para ser reemplazadas por moléculas aromaticas o lipidicas
(hidrofébicas) cuando forma una estructura en tipo V (Figura 3) que varia en didametro y empaque,
dependiendo del tamafio de moléculas incluidas dentro de la hélice. De esta forma se producen los
llamados caltratos o compuestos de inclusion helicoidal. Esta estructura también es la responsable
de la unién a iones yodo, los cuales se unen a la hélice de amilosa produciendo una coloracién
purpura, debida a la interaccion donador-aceptor entre el agua y los poli-yoduros, encontrados en
el nucleo central de la hélice de amilosa y que se encuentran deficientes de electrones (Hoseney,
1991; Chaplin, 2016).



Figura 3. Estructura de la amilosa. (Tomado de Chaplin, 2016).

Amilopectina

Formada por ramificaciones no azarosas de enlaces a(1-6) que ocurren cada 24 a 30 residuos de
glucosa unidas por enlaces a(1-4) (Figura 4. Cada molécula de amilopectina contiene alrededor de
un millén de residuos; de todo este total, el 5% esta conformado por puntos de ramificacién. Existen
cadenas no ramificadas exteriores, llamadas cadenas A, que se encuentran en mayor proporcién
que las cadenas B, que son cadenas interiores ramificadas; aunado a esto, presenta una Unica
cadena C, que contiene el Unico extremo reductor de la molécula (Figura 5).

Las moléculas de amilopectina se orientan de forma radial en el granulo de almiddn;
conforme el radio aumenta, también aumenta el nimero de ramificaciones requeridas para llenar
el espacio, con la consecuente formacion de regiones concéntricas de estructuras amorfas y
cristalinas dispuestas de forma alterna (Chaplin, 2016).
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Figura 5. Esquematizacidn de las cadenas A, By C de la amilopectina. (Tomado y modificado de Chaplin, 2016).

PULULANO

B. Bernier aislé por primera vez el pululano en 1958. Es una goma de glucano soluble en agua
producida aerdbicamente y de manera natural por el hongo Aerobasidium pullulans como un
exopolisacarido unido a su superficie celular. Estd compuesto por unidades de maltotriosa (3
unidades de glucosa unidas por enlaces a(1-4)) unidas entre si por enlaces a(1-6) (Figura 6), siendo
la proporcidon de ambos enlaces de 2:1, aunque se han podido identificar otras estructuras, como la
maltotetraosa (4 unidades de glucosa unidas por enlaces a(1-4)) distribuidas al azar dentro de la
molécula en un porcentaje maximo del 7%, con respecto al polimero total. Otros autores reportan
que los enlaces a(1-3), B(1-3) y B(1-6) también pueden formar parte de la estructura dependiendo
del origen microbiolégico de la misma (Singh, et al., 2008).
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Su estructura alterna entre enlaces a (1-4) y a (1-6) le confiere dos propiedades distintivas
en cuanto a flexibilidad estructural y solubilidad aumentada. Asi mismo, su patrén de enlaces dota
al pululano de aspectos fisicos especiales, como propiedades adhesivas y capacidad para formar
fibras, molduras de compresion y peliculas fuertes impermeables al oxigeno. Su solubilidad puede
controlarse introduciéndole grupos reactivos por derivatizacion quimica (Singh et al., 2008). En
consecuencia, el pululano y sus derivados tienen numerosas aplicaciones en la industria alimenticia
y farmacéutica debido a sus propiedades fisicas: es soluble y estable en solucidon acuosa en un
intervalo amplio de pH (3-8), se descompone por calor seco carbonizandose a temperaturas de 250-
280 °C, se disuelve rapidamente en agua pero es insoluble en solventes organicos. Las soluciones de
pululano son viscosas pero no forman geles, y tras el secado es capaz de formar peliculas
transparentes, solubles en agua, resistentes a las grasas, inodoras, insaboras y antiestaticas (Dixon
etal., 2008).

Las aplicaciones que actualmente tiene este polisacarido son: agente de glaseado, agente
formador de peliculas, espesante o como transportador en la produccidon de cdpsulas para
suplementos dietéticos como sustituto de gelatina; como cubierta para tabletas contenedoras de
suplementos dietéticos, para la produccion de peliculas comestibles saborizadas utilizadas como
refrescantes para el aliento y en la produccién de mermeladas, jaleas, dulces y algunos productos
carnicos. Ademas, también se usa como texturizante en las gomas de mascar y como agente
espumante en postres a base de lacteos (Dixon et al., 2008).

El pululano se obtiene via la fermentacion de A. pullulans de fuentes complejas de carbono
como melaza de betabel, vaina de algarrobo, hidrolizados de cereales, jarabes de maiz, pulpa de
cascara de uva, aceite de oliva y sacarosa, hidrolizados de chicharo, almiddn de papa hidrolizado y
bagazo de licor. El polisacarido se obtiene como metabolito secundario de células tipo levadura en
presencia de una cantidad limitada de amonio, que induce la produccién. Tremella mesentérica,
Cytaria harioti, Cytaria darwinii, Cryphonectria parasitica, Teloschistes flavicans y Rhodototula
bacarum también son productores de pululano (Singh et al., 2008).
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Figura 6. Estructura del pululano con maltotriosa como unidad de repeticidn. (Tomado de Singh et al. 2008)

12



AMILASAS

Las amilasas, de manera general, son un grupo de enzimas que actlan sobre enlaces glucosidicos
presentes en almidén y glucégeno (polisacarido similar al almiddn), principalmente; por tanto,
tienen la capacidad de degradar a dichos polisacaridos hasta convertirlos en azicares mas simples,
como oligomaltosas o unidades de glucosa (Taniguchi y Honnda, 2009). La primera amilasa fue
descubierta en 1811 a partir de trigo por Gottlieb Kirchhoff, quien realizé un experimento en el que
colocd cuatro partes de agua, dos partes de almiddon y una parte de malta, creando una pasta
viscosa. Tras un tiempo de incubacidn, la pasta comenzd a licuarse para dar lugar a un jarabe dulce,
resultado que mostro la capacidad del almiddn para convertirse en grandes cantidades de azlcares.
Tras algunos afos, se reportaron otras amilasas aisladas de tractos digestivos y de cereales
malteados. Y no fue sino hasta 1930 que Ohlsson sugirid la clasificacion de las enzimas degradadoras
de almiddn en a- o B-amilasas, dependiendo del tipo de aztcar anomérico producido (Gupta et al.,
2003).

Existen diversos tipos de amilasas y se clasifican segun sus propiedades cataliticas, tales
como su sustrato y el producto que liberan. Dado esto, las amilasas pueden clasificarse segun tres
criterios: segun su accidn catalitica, como transferasas (EC2), hidrolasas (EC3) e isomerasas (EC5),
dentro de las cuales, la mayoria pertenece a la clase EC3.

Seglin su mecanismo de accién, pueden considerarse de retencidon o de inversion,
dependiendo si conservan su carbono anomérico tras la catalisis o si lo invierten. En este aspecto,
la configuracién anomérica del sustrato es retenida después de la accidn catalitica de las enzimas
de retencion; mientras que se invierte tras la accidn catalitica de las amilasas de inversién. Las B-
amilasas y las glucoamilasas son ejemplos de enzimas de inversidn, mientras que el resto de las
amilasas, incluyendo la a-amilasa, son enzimas de retencién.

Finalmente, segln su accién especifica sobre las cadenas de a-glucano, pueden ser exo-
amilasas si atacan el enlace a(1-4) del extremo no reductor de las cadenas de amilosa, generando
como producto maltosa o dextrinas limite; o pueden ser endo-amilasas si llevan a cabo la hidrdlisis
de enlaces internos a(1-4) en la cadena de amilosa, liberando como productos una mezcla de
distintos oligosacaridos de diferente peso molecular (Taniguchi y Honnda, 2009; Rana et al., 2013).

Las amilasas también se han clasificado segun el tipo de actividad que tienen sobre el
almidén en a-amilasas, B-amilasas, glucoamilasas, ciclodextrin-transferasas, maltodextrin-
glucanotransferasas, pululanasas, etc.

Debido a la gran cantidad y variedad de enzimas amilasas descubiertas, asi como a los datos
reportados sobre sus estructuras primaria y terciaria, Henrissat (1991) y Henrissat y Bairoch (1993)
propusieron un método de clasificacién en donde todas las glucdsido-hidrolasas (GH) se agruparon
en 110 familias, conocidas como familias GH. De aqui, las amilasas microbianas se encuentran
incluidas en cinco familias: GH13, 14, 15,31y 77. La Tabla 1 muestra algunos de los tipos de amilasas
que se encuentran dentro de estas familias, asi como algunas caracteristicas que las definen
(Taniguchi y Honnda, 2009).
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De las cinco familias mencionadas, la familia GH13 es la mas grande, contando con enzimas
gue actlan sobre sustratos con enlaces glucosidicos de tipo a, con actividad hidrolasa,
transglicosidasa e isomerasa. La familia incluye a las a-amilasas, oligo-1,6-glucosidasas, a-
glucosidasas, pululanasas, ciclomaltodextrinasas, a-amilasas formadoras de maltotetraosa,
isoamilasas, dextran-glucosidasas, trehalosa-6-fosfato-hidrolasas, a-amilasas formadoras de
maltohexosa, a-amilasas formadoras de maltotriosa, amilasas maltogénicas, neopululanasas,
maltooligosiltrehalosa-trehalohidrolasas, dextrinasas limite, a-amilasas formadoras de
maltopentaosa, amilosacarasas, sacarosa-forsforilasas, enzimas ramificadoras, ciclomaltodextrin-
glucanotransferasas, 4-a-glucanotransefrasas, isomaltulosa-sintasas y trehalosa-sintasas (Svensson
y Janecek, 2014).

Las amilasas de la familia GH13 poseen similitudes en sus estructuras primaria y secundaria,
siendo la presencia cuatro regiones de aminoacidos conservados y de una estructura de barril (a/B)s,
respectivmente, dos de las similitudes mas contundentes. Actualmente, las familias GH13, GH70 y
GH77 se han agrupado en un solo grupo, conocido como el clan GH-H, debido a que se cree que
comparten un ancestro comun (Figura 7), asi como un mismo mecanismo catalitico. Las enzimas de
este clan poseen los dominios A, By C, la triada catalitica Asp-Glu-Asp y actiian sobre enlaces a(1-
4), a(1-6), a(1-1), a(1-2), a(1-3) y a(1-5) (Kumar, 2011).

Tabla 1. Tipos de amilasas y sus caracteristicas

a-amilasa 13 1,2,5,7,19, 27, 28,32 | Retencién Endo
B-amilasa 14 Inversidn Exo
Glucoamilasa 15 Inversidn Exo
Oligo-1,6-glucosidasa 13 31 Retencién Endo
a-glucosidasa 13 21, 29 Retencion Exo
31

Amilo-1,6-glucosidasa 13 25 Retencién Exo?
Pululanasa 13 12,13,14 Retencion Endo
Ciclomaltodextrinasa 13 20 Retencidn Endo
Glucan-1,4-a-maltotetrahidrolasa 13 No clasificada Retencion Exo?
Isoamilasa 13 11 Retencidn Endo
Glucan-1,4-a- 13 19 Retencion Exo?
maltohexaohidrolasa

Glucan-1,4-a-maltotriohidrolasa No No clasificada Retencion Endo

clasificada

Glucan-1,4-a-maltohidrolasa 13 20 Retencion Endo
Neopululanasa 13 20 Retencidn Endo
4-a-D-glucanotrehalosa 13 10 Retencidn Exo?
trehalohidrolasa

Enzima ramificante 13 9 Retencidn Endo
Ciclomaltodextrin 13 2 Retencidn Endo
glucotransferasa

4-a-glucanotransferasa 77 Retencidn Endo
4-a-glucan-1-a-D-glucosilmutasa 13 26 Retencidn Exo?

Tomado y modificado de Taniguchi y Honnda, 2009
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Figura 7. Relacidén evolutiva del clan GH-H. El arbol esta basado en un alineamiento, en todas las familias, del
barril TIM (a/B)s y el dominio B (442 posiciones de la longitud consenso), calculado con exclusién de los gaps
(131 residuos de aminoacidos alineados). La Tabla 2 indica las abreviaturas usadas en la figura de cada amilasa
utilizda para la reproduccion del arbol. Fuente: Janecek et al. (2007)
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Tabla 2. Lista de abreviaturas de las enzimas representativas del clan GH-H usadas en la
representacioén del arbol filogenético (Figura 7)

Familia EC Enzima Abreviacion Fuente

GHI13 3.2.1.1 a-Amylase GHI13-Aspor-AAMY  Aspergillus oryzae
24.1.19 Cyclodextrin glucanotransferase  GH13-Bacci-CGT Bacillus circulans No.8
3.2.1.10 Oligo-1,6-glucosidase GHI13-Bacce-OGLU  Bacillus cereus
3.2.1.60 Maltotetraohydrolase GH13-Psest-M4H Pseudomonas stutzeri
3.2.1.68 Isoamylase GHI13-Pseam-ISA Pseudomonas amyloderamosa
3.2.1.133 Maltogenic amylase GHI13-Thesp-MGA Thermus sp. IM6501
3.2.1.133 Maltogenic a-amylase GHI13-Bacst-MGAA  Bacillus stearothermophilus
3.2.1.141 Maltooligosyltrehalose hydrolase GHI13-Sulso-MOTH  Sulfolobus solfataricus
2414 Amylosucrase GHI13-Neipo-AMSU  Neisseria polysaccharea
24.1.- Maltosyltransferase GHI13-Thtma-MT Thermotoga maritima
24.1.25 4-a-Glucanotransferase GHI13-Thtma-4AGT  Thermotoga maritima
24.1.18 Glucan branching enzyme GH13-Ascco-BE Escherichia coli
3.2.1.54 Cyclomaltodextrinase GH13-Bacsp-CMD Bacillus sp. 1-5
3.2.1.135 Neopullulanase GH13-Bacst-NPU Bacillus stearothermophilus
5.4.99.11 Isomaltulose synthase GHI13-Klesp-ISMS Klebsiella sp. LX3
54.99.15 Maltooligosyltrehalose synthase ~ GHI13-Sulac-MOTS  Sulfolobus acidocaldarius
24.1.7 Sucrose phosphorylase GH13-Bifad-SPH Bifidobacterium adolescentis
3.2.1.98 Maltohexaohydrolase GH13-Bacsp-M6H Bacillus sp. 707
3.2.1.41 Pullulanase GHI13-Klepn-PUL Klebsiella pneumoniae
3.2.1.20 a-Glucosidase GHI13-Sacca-AGLU  Saccharomyces carlsbergensis
3.2.1.1/41 Amylopullulanase GHI13-Thbsa-APU Thermoanaerobacter saccharolyticum
3.2.1.70 Dextran glucosidase GHI13-Stemu-DGLU  Streptococcus mutans
3.2.1.93 Trehalose-6-phosphate hydrolase  GH13-Bacsu-T6PH Bacillus subtilis
3.2.1.116 Maltotriohydrolase GHI13-Nacam-M3H  Natronococcus amylolyticus
3.2.1.- Maltopentaohydrolase GHI13-Psesp-M5SH Pseudomonas sp. KO-8940
3.2.1- Sucrose hydrolase GH13-Xanax-SH Xanthomonas axonopodis
2.4.1.25/3.2.1.33 Glucan debranching enzyme GHI13-Orycu-GDE Oryctolagus cuniculus
5.4.99.16 Trehalose synthase GHI13-Pimsp-TS Pimelobacter sp. R48

GH70 24.1.7 Glucosyltransferase GH70-Steso-GTF Streptococcus sobrinus
24.1.141 Alternan sucrase GH70-Leume-ALSU  Leuconostoc mesenteroides

GH77 24.1.25 4-a-Glucanotransferase GH77-Theaq-4AGT  Thermus aquaticus
24.12 4-a-Glucanotransferase GH77-Borbu-4dAGT  Borrelia burgdorferi

GH31 3.2.1.-- a-Xylosidase GH31-Escco-AXYL  Escherichia coli
3.2.1.20 a-Glucosidase GH31-Sulso-AGLU  Sulfolobus solfataricus
3.2.1.48/3.2.1.10 Sucrase-isomaltase Sul Oryctolagus cuniculus
3.2.1.48 Sucrase subunit GH31-Orycu-SUIs
3.2.1.10 Isomaltase subunit GH31-Orycu-SUI
24.1.- 3-a-Isomaltosyltransferase GH31-Spogl-3IMT Sporosarcina globispora
24.1.- 6-a-Glucosyltransferase GH31-Spogl-6GTF Sporosarcina globispora
42213 a-1,4-Glucan lyase GH31-Grale-AGLY  Gracilariopsis lemaneiformis

Fuente: Janecek et al. (2007)

a-Amilasas

Las a-amilasas tienen un rol muy importante en la industria de alimentos, incluyendo la cervecera 'y
de panificacion, asi como en industrias textiles, de papel y detergentes, gracias a la termoestabilidad
y tolerancia al pH que presentan. Dentro de las a-amilasas que existen en la naturaleza, las
provenientes de bacterias y hongos son las mas utilizadas debido a su mayor estabilidad, al bajo
costo y alto rendimiento que implica su produccidn (Rana et al., 2013).
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Este tipo de enzima se clasifica dentro de la familia GH13 de las amilasas, se encuentra en
una amplia variedad de organismos debido a que el almiddn es la principal fuente de energia de la
mayoria de los seres vivos. Tiene la capacidad de hidrolizar azarosamente los enlaces a(1-4)
presentes en la parte interna de la estructura de la amilosa y la amilopectina, siendo incapaz de
hidrolizar los enlaces a(1-6). En la primera etapa de la hidrdlisis se producen dextrinas con un peso
molecular relativamente alto, haciendo que la viscosidad de la solucién de almidén disminuya
rapidamente. Conforme la hidrdlisis continua, el grado de polimerizacion de las dextrinas disminuye
gradualmente; finalmente, en la etapa final grandes cantidades de maltosa, maltotriosa, glucosa y
oligosacaridos (dextrinas limite) con enlaces a(1-6), todos con configuracion a, son los productos de
la hidrdlisis (Taniguchi y Honnda, 2009).

Las enzimas de este grupo se han purificado y caracterizado a partir de una amplia variedad
de microorganismos, incluyendo archeas, como Sulfolobus, procariontes como Bacillus y
eucariontes como Aspergillus. La mayoria de las enzimas estudiadas tienen una actividad maxima a
pH neutro y entre 30-37°C; sin embargo, dependiendo de las condiciones &ptimas del
microorganismo, algunas exhiben actividad a pHs tan bajos como 2.0 o tan altos como 12.0, por
ejemplo, la a-amilasa de Alcylobacillus acidocaldarius presenta una actividad éptima a pH 3.0,
mientras que la amilasa de la bacteria alcaldfica Bacillus sp. GM8901 reporta una actividad dptima
a pH de 12.0. En cuanto a temperatura, se han encontrado amilasas con actividades maximas a
100°C, como la de Pyrococcus furiosus (Rana et al., 2013).

Las a-amilasas son metaloenzimas, asi que por lo general tienen al menos un ién Ca%
formando parte de su estructura con la capacidad de ligar hasta diez iones Ca?*, como es el caso de
la Taka-amilasa A. Los iones calcio afiaden estabilidad a la enzima e incluso pueden conferirle
termoestabilidad, debido al efecto “salting out” que le da el Ca?* a los residuos hidrofébicos de la
proteina, lo que la hace adoptar una forma mas compacta y por ende mds termoestable (Gupta et
al., 2003; Rana et al., 2013). Existen estudios en los que se muestra la capacidad de otros iones,
como el Sr*y el Mg?, de reemplazar al Ca%*, asi como reportes en los que se observa que el Ca®* no
tiene efecto alguno sobre la actividad o estabilidad de la enzima (Oikawa, 1959; Giraud et al., 1993;
jehah et al., 2000, Gupta et al., 2003).

Las enzimas producidas por Bacillus sp. y Aspergillus sp. son de las mds estudiadas e
investigadas para la produccidn de amilasas, debido a la estabilidad que presentan y al estatus GRAS
qgue han adquirido, siempre y cuando no se trate de especies patdégenas como Bacillus cereus o
Aspergillus flavus (Sun et al., 2009). En este sentido, las a-amilasas provenientes de bacterias acido
lacticas amiloliticas no han sido estudiadas lo suficiente, pese a que histéricamente carecen de
patogenicidad y a que son capaces de fermentar en un buen nimero de alimentos ricos en almiddn
(Giraud et al., 1993; Aguilar et al., 2000; Wasko et al., 2010).

Pululanasas

Las pululanasas, también llamadas a-dextrin-6-glucanohidrolasas, forman parte del grupo de
enzimas desramificantes clasificadas dentro de la familia GH13 de las amilasas, las cuales son
capaces de hidrolizar el enlace a(1-6) en pululano, almidén y amilopectina. De manera especifica,
las pululanasas acttan sobre el pululano, hidrolizando principalmente el enlace a (1-6) o el enlace
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o (1-4), aunque también pueden tener la capacidad de atacar otro tipo de polisacaridos (Taniguchi
y Honnda, 2009). Hasta la fecha se han reportado cinco grupos de este tipo de enzima, clasificadas
segun la especificidad de su sustrato y sus productos de reaccién. La Tabla 3 muestra un resumen
de dicha clasificacion.

Se han podido purificar y caracterizar pululanasas de diversos microorganismos. Como se
muestra en la tabla 9 la pululanasa tipo | se ha caracterizado de bacterias mesofilicas como
Aerobacter aerogenes, Bacillus acidopullulyticus, Klebsiella pneumoniae y Streptomyces spp.
También se han aislado de bacterias moderadamente termofilicas, como Bacillus flavocaldarius y
Clostridium spp.; asi como también de bacterias hipertermofilicas como Frevidobacterium
pennavorans (Hii et al., 2012).

La pululanasa tipo Il se encuentra ampliamente distribuida entre bacterias termofilicas y
archeas hipertermofilicas. Las amilopululanasas mas termoestables y termoactivas reportadas son
de las archea Pyrococcus woesei y Pyrococcus furiosus. La temperatura dptima para estas enzimas
se encuentra un rango de 85°C a 105°C, manteniendo su actividad incluso en ausencia de iones Ca*.
También se han reportado las pululanasas de Thermococcus litoralis, Desulfurococcus mucosus y
Thermococcus celer. Este tipo de pululanasas se clonan en E. coli, expresando la enzima funcional y
mostrando actividad con 5 mM de Ca%" de 130°C a 140°C (Hii et al., 2012).

Tabla 3. Clasificacion y especificidad de las pululanasas

Enzima Enlaces Sustratos Productos finales Microorganismos
hidrolizados productores
Pululanasa Tipo | o (1-6) Pululano Maltotriosa Aerobacter aerogenes
Polisacaridos Bacillus acidopullulitycus
ramificados Klebsiella pneumoniae
Streptomyces sp.
Bacillus flavocaldarius
Bacillus thermoleovorans
Clostridium spp.
Thermos caldophilus
Pululanasa Tipo I a (1-6) Pululano Maltotriosa Pyrococcus woesei
(amilopululanasa) a(1-4) Almidén, Glucosa, maltosa y | Pyrococcus furiosus
amilopectina, maltotriosa Thermococcus litoralis
amilosa Desulfurococcus mucosus
Thermococcus celer
Pululan-hidrolasa a (1-4) Pululano Panosa Bacillus stearothermophilus
Tipo | Bacteroides
(neopululanasa) thetaiotaomicron
Bacillus polymyxa CECT 155
Pululan-hidrolasa a (1-4) Pululano Isopanosa Aspergillus niger ATCC 9642
Tipo Il Bacillus spp. US 149
(isopululanasa)
Pululan-hidrolasa o (1-4) y a (1-6) | Pululano Panosa, maltosa, | Thermococcus aggregans
Tipo llI Almiddn, maltotriosa.
amilosa y | Maltotriosa y
amilopectina maltosa.

Tomado y modificado de Hii et al., 2012.
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Por otro lado, se han purificado las neopululanasas de Bacillus stearothermophilus,
Bacteroides thetaiotaomicron y Bacillus polymyxa CECT 155. Las isopululanasas se han encontrado
en Aspergillus niger ATCC 9642 y Bacillus spp. US 149; y finalmente, sdélo se tiene reportada una
pululan-hidrolasa tipo lll: la de la archea hipertermofilica Thermococcus aggregans (Hii et al., 2012).

Algunas bacterias lacticas amiloliticas también producen pululanasas, en especifico
amilopululanasas, como el caso de Lactobacillus amylophilus GV6, Lactobacillus paracasei B41 y
Lactobacillus plantarum L137; esta ultima con un peso molecular de 216 kDa (Vishnu et al., 2006;
Hii et al., 2012; Petrova et al., 2012 y 2013).

La aplicacién de las pululanasas en la industria ha ganado interés debido a la facilidad que
brindan al proceso de sacarificacion del almidén al hidrolizar los enlaces a (1-6), permitiendo la
produccién de maltosa, amilosa y glucosa, con o sin el uso de a-amilasas, B-amilasas o
glucoamilasas, respectivamente. También se les ha encontrado aplicacidon en la elaboracién de
cervezas bajas en calorias, en panaderia como agente anti-salado para mejorar la textura, el
volumen y el sabor de los productos horneados, y como agente de control de placa dental (Hii et al.,
2012).

Regiones conservadas en la secuencia de aminodcidos de las amilasas

La primera amilasa en ser secuenciada fue la Taka-amilasa A de Aspergillus oryzae A por Matsuura
et al. (1984). A partir de entonces se ha obtenido la secuencia de otras a-amilasas como las
producidas por Aspergillus niger (Boel et al., 1990); Bacillus licheniformis (Hwang et al., 1997);
Bacillus subtilis 168 (Fujimoto et al., 1998), Bacillus amyloliquefaciens (Alikhajeh et al., 2010) y
Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29148 (Koropatkin y Smith, 2010) entre otras. También se han
secuenciado y en algunos casos obtenido estructuras tridimensionales de pululanasas, como las de
Thermotoga maritima (Bibel et al., 1998), Klebsiella pneumoniae (Mikami et al., 2006); Bacillus
acidolpullulyticus (Turkenburg et al., 2009) y de Thermotoga neapolitana (Kang, 2011); y en menor
medida de amilopululanasas, como las de Pyrococcus woesei (Knapp et al., 1995), Bacillus spp. KSM-
1378 (Hatada et al., 1996) y Thermoanaerobacter ethanolicus 39E (Mathupala et al., 1993).

Dentro de las amilasas producidas por bacterias acido lacticas, no existen muchos reportes
de secuenciacién. Satoh et al. (1997) obtuvieron la secuencia de las amilasas producidas por S. bovis
148. Porotro lado, dentro del género Lactobacillus se ha predicho, a partir de los genes, la secuencia
de aminoacidos de a-amilasas como las de Lactobacillus plantarum A6, Lactobacillus amylovorus
(Giraud y Cuny, 1997 y 1998; Rodriguez-Sanoja et al., 2005) y Lactobacillus manihotivorans LMG
18010 (Morlon-Guyot et al., 2001; Rodriguez-Sanoja et al., 2005). Otras secuencias de amilasas de
bacterias acido lacticas amiloliticas se han identificado por secuenciacidén de genomas, incluidas las
amilopululanasas de S. bovis JB1 (Benhamed et al., 2014) y L. plantarum L137 (Kim et al., 2008) sin
haberse comprobado la sintesis de las mismas por el organismo productor.
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Tomando como referencia a la Taka-amilasa A de Aspergillus oryzae, la primera a-amilasa
cuya estructura tridimensional fue descrita y reportada (Matsuura et al., 1984), las a-amilasas del
clan GH-H poseen tres dominios caracteristicos y conservados en su secuencia de aminodcidos: los
dominios A, By C. El dominio A contiene los residuos cataliticos y es el mds conservado de todos.
Tiene una estructura de barril (B/a)s (o barril TIM) compuesto de ocho laminas B-plegadas paralelas
rodeadas por 8 hélices a. El dominio B esta insertado entre la tercera [dmina B-plegada y la tercera
hélice a del barril (B/a)s, y varia en longitud y estructura (Taniguchi y Honnda, 2009; Sarian et al.,
2017). El dominio C se pliega en ocho hojas B-plegadas antiparalelas, esta conectado al dominio A a
través de bucles (loops), y parece ser un dominio independiente, pero hasta el momento no se ha
descrito su funcién (Figura 8) (Sarian et al., 2017).

Domain B
“

‘(\ Y Call
“

Figura 8. Estructura terciaria de la a-amilasa de Bacillus licheniformis. El dominio A, en rojo, es un barril (B/a)s.
El dominio B estd en color azul y el dominio C en color verde. La enzima une tres iones Ca?*, que se muestran
en color café, y un iéon Na* que se presenta en azul. Tomado de: Reza Nazmi et al. (2006).

Las enzimas de la familia GH13 comparten un sitio catalitico altamente conservado. Este
esta localizado dentro de una cavidad abierta entre los dominios A y B e invariablemente contiene
a la triada catalitica Asp206 (nucleéfilo), Glu230 (donador de protones) y Asp297 (estabilizador del
estado de transicién), los cuales son esenciales para llevar a cabo la reaccién enzimatica. El ién Ca?*

se localiza dentro de la cavidad catalitica y coordina con varios residuos aminoacidicos, estabilizando
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la arquitectura de la cavidad, lo cual también es esencial para la catalisis (Taniguchi y Honnda, 2009;
Sarian et al., 2017). Aunado a los tres residuos de la triada catalitica, las enzimas de la familia GH13
contienen otros tres residuos altamente conservados: la Arg204 y dos residuos de histidina, His122
e His296. Estas cuatro regiones (triada catalitica, Arg204, His122 e His296) forman la base de las
cuatro regiones conservadas mas conocidas en las secuencias de las a-amilasas, mismas que estan
posicionadas en el extremo carboxilo cerca de las laminas B3, B4, B5 y B7 del barril (B/a)s; sin
embargo, los dos residuos de histidina no estan del todo conservados en la familia (Janecek, 2002).
Aunadas a estas cuatro regiones, existen otras tres: la quinta esta localizada en el extremo carboxilo
terminal cerca del dominio B y del aspartato de unidn a calcio: el Asp175 en la Taka-amilasa A. Las
dos regiones restantes se encuentran en las ldaminas B2 y B8 del barril (B/a)s. Estas tres regiones
pueden sufrir variaciones dependiendo de las caracteristicas y especificidades de ciertas enzimas de
la familia (Janecek 2002; Taniguchi y Honda, 2009).

Pese a la presencia de varias regiones conservadas en la secuencia de aminodcidos, los
aminodcidos estrictamente invariables son muy pocos, por tanto el criterio basico para que una
proteina pueda clasificarse como miembro de la familia GH13 es: 1) la enzima debe atacar enlaces
a-glucosidicos; 2) hidrolizar o formar por transglicosilacion enlaces a-glucosidicos; 3) contener las
cuatro regiones conservadas en su secuencia de aminodacidos y 4) contener la triada catalitica
formada por Asp206, Glu230 y Asp297, propia de la Taka-amilasa A (la a-amilasa de Aspergillus
oryzae) (Janecek, 2002).

Dominios de union al almiddon

Algunas de las glucésido-hidrolasas cuentan con dominios no cataliticos auxiliares en la unién de
éstas al almiddn insoluble y que se conocen como dominios de unién al almidén, o SBDs (por sus
siglas en inglés). A su vez, los SBDs forman parte de los médulos de unién a carbohidratos (CBM, por
sus siglas en inglés), los cuales inicialmente fueron denominados dominios de unién a celulosa,
debido a que se describieron por primera vez en enzimas capaces de degradarla. Sin embargo, se
fueron descubriendo cada vez mas dominios presentes en enzimas activas sobre carbohidratos que
eran capaces de unir otro tipo de polisacaridos ademas de la celulosa (Shoseyov et al., 2006; Garcia
etal., 2012).

Los mddulos de unién a carbohidratos se definen como médulos auxiliares de 40 a 200
aminodcidos con un plegamiento discreto, con actividad de uniéon a carbohidratos y que se
encuentran normalmente en enzimas con actividad sobre dichos sustratos. Estos mddulos no tienen
actividad catalitica y se sabe que tienen tres funciones principales: 1) permitir la interaccién entre
el sustrato insoluble y la enzima en solucién, 2) acercar el sustrato al sitio activo en el dominio
catalitico promoviendo la hidrdlisis, y 3) en algunos casos puede llegar a tener la capacidad de
quebrantar la estructura del almidén con la finalidad de aumentar la hidrdlisis. Los CBM se han
clasificado en 83 familias de acuerdo con la similitud de su secuencia, segln la base de datos CAZy
(www.cazy.org, Ultima actualizacion 8 de agosto del 2018). Los SBDs pertenecen a las familias
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CBM20, CBM21, CBM25, CBM26, CBM34, CBM41 CBM45, CBM48 y CBM53, CBM58, CBM6S,
CBM69, CBM74, CBM82 y CBM83 (Rodriguez-Sanoja et al., 2005; Guillén et al., 2007; Garcia, 2012;
Janecek et al., 2017).

Los SBDs son, entonces, un tipo de CBM que se unen especificamente a almidén. Estan
presentes en aproximadamente el 10% de las amilasas: se han encontrado en a-amilasas de
bacterias y hongos, en ciclodextrin-glucantransferasas, pululanasas y B-amilasas bacterianas y
glucoamilasas fungicas. Todas estas enzimas poseen caracteristicas y especificidades distintas, pero
todas son proteinas multi-dominio con secuencias de sus SBDs con cierta homologia entre si. Estos
dominios pueden encontrarse antes o después del dominio catalitico acompafiados de los llamados
dominios de fribronectina tipo Ill, hallados en una gran variedad de enzimas activas sobre
carbohidratos. En general, estdn compuestos por 100 residuos de aminodacidos, de los que destacan
los residuos aromaticos en posiciones estratégicas, sobre todo residuos de triptéfano, tirosinas,
fenilalaninas e histidinas, los cuales se ha visto que son esenciales para la unién del almidén a la
enzima. Los SBDs encontrados en el extremo amino terminal pertenecen a las familias CBM21, 34,
41, 45, 48, 53 y 68; mientras que los que se encuentran en el extremo carboxilo terminal son los de
las familias CBM20, 25, 26, 69 y 74 (Rodriguez-Sanoja et al., 2005; Janecek et al., 2017).

Los SBDs mas estudiados son los que pertenecen a la familia CBM20. Estos mddulos se
localizan después del dominio catalitico o después de un largo anclaje O-glicosilado. Los dominios
cataliticos de esta familia tienen actividad glicésido-hidrolasa y transferasa, a- y B-amilasa,
glucoamilasa y pululanasa. Los miembros del CBM20 se encuentran distribuidos entre las familias
GH13, GH14 y GH15. Por otro lado, el CBM41 es propio principalmente de pululanasas bacterianas.
Se ha visto que la pululanasa de Thermatoga maritima, Pull3, posee un SBD en el extremo amino
terminal que puede unirse a amilosa, amilopectina, pululano y fragmentos de oligosacaridos
derivados de estos polisacdridos (van Bueren et al., 2004).

El plegamiento general de los SBDs es muy similar entre las familias CBM20, CBM41, CBM25
y CBM26, aunque exista poca similitud en la secuencia. Sin embargo, los SBDs de las familias CBM20,
CBM48 y CBM69, muestran una alta similitud tanto en estructura como en secuencia; y el mismo
caso se da con los SBDs de las familias CBM25 y CBM26. Sin embargo, no es asi para el caso de los
SBDs de la familia CBM41. El hecho de que esta familia de SBDs se encuentre preferiblemente en
pululanasas podria explicarse por la capacidad de esta familia para alojar oligo o polisacaridos con
glucosas enlazadas por enlaces a(1-6), habilidad de la que probablemente carecen las familias
CBM20, CBM25, CBM26, CBM48 y CBM69 (lanecek et al., 2017).

Como se menciond anteriormente, los efectos principales de los CBMs al unirse a
polisacaridos son el acercamiento de éstos al dominio catalitico, destruir la estructura del sustrato
y promover la hidrdlisis. En la cuestidon de la unidn del polisacérido al sitio de unién del SBD, se
reporta que se lleva a cabo por adsorcidon no covalente, via puentes de hidrégeno e interacciones
hidrofdbicas entre los residuos de aminodcidos y la superficie del granulo de almidén. (Southall et
al., 1999; Rodriguez-Sanoja et al., 2005). En la cuestidn del acercamiento del sustrato al dominio
catalitico, el CBM mantiene a la enzima en contacto cercano con el sustrato, resultando en un
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aumento en la concentracién de la enzima en la superficie de aquél, lo que también aumenta la
velocidad de degradacidn. Por otro lado, para que la destruccion de la estructura del almiddn se
lleve a cabo se requieren interacciones multivalentes, las cuales son inherentes en la mayoria de los
SBDs de la familia CBM20.

Figura 9. Estructura tridimensional del SBD. Se muestra la estructura compartida del barril beta. A. CBM26; B,
CBM25 de la amilasa de Bacillus halodurans obtenida por difraccién de rayos X. Los SBDs se muestran
interaccionando con sus correspondientes carbohidratos (verde). Se marcan los aminodcidos esenciales para
el sitio de unidén a almiddn: Trp, en rojo; Thr, en amarillo; Glu, en naranja; His, en azul. Tomado y modificado
de Garcia et al., 2012.
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El maiz cuenta con una concentracidén natural de sacarosa (principal azucar soluble en el grano) de
2% base seca en el grano entero; sin embargo, esta concentracion se reduce hasta 0.1-0.7% después
del proceso de nixtamalizacidn. Por otro lado, el endospermo del grano de maiz posee alrededor de
un 87% de almiddn, por lo que al finalizar la nixtamalizacidn éste es el principal carbohidrato
disponible (FAO, 1993). Existe una alta proporcion (40%, con respecto al total de las cuentas
microbianas) de bacterias acido lacticas amiloliticas (BALA) en la masa inicial de nixtamal,
concentracién que disminuye hasta el 3% después de 72 horas de fermentacién, cuando son las
bacterias acido lacticas no amiloliticas las que predominan (Diaz-Ruiz et al. 2003a). Dada la dréstica
reduccion en la concentracion de mono y disacdridos en el nixtamal, la gran carga y diversidad
microbiana que existe en el pozol no podrian desarrollarse consumiendo esta baja concentracion
de carohidratos sencillos. Esto condujo a plantear la hipdtesis sobre la importancia de las BALAs
para utilizar el almidén y dar inicio a la fermentacidén, con lo que se generarian azlicares mads sencillos
que servirian como sustrato para las bacterias acido lacticas no amiloliticas que llevarian la
fermentacién a término (Diaz, 2003).

En el mismo trabajo, Diaz-Ruiz et al. (2003a) estudiaron la cepa de S. infantarius subsp.
infantarius 25124 (Sii-25124) que se identificd en todas las etapas de la fermentacién del pozol,
sospechando su posible capacidad amilolitica. Los resultados que obtuvieron confirmaron dicha
capacidad y sugirieron que la presencia de esta cepa podria ser la que provea de maltooligosacaridos
de bajo peso molecular durante el inicio de la fermentacidn de la masa de nixtamal, de manera que
otras especies no amiloliticas los consuman y lleven a término el proceso. Aunado a esto, también
plantearon la probabilidad de que S. infantarius no sélo tuviera el rol de degradar el almiddn inicial,
sino que también podria estar creando las condiciones necesarias para que otros microorganismos
se desarrollen, dando lugar a la diversidad microbiana ya reportada en este alimento (Diaz-Ruiz et
al., 2003a).

Posteriormente, en el trabajo de Virgilio (2005) se encontrd que en extractos celulares de la
cepa de Sii-25124 la actividad enzimdtica parecia estar asociada a la célula, confirmando los
resultados previamente sugeridos por Diaz-Ruiz et al. (2003a); ademas, se observd que en los
extractos la actividad dptima se presentd a pH 6.8 y a una temperatura de 37°C. Por otro lado, se
hicieron zimogramas de los extractos, con los que se encontré que la posible responsable de la
actividad amilolitica de la cepa seria una enzima con un tamafio aproximado de 250 kDa, con lo que
se sugirié que podria tratarse de una amilasa diferente a las comunmente reportadas para otras
bacterias lacticas amiloliticas. Ademas, se encontrd que la cepa de S. infantarius 25124 (Sii-25124)
aislada en nuestro laboratorio posee caracteristicas singulares, como lo son su tolerancia a estrés
ambiental (Dominguez, comunicacion personal), su capacidad xilanolitica (Cooper, comunicacién
personal) y su capacidad amilolitica (Diaz-Ruiz et al., 2003a; Virgilio, 2005), mismas que se han
abordado de forma particular en este grupo.
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Dado el interés cientifico de conocer la ecologia microbiana de este alimento, lo cual incluye el
estudio de su microbiota, su protedmica, la evolucién y la filogenia entre sus especies y sus enzimas,
el estudio al que se enfocd este proyecto fue a la caracterizacién de la o las amilasas responsables
de la actividad amilolitica de Sii-25124, asi como la informaciéon que puede brindar con respecto a
la conformacion y la dinamica de la poblacidon microbiolégica en el pozol. Asimismo, la investigacion
se plantea por el atractivo tecnoldgico que tienen las amilasas provenientes de BALAs en la
aplicaciéon a procesos industriales, como la obtenciéon de acido lactico, jarabes de maiz, la
elaboracion de pan y cervezas, o la produccién de papel y detergentes.
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HIPOTESIS

Dado que Streptococcus infantarius subsp. infantarius 25124 (Sii-25124), bacteria lactica amilolitica,
predomina en todas las etapas de la fermentacion del pozol y que el almidén es el carbohidrato
mayoritario en la fase inicial de la fermentacién del producto, se espera entonces encontrar y
conocer una o mas amilasas producidas por Sii-25124 con actividad amilolitica sobre polisacaridos
ramificados y no ramificados.

OBJETIVOS

Caracterizar la actividad amilolitica de la cepa de Streptococcus infantarius subsp. infantarius 25124
aislada del pozol.

OBIJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las mejores condiciones para la extraccidon, separacion y concentracion de
las amilasas producidas por Sii-25124.

e Encontrar una via de purificacién que permita obtener la secuencia de las amilasas
producidas, con el fin de corroborar su identidad mediante su comparacién con bases
de datos especializadas.

e Caracterizar la actividad amilolitica de dichas enzimas estudiando:

o Suunidn a almiddn insoluble como una prueba de la existencia de mddulos de
unién a carbohidratos y una posible via de purificacion.

o Sucomportamiento frente a cambios de temperatura y pH.

o El efecto de iones metdlicos.

o Su actividad frente a almidén y amilopectina como sustratos.

e Sugerir el posible papel de Sii-25124 como bacteria amilolitica en el pozol, que
justifique su presencia en todas las etapas de la fermentacion.
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METODOLOGIA

EXTRACCION, SEPARACION Y CONCENTRACION DE LAS AMILASAS DE Sii-
25124.

Reactivacion de bacterias y obtencidon de cultivos frescos de Sii-25124

Las células de Sii-25124 se conservaron a -70°C. Para reactivarlas se tomaron 50 uL de células
conservadas en caldo DeMan-Rogosa-Sharpe-Almidén con 20% de glicerol (MRS-A-Glicerol) y se
llevaron a 5 mL de caldo DeMan-Rogosa-Sharpe-Almidén (MRS-A) (Anexo ). Las células crecieron
por 24 horas a 30°Cy entonces se tomé un indculo del 20% con respecto al volumen requerido para
obtener un pre-cultivo, el cual se incubd durante 18 horas a 30°C. Después, a partir de este pre-
cultivo se inoculé al 50% en caldo MRS-A con respecto al volumen de cultivo final que se necesitara
obtener, ya fueran 30, 50 6 500 mL, y finalmente se incubd 6 horas a 30°C para obtener dicho cultivo
final. Este cultivo fresco fue el que se utilizd para los experimentos subsecuentes que se describen
a continuacion.

Ensayo de actividad enzimatica

Con el fin de cuantificar la actividad amilolitica de Sii-25124, se utilizd el método de extincidon del
complejo almidén-yodo segun lo descrito por Giraud et al. (1993), para lo cual se prepard una
solucién de almiddn soluble de papa (Panreac) de 12.5 mg/mL disuelto en buffer de fosfatos (fosfato
de sodio dibasico hepta-hidratado y fosfato de sodio monobasico de J.T. Baker) 0.1 M pH 6.8. Para
el ensayo, se colocaron 0.8 mL de dicha solucién en microtubos, se incubaron a 37°Cy se colocaron
0.1 mL de la muestra con la actividad amilolitica de Sii-25124, con 50 mM de MgCl, (Mallinckrodt
AR). En seguida se colocaron 0.1 mL de H,SO, (J.T. Baker) 2 N para detener la reaccién; el tubo con
esta mezcla de reaccién se colocé inmediatamente en hielo y se considerd el tiempo cero (to) de
reaccion. Después, se agregaron 0.1 mL de la misma muestra con la actividad amilolitica de Sii-25124
con 50 mM de MgCl; a un segundo tubo con 0.8 mL de solucién de almidén a 37°C, y se dejé correr
la reaccién durante 10 minutos, para después detenerla agregando 0.1 mL de H,SO4 2 N y colocar
en hielo. Este tubo correspondié al tiempo 10 (t10) de la reaccién. Finalmente, la degradacién del
almiddn se midié colorimétricamente agregando 0.1 mL de la mezcla de reaccién a 2.5 mL de una
solucién de I>-I" (Yodo sublimado (l,) y KI de J.T. Baker) al 4% y se midié la absorbancia a 620 nm en
un espectrofotémetro Genesys 10S UV-Vis.

La actividad enzimatica se expresé en unidades de actividad amilolitica por mililitro de
muestra (U/mL), misma que se define como la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 10 mg
de almidén en 30 minutos (Anexo Il).
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Extraccion enzimatico-mecanica de la amilasa de Sii-25124

Se utilizd un método que permitiera degradar pared celular y posteriormente romper la membrana
plasmatica, con el fin de que el contenido membranal y citopldsmico fuera liberado. Los
tratamientos mds socorridos para estos fines son los tratamientos con lisozima para obtener
protoplastos por destruccién de la pared celular, y la lisis celular por sonicacion para liberar el
contenido de membrana y citoplasma. Por tanto, se decidié primero evaluar distintos buffers para
determinar cudl de ellos permitia una extraccidn mas eficiente via la obtencidon de protoplastos,
para después usar el mejor de ellos para someter a las células a una sonda de ultrasonido.

Efecto de distintos buffers en la eficiencia de extraccion de la amilasa de Sii-25124

La primera evaluacidn fue el tratamiento con lisozima para destruir la pared celular de las células.
Para ello, primero se hicieron ensayos con diversos buffers con el fin de averiguar cudl de ellos era
mas compatible con la actividad amilolitica de Sii-25124 para que la extraccion de la enzima fuera
lo méas completa y eficiente posible. Se usaron los siguientes buffers: Tris-HCI-EDTA (TE) (Tris-HCI 1
M, Trizma base de Sigma y HCI de J.T. Baker; EDTA 0.5 M de J.T. Baker) pH 8.0, Tris-HCI 50 mM
(Trizma base de Sigma; HCl de J.T. Baker) pH 8.0, MOPS (acido 4-morfolinpropansulfénico 40 mM
de Sigma-Aldrich; Acetato de sodio 10 mM de J.T. Baker; EDTA pH 1 mM de J.T. Baker) pH 8.0, buffer
de fosfatos 0.1 M (Fosfato de sodio dibdsico hepta-hidratado y fosfato de sodio monobasico de J.T.
Baker) pH 8.0 y Tris-Acetato-EDTA (TAE) (Trizma base de Sigma 0.4 M; Acido acético glacial, 1 My
EDTA 0.01 M de J.T. Baker) pH 8.0.

Para el procedimiento se partid de 5 cultivos de 50 mL de Sii-25124, segun lo descrito. Para
cosechar las células de cada uno de los 50 mL de cultivo de Sii-25124, los cultivos se centrifugaron a
10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, el botdn celular se lavé resuspendiendo en
5 mL de cada buffer a evaluar y centrifugando a 10,000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Después,
cada uno de los botones celulares se resuspendid en 2.5 mL del buffer a evaluar y en seguida se
agregd a cada uno 3 mL del buffer con 12 mg de lisozima de huevo de gallina (Sigma). Se incubaron
a 37°C durante una hora y finalmente se recuperaron los sobrenadantes y los botones de
protoplastos, centrifugando a 10,000 rpm y 4°C por 15 minutos con el fin de medir la actividad
amilolitica en cada una de las fases.

Extraccion de la amilasa de Sii-25124 por lisis celular

Después de encontrar el mejor buffer para la obtencién de protoplastos de Sii-25124 con actividad
amilolitica, se usé un método mecdnico para romperlos y extraer la enzima. Para ello, se obtuvieron
cultivos de 50 mL con 6 horas de crecimiento. Los cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C
durante 15 minutos para eliminar el sobrenadante y resuspender las células en buffer Tris-EDTA pH
8.0 (Tris-HCl 1 M; EDTA 0.5 M), sacarosa (Difco™) 25% vy lisozima 4 mg/mL (buffer TE-Sacarosa-
Lisozima), y se incubd durante 1 hora a 37 °C para obtener protoplastos de Sii-25124. Transcurrido
el tiempo, la suspensidn se centrifugd a 10,000 rpm, 4°C por 15 minutos para separar el buffer y los
protoplastos; estos ultimos se resuspendieron en buffer de lisis (EDTA 5 mM, NaCl 50 mM, buffer
de fosfatos pH 6.8 0.1 M), se agregd una mezcla inhibidora de proteasas (Complete Mini EDTA free
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de Roche Diagnostics) 1/100 (v/v)) y se sometid a una sonda de ultrasonido Sonics Vibra Cell VCX
500 con la que se dieron 5 ciclos, cada uno con 20 segundos de pulsasiones al 20% de amplitud y 20
segundos de enfriamiento. Después, se recuperd el sobrenadante del lisado y el botdn celular
centrifugando a 10,000 rpm a 4°C durante 15 minutos, para realizar un ensayo enzimatico en ambas
fracciones.

Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida

Con el fin de evaluar qué tan eficiente fue la extraccién de la amilasa de Sii-25124 en la fraccién
soluble del lisado celular, se realizé una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), segun el método descrito por Laemmli (1970) (Anexo lll). Para ello se
prepararon geles de 1 mm de espesor al 8.0% de una solucidon de acrilamida/bis-acrilamida
(acrilamida y N,N’-metilenbisacrilamida de Sigma), llevando a cabo la migracién a 90 V durante 120
minutos. La tincién para observar la presencia de proteinas se realizé con azul de Coomassie
(Imperial Blue Protein Stain de Thermo Scientific); mientras que para detectar la actividad amilolitica
en los geles se realizdé un zimograma, usando el método de extincién del complejo almidén-yodo
(Boettcher y de la Lande, 1968) (Anexo V).

Ensayos de separacion y concentracion de la amilasa de Sii-25124

Precipitacion fraccionada de las proteinas del sobrenadante del lisado celular de
Sii-25134 con sulfato de amonio

A partir de dos matraces con 500 mL de cultivo fresco con 6 horas de crecimiento se obtuvieron 100
mL del sobrenadante del lisado en fracciones de 10 mL. En seguida se agregd, con agitacion suave y
constante a 4°C, 16.6 g de sulfato de amonio (J.T. Baker) para llevar a una concentracidon de
saturacidn 30% de esta sal y obtener una primera fraccidon de proteinas, la cual se centrifugd a
11,300 rpm durante 15 minutos a 4°C. El pellet obtenido se recuperé y el sobrenadante se sometié
a un segundo fraccionamiento que se llevéd de 30% a 60% de saturacidn de sulfato de amonio,
agregando 18.4 g de la sal. La mezcla se centrifugd nuevamente a 11,300 rpm por 15 minutos a 4°C
para recuperar el pellet y someter al sobrenadante a un ultimo fraccionamiento, que se llevé de
60% a 100% de saturacidn de sulfato de amonio, para lo cual se agregaron 28.3 g. Se centrifugd una
vez mas a las mismas condiciones, se recuperaron pellet y sobrenadante.

Las tres fracciones obtenidas (0-30%, 30-60% y 60-100%) se sometieron a didlisis, para lo
cual se ocup6 una membrana 7 Spectra/Por con un corte molecular de 50 kDa. Cada fraccién se
resuspendio en el menor volumen posible de buffer Tris-EDTA (Tris-HCI 1 M; EDTA 0.5 M) (5 mL) y
se dializaron contra el mismo buffer Tris-EDTA durante 24 horas a 7°C, haciendo cambios de buffer
cada 4 horas. Al término de la dialisis se recuperaron las fracciones de proteina con un volumen final
de 10 mL y cada una se sometié a un ensayo de actividad amilolitica in vitro, a una electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) y a un zimograma.
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Separacion y concentracion de la amilasa de S$ii-25124 usando dispositivo Amicon
Ultra-4 Centrifugal Filter

A partir de 500 mL de cultivo fresco de Sii-25124 se obtuvieron 25 mL del sobrenadante del lisado
celular. De este sobrenadante se tomaron 4 mLy se colocaron en un tubo Amicon Ultra-4 Centrifugal
Filter Device de Merck Millipore con una membrana PLFK Ultracel-PL con corte molecular de 100
kDa. El dispositivo con la muestra se centrifugd a 5,000 g durante 75 minutos a temperatura
ambiente, obteniéndose 500 L finales de concentrado. A continuacidn, tanto la fraccién retenida
en la membrana (concentrado) como la fraccidon que pasé por la membrana (filtrado) se sometieron
a un ensayo enzimatico in vitro, a una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y
a un zimograma.

Concentracidn de la amilasa de Sii-25124 por lisis celular

Con la finalidad de obtener un lisado celular mas concentrado para llevar a cabo los experimentos
subsecuentes, se procedié a obtener 50, 250 6 500 mL de cultivo. Se obtuvieron protoplastos de
cada cultivo y cada uno de los botones de protoplastos obtenidos se resuspendieron en 10 mL de
buffer de lisis, obteniéndose asi diferentes concentraciones: 10x, 25x o 50x. Se sometieron a
sonicacién y se realizé un ensayo in vitro de actividad amilolitica de cada uno, asi como a un SDS-
PAGE y un zimograma para corroborar la concentracién de la actividad amilolitica.

SECUENCIACION DE LAS AMILASAS PRODUCIDAS POR S11-25124

Se llevo a cabo un ensayo de purificacidon por unién al almidén insoluble (Guillén et al., 2007) a partir
de 3 L de cultivo. Para ello se partié de 6 cultivos de 500 mL de Sii-25124. Se cosecharon las células
de cada cultivo y se obtuvieron los lisados celulares de cada cultivo (uno por cultivo: es decir, seis).
Posteriormente, a cada uno se le agregd Tritdn X-100 de Sigma al 1%, y se incubaron en agitacion
constante a 100 rpm y 4°C durante 30 minutos. Se obtuvieron los sobrenadantes de los lisados
celulares de cada cultivo (6).

Los sobrenadantes (6) se recolectaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, dando un total
de 30 mL de sobrenadante. Se tomaron 2 mL de este sobrenadnate y se usaron para resuspender
500 mg de almiddn insoluble de Sigma-Aldrich, el cual fue previamente lavado segln la metodologia
de Guillén et al. (2007). Una vez resuspendido el almiddn, se colocd con el resto del sobrenadante
celular y se incubd durante 4 horas a 4°C con agitacion constante a 100 rpm.

Transcurridas las 4 horas, se centrifugd la suspension almidén-lisado a 12,000 rpm durante
20 minutos a 4°Cy se recuperaron ambas fracciones. La fraccion soluble se colecté en un tubo Falcon
de 50 mL, mientras se continud trabajando con el pellet de almiddn-proteina. Este se sometié a
cuatro lavados con 10 mL de buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.8, agitando a 300 rpm y temperatura
ambiente durante 10 minutos, para luego centrifugar a 12,000 rpm a temperatura ambiente
durante 8 minutos. La fraccidn soluble obtenida después de cada lavado se desechd una vez
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descartada la presencia de actividad amilolitica en ellas. Las fracciones obtenidas después del
ensayo se sometieron a una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida, para después
tefiir con Coomassie y realizar un zimograma.

Las bandas a secuenciar se cortaron directamente del zimograma usando pinzas y bisturi
estériles, colocando el zimograma sobre cajas Petri de vidrio con 2 mL de agua MiliQ. Una vez
cortadas las bandas, cada una se colocé en un microtubo nuevo y estéril, agregando 10 plL de agua
MiliQ. Se centrifugé a 500 rpm en una centrifuga Eppendorff 5417 R durante 30 segundos a 4°C para
bajar los cortes al fondo de los tubos y se almacenaron a -90° C hasta el dia de su procesamiento.
Las bandas cortadas se nombraron Amy4 y Amy3, siendo Amy4 la banda de mayor masa molecular
(aproximadamente 250 kDa) y Amy3 la banda de menor masa molecular (aproximadamente 50
kDa).

Las bandas fueron enviadas al Instituto de Investigaciones Clinicas de Montreal (IRC-
Montreal) para ser secuenciadas. Para ello, las proteinas de cada banda se digirieron con tripsina y
después se sometieron a una cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de masas en tandem
(LC-MS/MS), segun el protocolo descrito por Cardenas et al. (2014). Una vez identificados los
péptidos secuenciados, se realizd una comparacién de su secuencia con la base de datos de
proteinas bacterianas del NCBI (Centro Nacional para la Informacién Bioinformatica), via una
busqueda de alineamientos basicos locales de secuencias usando la herramienta BLAST provista por
la pagina de la misma institucién (National Center of Biotechnology Information, 2018).

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA DE LAS AMILASAS DE Si/-
25124

Ensayos de union a almiddn insoluble de las amilasas de Sii-25124

Para los ensayos se partio de 6 cultivos de 500 mL de Sii-25124 como se describié anteriormente.
Una vez obtenido el pellet de almidén-proteina se eluyd usando una solucién de beta-ciclodextrina
9 mg/mL (Sigma) en buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.8. Se realizaron tres eluciones, para cada una se
us6é 1 mL de la solucidon de beta-ciclodextrina, se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos
y finalmente se recuperd la fraccién soluble centrifugando a 12,000 rpm a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Cada elucidn se colocé en una membrana de didlisis con corte molecular de 50
kDa Spectra/Por de Spectrum Laboratories, y se dializaron contra buffer de fosfatos (0.1 M pH 6.8)
a temperatura ambiente con agitacidn constante durante 24 horas con recambios de buffer cada 3
horas. Finalmente se llevo a cabo una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida, en la
cual se cargaron cada una de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificacién. Se
obtuvieron 2 geles: uno de ellos se tifié con azul de Coomassie y el otro se usé para un zimograma.
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Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de las amilasas de Sii-25124

Se obtuvo un lisado celular de Sii-25124 de 250 mL y a partir de éste se obtuvo el sobrenadante del
lisado celular, el cual se distribuyd en microtubos colocando en cada uno 1 mL del mismo. Una serie
de tubos se sometidé a 8 temperaturas diferentes durante 10 minutos; mientras que otra serie se
sometid a las mismas 8 temperaturas durante 1 hora. Las temperaturas evaluadas fueron: 15°, 25°,
30°, 37°, 45°, 50°, 55° y 60°C. Transcurrido el tiempo de incubacidén, se procedié a medir la actividad
amilolitica a 37°C, pH 6.8 y con 10 mM de MgCl,. Las mediciones se realizaron por triplicado de tres
experimentos independientes y se utiliz6 como control el sobrenadante del lisado recién obtenido
sin incubacién previa a ninguna temperatura, midiendo su actividad a 37°C, pH 6.8 y con 10 mM de
MgCl..

Efecto del pH sobre la estabilidad de las amilasas de Sii-25124

Se obtuvo el sobrenadante del lisado celular de Sii-25124 se distribuyé en microtubos colocando 0.5
mL del sobrenadante del lisado en cada tubo. A continuacién se colocaron 0.5 mL de buffer a los
diferentes valores de pH a ensayar. Se incubaron durante 24 horas a 37°C. Los valores de pH
ensayados fueron: 3.0, 4.0, 5.0 y 5.5 con buffer de fosfatos-citratos 0.1 M (fosfato de sodio dibasico
hepta-hidratado y acido citrico monohidratado granular de J.T. Baker); 6.0, 6.8, 7.0, 7.5 y 8.0 con
buffer de fosfatos 0.1 M; y pH 9.0 con buffer Tris-HCI 0.1 M. Una vez terminado el tiempo de
incubacién se realizé el ensayo de actividad amilolitica in vitro a pH 6.8 y 37°C, agregando MgCl, 10
mM a cada tubo con enzima+buffer. Como control se considerd la actividad amilolitica a 37°C en
presencia de magnesio del sobrenadante del lisado celular de Sii-25124 recién obtenido y sin previa
incubacién a pH o temperatura.

Efecto de iones metalicos sobre la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-
25124,

Se obtuvo el sobrenadante del lisado celular de un cultivo de Sii-25124 para distribuirlo en 10 tubos
Eppendorff de 1.5 mL. Los iones a evaluar fueron Ca%, Ba*, Cu®, Fe3*, Hg*, K*, Mg?*, Mn?*, Na*y Zn?*
(en forma de cloruros de J.T. Baker). De cada uno se agregd un volumen tal que resultara en una
concentracién de 10 mM en 1 mL de sobrenadante de lisado celular. Después, cada tubo con
sobrenadante y ién metdlico a evaluar se incubd a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo,
se realizd el ensayo de actividad amilolitica in vitro. Como control se usé el sobrenadante del lisado
celular de Sii-25124 sin haber incubando con ningun ién, midiendo su actividad a pH 6-8 y 37°C.

Efecto del sustrato en la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124

Con el fin de observar el comportamiento de las amilasas de Sii-25124 frente al almiddn, se
realizaron curvas de desaparicion de sustrato con respecto al tiempo y de aparicion de producto con
respecto al tiempo.
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Curso temporal de la hidrdlisis del almidén

Para este experimento se realizd un ensayo discontinuo, usando diferentes microtubos con 0.08 mL
de almidén soluble (125 mg/mL) en buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.8. A cada tubo le correspondid un
tiempo determinado: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 minutos. Los tubos se colocaron
en un Termomixer Eppendorff a 37°C y 350 rpm. Al tubo O se le agregd 0.01 mL de H,SOs 2 Ny
posteriormente se agregaron 0.01 mL de un sobrenadante de lisado celular de Sii-25124
proveniente de 250 mL de cultivo y se agregd cloruro de magnesio 10 mM. El tubo 0 se retird
inmediatamente y se colocd en hielo. El tubo 5 se dejé incubando durante 5 minutos tras agregar el
sobrenadante del lisado y luego la reaccidn se detuvo con H,SO4 2 N y se colocd en hielo; el tubo 10
se dejé incubando 10 minutos para luego parar la reaccion como se menciond y asi sucesivamente.

Una vez logrados todos los tiempos de la curva, se realizé una dilucién 1/25 de cada una de
ellas, para luego realizar la reaccion colorimétrica con yodo-yoduro.

Curso temporal de la produccion de azucares reductores a partir de almidon

Para este experimento se utilizé un sobrenadante de lisado celular de Sii-25124 obtenido a partir de
250 mL de cultivo. El sobrenadante del lisado resultante se dializé usando una membrana de corte
molecular de 50 kDa Spectra/Por de Spectrum Laboratories contra 1 L de buffer de fosfatos (0.1 M
pH 6.8, MgCl2 10 mM) a temperatura ambiente, con agitacion constante, durante 24 horas y con
recambios cada 3 horas.

Se hizo un ensayo discontinuo usando microtubos con 0.08 mL de almiddn, 125 mg/mL, en
buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.8. A cada tubo se le asigné un tiempo de incubacién: 0, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 y 90 minutos. Todos los tubos se incubaron a 37°Cy
350 rpm. Al tubo O se le agregaron 0.01 mL de NaOH (Mallinckrodt AR) 1 My en seguida se agregaron
0.01 mL del sobrenadante del lisado celular dializado. Inmediatamente se colocé en hielo. Al tubo
de 5 minutos se le agregaron 0.01 mL de sobrenadante dializado y se dejé incubando 5 minutos,
agregando 0.01 mL de NaOH 1 M para detener la reaccién. Al tubo de tiempo 10 se le agregé la
misma cantidad de sobrenadante, se dejo incubando 10 minutos y se paré la reaccion como se
menciond. Y de la misma forma se hizo con el resto de los tubos para cada uno de los tiempos de
incubacion.

Al finalizar el ensayo se realizé una dilucién 1/25 usando agua destilada. Posteriormente se
tomaron 0.5 mL de cada dilucién y se realizé una determinacion de azlcares reductores por el
método de DNS (Anexo V), (Miller, 1959).

Efecto de diferentes concentraciones de sustrato sobre la actividad de las amilasas de Sii-
25124

Estos experimentos también se realizaron de forma discontinua. Para evaluar el efecto de la
concentracién de almiddn sobre el sobrenadante del lisado de Sii-25124 se probaron las siguientes
concentraciones de almidén (Panreac): 375, 250, 125, 112.5, 100, 93.75, 62.5, 31.25, 12.5, 9.375,
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6.25,3.125y 1.25 mg/mL. Para llevar a cabo las curvas, se obtuvo un sobrendandte del lisado celular
de Sii-25124 a partir de 250 mL de cultivo. Los tiempos a evaluar fueron 0, 5, 10, 15, 20 y 25 minutos.

Para evaluar el comportamiento de las amilasas de Sii-25124 frente a la presencia de 20.83
mg/mL, 31.25 mg/mL, 62.5 mg/mL y 100 mg/mL de amilopectina de almidén de maiz, en 19
microtubos se colocaron 0.08 mL de amilopectina de maiz de Sigma-Aldrich a las concentraciones
evaluadas, 0.01 mL de sobrenadante de lisado celular y 0.01 mL de NaOH para detener la reaccién.
Después se midid la concentracion de los azlcares reductores generados por el método dre DNS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

EXTRACCION, SEPARACION Y CONCENTRACION DE LAS AMILASAS DE Sii-
25124

Extraccion enzimatico-mecanica de la amilasa de Sii-25124

Efecto de distintos buffers en la eficiencia de extraccion de la amilasa de Sii-25124.

Para realizar la extraccién enzimatico-mecanica se buscé el mejor buffer para extraer la actividad
amilolitica al medio de disolucidn (al buffer). En la Tabla 4 se muestran los resultados de la actividad
amilolitica recuperada en las diferentes fracciones (suspension celular inicial, botén celular y
fraccion soluble), con los diferentes buffers evaluados. Como se puede observar, la mejor liberacion
se obtuvo usando el buffer Tris-EDTA pH 8.0, ya que se obtuvo 71.6% de la actividad total de la
suspension celular inicial; mientras que en la fraccidn de los restos celulares se obtuvo un 48.7% de
la actividad. Nétese que debido a la desviacién estandar obtenida en los valores de la actividad
amilolitica recuperada, la suma del porcentaje recuperado no corresponde al 100%. Por otro lado,
la recuperacion lograda con el resto de los buffers no superé en ningln caso el 20% de la actividad
inicial: 9.36% para buffer de fosfatos, 16.16% para buffer TAE, 13.65% para buffer Tris-HCl y 8.1%
para buffer MOPS.

Tabla 4. Resultados de la evaluacion del mejor buffer a usar para la extraccion de la amilasa de Sii-25124.

Buffers evaluados

Fosfatos pH TE pH TAE pH Tris-HCI pH MOPS pH
8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
Suspension celular inicial de Sii-25124
Vol. tot. de la fraccién (mL) 5 5 5 5 5
Promedio de Actividad amilolitica 7.8£2.2 5.2+0.3 3.1+1.8 7.3%1.2 5.910.9
(U/mL)
Actividad total (U) 39 26 15.5 36.5 29.5
Porcentaje recuperado 100% 100% 100% 100% 100%
Fraccidn soluble
Vol. tot. de la fraccion (mL) 5 5 5 5 5
Promedio de Actividad amilolitica 0.7£0.5 3.7+1.6 0.5%0.5 1.0+0.3 0.510.3
(U/mL)
Actividad total (U) 3.5 18.5 2.5 5.0 2.5
Porcentaje recuperado 8.9% 66.1% 16.1% 13.6% 8.5%
Restos celulares de Sii-25124

Vol. tot. de la fraccion (mL) 5 5 5 5 5
Promedio de Actividad amilolitica 3.610.5 2.5+1.1 0.910.4 6.4+0.5 1.5+0.03
(U/mL)
Actividad total (U) 18 12.5 4.5 32 7.5
Porcentaje recuperado 46.1% 48.1% 29% 87.7% 25.4%




Extraccion de la amilasa de Sii-25124 por lisis celular.

Con los resultados de la seccidn anterior se aplicd la liberacién enzimatico-mecanica, en la que se
usé el buffer TE-sacarosa-lisozima} En la Tabla 5 se muestran los resultados de la extraccion
enzimatica tras aplicar el método enzimatico-mecanico con lisozima y una sonda de ultrasonido.

Al inicio, las células de Sii-25124 mostraron una actividad de 9.4+0.6 U/mL (100%). Después,
el tratamiento con lisozima degradd la pared celular de las células de Sii-25124, generando
protoplastos que arrojaron una actividad del 87.1% con respecto al total inicial. La fraccion soluble
obtenida tras la obtencidn de protoplastos (recuperados por centrifugacién), no presenté actividad
amilolitica (datos no reportados), lo que sugiere que dicha actividad se encuentra asociada a
membrana y no a pared celular (Diaz-Ruiz et al., 2003a). Finalmente, la aplicacién de la sonda de
ultrasonido dio como resultado una actividad del 94.7% del total inicial en el sobrenadante del lisado
celular y de 10.6% en el botdn celular (fraccién insoluble).

Tabla 5. Recuperacion de actividad amilolitica en cada fraccidn obtenida por el método enzimatico-
mecanico.

Fraccion Volumen Actividad Actividad total Recuperacion de
total de la amilolitica actividad (%)
fracciéon (mL) (U/mL)

Cultivo 50
Células 5 9.4 £+0.6 47 100
Protoplastos 5 8.2+0.4 41 87.2
Sobrenadante del 5 8.9 +0.5 44.5 94.7
lisado

Boton celular 5 1.0+1.4 5 10.6

En la Figura 10 se muestra la electroforesis en condiciones desnaturalizantes del
sobrenadante del lisado celular obtenido tras el proceso de sonicacidn, asi como el zimograma del
mismo. En el zimograma se observa la actividad amilolitica correspondiente a una banda de alta
masa molecular, aproximadamente 250 kDa, lo cual coincide con reportes anteriores sobre la
actividad amilolitica de Sii-25124 (Diaz-Ruiz, 2003; Virgilio, 2005). Sin embargo, cuando el gel
resultante del SDS-PAGE se tifié con azul de Coomassie, no se logré visualizar una proteina que
correspondiera en peso a la actividad observada en el zimograma. Por tanto, los ensayos
subsecuentes se enfocaron en concentrar la enzima responsable de la actividad con el fin de
visualizarla y poder realizar experimentos de caracterizacion.

36



Amilasa de S. infontarius
25124

250 xDa

15002

100 xDa

75 xDa

50 xDa

30 KD

Figura VIli.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) del
sobrenadante del lisado celular de Sii-25124 obtenido por la extraccidon enzimatica-mecanica; tincién con azul
de Coomassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1: marcador de masa molecular; carril 2y 3
(duplicado): bandas correspondientes al conjunto de diferentes proteinas que estan presentes en la fraccidén
soluble del lisado celular de Sii- 25124; carriles 4 y 5 (duplicado): banda con actividad amilolitica que se
observa en la zona superior cercana a los 250 kDa.

Ensayos de separacion y concentracion de la amilasa de Sii-25124

Precipitacidon fraccionada de las proteinas del sobrenadante del lisado ceular de
Sii-25124 con sulfato de amonio.

La fraccion soluble del lisado celular de Sii-25124 fue precipitada con concentraciones crecientes de
sulfato de amonio, utilizando concentraciones de saturacién de 30, 60 y 100%, con el fin de
encontrar el intervalo en el que la actividad amilolitica se enriqueciera, para después resuspender
esta fraccidn en volimenes pequefios, concentrar a la amilasa y posteriormente retirar el sulfato de
amonio por didlisis para poder cuantificar la actividad amilolitica recuperada. Con el primer
fraccionamiento con sulfato de amonio no precipitd proteina y después del fraccionamiento al 100%
de saturacion no se enriquecid lo suficiente (0.7 veces de enriquecimiento). El fraccionamiento a
60% de saturacion de sulfato de amonio fue el inico que mostré un enriquecimiento mayor (1.18);
sin embargo, fue mas bajo que el obtenido con el sobrenadante del lisado celular (Tabla 6).

37



Tabla 6. Enriquecimiento de las amilasas de Sii-25124 usando precipitacion fraccionada con sulfato de amonio.

Paso de A dad 0 e A dad Proteina A dad Rend ento que e O

Células 10.7#0.1 | 100 1,072 1128+41.6 0.9 100 1

Protoplastos 13.1+3.2 50 656.5 527+24.4 1.24 61.2 1.3
Sobrenadante del | 12.1+2.1 | 100 1,211 865.5+38.7 | 1.39 112.9 1.4
lisado celular

Botdn celular 1.1+0.2 50 53 416116 0.12 4.92 0.1
Fraccion 0%-30% 0 10 - - -—- -
Fraccion 30%-60% | 18.7+2.1 10 186.7 166.5+13.1 1.12 17.7 1.2
Fraccion 60%- | 2.9t1.4 10 29.2 43.812.3 0.67 2.7 0.7
100%

La dialisis realizada para eliminar el sulfato de amonio y poder cuantificar la actividad amilolitica
de las fracciones pudo suponer un paso critico para la integridad de la amilasa de Sii-25124. Se ha
reportado que durante la didlisis puede ocurrir la agregacion de proteinas si no se siguen las
condiciones adecuadas, siendo las mds criticas el tipo de buffer utilizado y la temperatura
(Pesarrodona et al., 2015). El gel obtenido de este ensayo se muestra en la Figura 11. En él se puede
observar que no fue posible visualizar la proteina correspondiente con la banda de actividad del
zimograma, indicando que no se logré concentrar la proteina. Aunado a esto, en las bandas del
zimograma se puede apreciar que la banda de actividad correspondiente a la fraccién precipitada
del dializado es un poco mas intensa que la banda de actividad de la fraccién soluble del dializado,
lo que podria indicar que la mayor parte de la amilasa precipité y no pudo recuperarse en la fraccion
soluble a una concentracion suficiente para visualizarla por la tincién de Coomassie. Por otro lado,
también pudieron generarse pérdidas de proteina por adsorcién de ésta a la superficie de la
membrana de dialisis (Pohl, 1990). Este fendmeno también pudo ser el causante de que las
proteinas de menos de 50 kDa no se eliminaran de la muestra dializada y se siguieran visualizando
en el gel tefido con Coomassie. Esto era algo esperado debido al corte molecular de la membrana
que se utilizé para la dialisis

A
1 2
250 XKDa
150 KDa
100 KDa
75 KDa -
S
0 KDa —

30 KDa

Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de la precipitacién con
sulfato de amonio del sobrenadante del lisado celular de Sii-25124. A: SDS-PAGE, tincién con azul de
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Coomassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1: marcador de masa molecular; carril 2:
amilasa de Bacillus licheniformis (Sigma-Aldrich) como control positivo; carril 3: fraccion soluble de la muestra
precipitada al 60% de saturacidon de sulfato de amonio y dializada contra buffer TE 1x; carril 4: fraccién
insoluble de la muestra precipitada al 60% de saturacion de sulfato de amonio y dializada contra buffer TE 1x;
carriles 5y 6 (duplicado): sobrenadante del lisado celular de Sii-25124. B: zimograma de actividad amilolitica
usando la técnica de extincién del complejo almidén-yodo. La flecha blanca indica la banda de actividad
amilolitica de interés. Carriles 1y 2: (duplicado) sobrenadante del lisado celular de Sii-25124; carril 3: fraccién
insoluble de la muestra precipitada al 60% de saturacion de sulfato de amonio y dializada contra buffer TE 1x;
carril 4: fraccion soluble de la muestra precipitada al 60% de sulfato de amonio y dializada contra buffer TE
1x; carril 5: amilasa de Bacillus licheniformis como control positivo.

Separacion y concentracion de la amilasa de Sii-25124 usando el dispositivo
Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter.

Con el fin de concentrar y separar la amilasa de Sii-25124, se usé el dispositivo de concentraciéon
Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter de Merck Millipore con una membrana de corte molecular de 100
kDa. Dado el patrén de bandas de proteinas presentes en el lisado celular, en el que la mayoria eran
de menos de 100 kDa (Figura 10), se esperaba eliminar éstas quedando presentes Unicamente la
banda de aproximadamente 100 kDa y la banda de 250 kDa correspondiente a la amilasa de Sii-
25124 de 250 kDa que se visualizé en los zimogramas de los ensayos anteriores.

Tabla 7. Enriquecimiento de las amilasas de Sii-25124 utilizando el dispositivo Amicon Ultra-4
Centrifugal Filter de Merck Millipore.

Células 10.5#3.3 | 25 264.75 201.1+17.3 | 1.3 100 1
Protoplastos 13.310.3 | 25 3345 193.3+29.3 | 1.7 126.3 13
Sobrenadante del | 13.3+t1.4 | 25 332.5 156.1+14.7 | 2.1 125.5 1.6
lisado celular

Boton celular 5.2+0.3 25 131.25 133+21.9 1.0 49.5 0.74
Sobrenadante del | 18.9+3.5 | 0.5 9.46 1.2+0.2 7.8 3.57 6.0
lisado celular

concentrado

Sobrenadante del | 7.5+1.9 5 37.5 2.240.2 16.8 14 12.8
lisado celular

filtrado

En la Tabla 7 se presentan los resultados del experimento. Se puede observar una buena
recuperacion de la actividad amilolitica en el sobrenadante del lisado celular obteniéndose 13.3+1.4
U/mL, lo que se tradujo en un enriquecimiento de 1.6 veces. Después, el sobrenadante del lisado
tratado con el dispositivo se concentro recuperando 18.9+3.5 U/mL de actividad amilolitica, siendo
un enriquecimiento de 5.96 veces. Sin embargo, el filtrado también presentd actividad amilolitica
considerable de 7.5+1.9 U/mL, lo que podria indicar degradacion de la enzima de mayor peso o la
presencia de una segunda enzima de bajo peso molecular responsable de la actividad encontrada
en esta fraccion. En este sentido, cabe resaltar que la presencia de dos enzimas amilasas en especies
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de Streptococcus esta reportada. Satoh et al. (1997) reportaron dos amilasas: AmyA y AmyB para S.
bovis 148, siendo AmyA una a-amilasa extracelular capaz de unirse y degradar el almidén insoluble,
producida en mayor proporciéon que AmyB, una a-amilasa intracelular incapaz de unirse y degradar
al almiddn insoluble. Por otro lado, S. bovis JB1 produce también dos amilasas: una asociada a célula
y otra extracelular, producidas por la cepa dependiendo de la fuente de carbono en la que crezca
(Freer, 1993).

Los zimogramas mostraron una banda de actividad de alta masa molecular que no se
observé degradada ni en una masa menor, lo que indicaria que la actividad amilolitica medida en el
filtrado del sobrenadante del lisado no se debié a un producto de degradacién de la amilasa de
mayor masa molecular. Sin embargo, no se observd la banda de menor masa (Figura 12), la cual se
habria esperado obtener en un rango de masa molecular menor a 100 kDa. Deben considerarse las
condiciones desnaturalizantes iniciales con las que son tratadas las proteinas para realizar la
electroforesis. En ensayos zimograficos, aunque se diluya la concentracién de SDS en los geles con
buffers de renaturalizacion, existen proteinas que pierden capacidad para renaturalizarse
adecuadamente, pudiendo mostrar una baja o nula actividad en los zimogramas (Cazenave y
Toulmé, 2001; Hu y Beeton, 2010); ésta pudo ser la razén de no observar actividad amilolitica en un
peso molecular mas bajo en los geles de los zimogramas obtenidos hasta este punto. Por otro lado,
el gel SDS-PAGE tefiido con Coomassie mostrd el mismo patrén de bandas que el lisado celular,
indicando que no hubo separacién en el sobrenadante del lisado concentrado y pese a que el resto
de las proteinas se haya concentrado, no fue asi para la banda de proteina esperada alrededor de
los 250 kDa (Figura 12). Este resultado sugiere que hayan ocurrido dos fendmenos: uno, la
obstruccion de la membrana del dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter por aglomerados de
proteinas, que pudo ser la razdén por la cual la muestra no se haya separado como se esperaba; y
dos, la posible adsorcién de proteina a las paredes de la membrana del dispositivo, impidiendo asi
la recuperacién de la amilasa en la fraccién soluble. Durante procesos de filtracién de soluciones
proteinicas, éstas tienden a obstruir membranas con tamafios de poro mucho mas grandes que el
tamanfio de las proteinas monoméricas que forma la solucidn. Esto se atribuye a la presencia de
proteinas aglomeradas que pueden ser hasta en tres drdenes de magnitud mas grandes que los
mondmeros, obstruyendo de esta forma los poros de la membrana (Rezaei et al., 2014). Los
mecanismos de aglomeracién proteinica son complejos y se han reportado interacciones
membrana-proteina y proteina-proteina, que a su vez dependen también de las condiciones
fisicoquimicas de la solucidn, asi como de la estructura y composicion de la membrana (Martin et
al., 2002).

40



250 KDa

150 KDa

100 KDa =

75 KDa

S0 KDa

Figura 12. Electroforesis en gel de policarilamida en condiciones desnaturalizantes del sobrenadante del lisado
celular de Sii-25124 concentrado con el dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter. A: SDS-PAGE, tincion
con azul de Commassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1: marcador de masa molecular;
carril 2: sobrenadante del lisado de Sii-25124 concentrado con el dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter;
carril 3: muestra del sobrenadante del lisado de Sii-25124 que se filtré con el dispositivo Amicon Ultrad
Centrifugal Filter. B: zimograma de actividad amilolitica. La flecha indica la banda de actividad amilolitica
buscada. Carril 1: sobrenadante del lisado de Sii-25124 concentrado con el dispositivo Amicon Ultra-4
Centrifugal Filter; carril 2: muestra del sobrenadante del lisado de Sii-25124 que se filtré con el dispositivo
Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter.

Concentracion de la amilasa de Sii-25124 por lisis celular

Se utilizé el mismo ensayo de la extraccion por lisis celular usando el método enzimatico-mecanico,
incrementando voliumenes de cultivo (100, 250 o 500 mL) para llevarlos a un mismo volumen de
lisado celular (10 mL); de esta forma, se tendrian los sobrenadantes de los lisados concentrados 10,
25 0 100 veces. La Tabla 8 muestra el resultado de las concentraciones obtenidas, notandose que la
mejor forma de concentrar la amilasa fue concentrando 25 veces, pues se obtuvo una concentracion
de 3.75, lo que contrasta con la concentracion a 10 veces con 2.69 y a 50 veces con 0.53. En el SDS-
PAGE se visualizé una tenue banda de alta masa molecular que corresponde con la masa de la banda
de actividad amilolitica del zimograma (Figura 13). También en el zimograma se detecté una banda
de actividad amilolitica débil en la zona de baja masa molecular (30-50 kDa) que puede corresponder
a la actividad amilolitica encontrada en la fraccion filtrada durante el uso del dispositivo Amicon
Ultra-4 Centrifugal Filter.
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Tabla 8. Resultados de la concentracion de las amilasas de Sii-25124 usando la extraccidon
enzimatico-mecanica para obtener los sobrenadantes de los lisados celulares concentrados.

10x
Células 9.4+0.6 10 93.8 128+41.6 0.7 100 1
6yProtoplastos | 8.7+0.4 10 87.1 52+4.4 1.7 92.8 2.3
Lisado 8.9+0.1 10 89 45+8.7 2.0 94.6 2.7
Restos 1.0+1.1 10 10.4 16£1.5 0.6 11 0.9
25x
Células 6.9+0.6 10 68.6 342+33.4 0.2 100 1
Protoplastos 8.7t1.5 10 87.3 391+31.7 0.2 127 1.1
Lisado 12.5+0.7 10 124.8 166+20.6 0.7 181 3.7
Restos 0.4+0.2 10 4.25 7343.5 0.05 6.2 0.3
50x
Células 11.5+¢1.1 10 114.6 310+29.1 0.4 100 1
Protoplastos 10.740.6 10 107.3 291+21.5 0.4 93.6 1
Lisado 3.5+0.9 10 34.8 175+19.1 0.2 30.3 0.5
Restos 6.1+0.7 10 60.6 6145.5 1.0 52.8 2.9
A B
1 2 31 4 5 1 2 3

250KDa «
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100KDa

50 KDa

Figura 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de los sobrenadantes de
los lisados celulares de Sii-25124 concentrados 10, 25 y 100 veces. A: geles SDS-PAGE tefiidos con azul de
Coomassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1: marcador de masa molecular; carril 2:
sobrenadante del lisado concentrado 10 veces; carril 3: sobrenadante del lisado concentrado 25 veces; carril
4y 5 (duplicado): sobrenadante del lisado concentrado 50 veces. B: zimograma de los sobrenadantes de los
lisados celulares de Sii-25124. Carril 1: sobrenadante del lisado concentrado 10 veces; carril 2: sobrenadante
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del lisado concentrado 25 veces; carril 3: sobrenadante del lisado concentrado 50 veces. Las flechas indican
las bandas de actividad amilolitica.

SECUENCIACION DE LAS AMILASAS PRODUCIDAS POR S1-25124

En los zimogramas de los experimentos realizados para concentrar la amilasa de Sii-25124 de 250
kDa se observd en repetidas ocasiones una banda de baja masa molecular como en la Figura 13.
Este resultado podria tratarse de una amilasa diferente. Los geles de poliacrilamida obtenidos
después del tratamiento de purificacién se muestran a en la Figura 14. En el gel tefiido con azul de
Coomassie no se observé la banda de alta masa molecular cercana a los 250 kDa, aunque si se
obtuvo una banda con actividad importante en dicho tamafio; por otro lado, en el gel tefiido con
Coomassie se observé la existencia de una banda de aproximadamente 50 kDa que podria
correlacionarse con la banda tenue de actividad del mismo peso que se observd en el gel del
zimograma. Aqui, la intensidad de la banda de 50 kDa en el gel tefiido con Coomassie no
necesariamente corresponde sdlo a la proteina responsable de la banda de actividad que se observd
en el zimograma, sino que probablemente es debida a otras proteinas del mismo tamafio molecular.
Las bandas de actividad presentes en el zimograma (sefialadas con flechas rojas en la Figura 14)
fueron las que se cortaron y se secuenciaron. A la banda de alta masa molecular se le asigné
arbitrariamente el nombre de Amy4, mientras que a la de baja masa molecular se designé como
Amy3. La secuencia de aminoacidos obtenida para ambas enzimas se presenta en la Tabla 9.

250 KDa

150 KDa

100 KDa

75 KDa .

v

50KDa .
- -

30kDa Sl A=

Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida de la separacién de las amilasas de Sii-25124 por unién al
almidon insoluble. A: SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie Imperial Protein Stain de Thermo Scientific.
Carril 1: marcador de masa molecular; carril 2: fraccién de protoplastos 25x de Sii-25124; carril 3:
sobrenadante del lisado celular (antes de incubar con almiddn insoluble) de Sii-25124; carril 4: sorenadante
del lisado celular residual (después de incubar con almiddén insoluble) de Sii-25124. B: Zimograma obtenido
por el método de extincién del complejo almidén-yodo tefiido con yodo-yoduro al 4%. Carril 1: fraccién de
protoplastos de Sii-25124; carril 2: sobrenadante del lisado celular (antes de incubar con almidén insoluble)
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de Sii-25124; carril 3: sorenadante del lisado celular residual (después de incubar con almiddn insoluble) de
Sii-25124. Las flechas rojas indican las bandas que fueron cortadas para su secuenciacion.

Tabla 9. Resultados de las secuencias de las bandas Amy3 y Amy4 que se muestran en la Figura 14, asi como los resultados
del analisis de la secuencia para predecir identidad, masa molecular, punto isoeléctrico y coeficiente de extincion molar.

Banda Caracteristicas Secuencia* % Cobertura
Amy 4 100% ldentidad con mkkvsrlsfpekreyfgirklkvgvasvaiatalfwgagltsvsadqitagaatsevvsetsspddsseallesekavdvngtietvna 6%
pululanasa sdvvdnsesgstepespvveetepesgpgevisqtgevggtaataeiadvkTVTSAENSNQVNLLKssgpdngvsnppia
extracelular de edtirmhfgavtddnytqydlwtwgavaepsdgnnwpaaatpfsangkddfgyyidvrgaashgdigylllkngektsdsdgs
Streptococcus |kpl§kdvnevwvtsdfmtysykpladdr|!rlny.krddgnydgwglwawgdvagquawpsdaI'dftqegaygryldlplsk.ll
X ) dsnigfllvngndpekagnktldmsfsdrdihsqiflhnddatvytnpyyiatvtgqdfskatpgvhnisvsassyrpfnynetdlid
infantarius subsp. vtvtnpenveitrmgidtaqiggrvieispelnrvtitatsdtqpgtydlpvrvfdkdngyydttvsvtvtkrvkgagevdwdeqvi
Infantarius yfmltdrfyngdpsndnpyhqdyagavnqgagvykggdfkgvtakldylkglgvtsiwvtpimdniprdvsteagkeyyayhgy
ATCC BAA-102! waddfekinphlgtiddfhelidgaaerginiivdvvinhsgygtedkftgmvrTPEEDKGDDIQGSQSGLPDFKTEDAA
VReqlvawgtawleksttakgnriyafrvdtvkhvddttwqyfknelalkdadfhlvgeswganykdtkgdlgtgsmdsllidfgf

Tamafio 246,320 Da | kdiakllvngrLKEANDELIARNndaltsaytlagflgshdedgflysiggdinkiklaatllitakgqpviyygeelggsgannwpyy

Punto isoelélctrico dnryefdwddvagnailehygkllafrrdnsellvrGSHSTVAVNDSQGWLLAKrandsdaayilynlkdgsqgklhlliseaa

4.62 tvtdyytgttyqallgqdgqyyldieapaiskggtmllkvsagaitgafiagteeepiaentlrvhfktlpsddlasiglwtwedvehp

. seswpngainlsnlkhdaygyyidvklvngnrhkVGLLINNTSGENVSGEKvvnlisqdmnevwfdedynanyyaplekg

Coeficiente de kirinyyrsdgnyknlaiwlwgsadssitsrigswpdgvdfenfgkygayidvpladfneigflilyeskegdaakigpdnytfkdla

extincién molar a nqtgiflkdedktiytnpyfvstirltsagqisgselvaiisnladadkaellenlkvtdkagnvvaitditldkasnkviiegdfssdglyt

280 nm: vsyngdgygaqgswqytdskyaydgdigervfdngvrvditvwspnadnvsvvlydkndgtkvvgkiamikgdkgqwsaslt

365,340 M*cm12 sslglgisdyrgyyyhyeitrgketvlaldpyakslaewnsdligtdpsykvakaaivdtsaigngdltyadikgykdredaiiyeahv
rdftsdtaiseelrngfgtfaafaekldylgslgvthiglipvmsyyyvnevmnnkrltdyassntnynwgydpgsyfaltgmyse
npadpakrieefknlineihkrgmgvildvvynhtadlailedlepnyyhfmeadgkaktsfgggrpgtthymtrrmvldsiayw
tkefkvdgfrfdmmgdldaetvgmaydkakalnpnvimlgegwityagdandsrgpadgtwmahtdsvasfsddirnllksg
ypsegapcfitggvkNLQELFNSIKagpnnftaddpgdviqyiaahdnltlhdiiakSIHKDPSVAENEAEILRRqrlgnliilt
sqgtafihsggeygrtkqfrdeayktpvatdqvpaksdlltnadgtpfvypyfisdsydstdainhfdwakatdgkvypenaktqga
ytkglialrrstdaftlktkadvdskvklitipnengvggedliiaygtqasngdiyavfvnadskarefvisddykallnaevladadta
gvdailnpkGVAFTENSITLNPLTATILRLRKENAETERtlydqgesgvsvilapgereeitgievhhketddsqipsvlagkd
ydlydikpedayghvvsttgkdqvilpidagkavaevfylpknagpgllafrevsklvagqvvkfvifdvdhfngygivyqdqvakt
evpansnqvskaiapaktqtgvrngaasrvisdlgkvavtenstvalpetggkdsktltfvglislaslavievkrrgksh

Amy 3 100% de identidad mtnetimqgyfewylpndgkhwkRLAADASHLAQKgitkiwmppafkathdsdvgygvydIfdigefngkgtirtkygtka 26.5%

con alfa-amilasa de | dvleaisalkNNGIEPLADVILNHKAAADHTETFKVVEVAPEDRTKVISQPFEIEGWTNFTFEGRhrayndfewh

Streptococcus wyhftgtdydvktgkTGIFLIQGDNKgwangelvdgengnydylmyadldfkhpevikniydwadwfvettgvkgfridaik

infantarius subsp hidsffmrnfirdmkakygnsfyvfgefwngdeksnndylastdyrFDLVDVRLHQNLFEASKakeaydIrQIFEQTLVK

X 3 : NHPDSAVTFVDNHDTQRgqgalestieewfkpaayalillrgtglpcifygdyygisgafagesfqtvidkllelrknavyggeld

infantarius ATCC yfdgancigwtclgddkhptalavlinnskatskrmfvgekwagklftdalgngaahvqgideqgygdflvgekSISTWIPLTK

BAA-102?

Tamano: 55,763.4

Da

Punto isoeléctrico:

5.15

Coeficiente de

extincion molar a

280 nm:

114,375 Mlcm12

*En mayusculas se destacan los aminoacidos que conformaron los péptidos obtenidos por el analisis por MS/MS.

1 Segln UniProtKB Bacteria Database. Se usé un BLASTP version 2.2.31+
2Segun la herramienta ProtParam provista por el portal ExPASy Bioninformatics Resource Portal

El andlisis de comparacion de secuencias realizado con la herramienta BLAST provista por la
pagina web del NCBI dio como resultado para la enzima Amy4 de alta masa molecular 100% de
correspondencia de los ocho péptidos secuenciados con péptidos de la amilopululanasa extracelular
de la cepa tipo de Streptococcus infantarius subsp. infantarius ATCC BAA-102, de la cual se tiene
registrada la secuencia de su genoma en la base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology
Information, 2018) con nimero de acceso EDT46783. En el caso de la enzima Amy3, de baja masa
molecular, se obtuvo un 100% de correspondencia de los cinco péptidos secuenciados con péptidos
de la a-amilasa citoplasmica de la misma cepa tipo (nimero de acceso EDT47408, NCBI, 2012). No
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se encontro identidad entre ambas enzimas tras realizar su alineamiento usando la herramienta
BioEdit Sequence Alignment Editor (Anexo VI), es decir que se trata de amilasas diferentes
producidas por Sii-25124.

Amilopululanasa de Sii-25124

La banda cercana a los 250 kDa, que siempre se observd en los geles del zimograma tefidos con
yodo-yoduro por el método de extincidon del complejo almidén-yodo (Figuras 10 a 14), mostré
coincidencias, segun el analisis de la secuencia por medio de la herramienta BLAST (NCBI, 2017), con
una amilopululanasa de 246.3 kDa, tamafo calculado por la herramienta ProtParam (ExpASy
Bioinformatics Resource Portal, 2017), el cual fue muy semejante al tamafo de la amilasa
encontrada en los geles obtenidos a lo largo del trabajo experimental (Figuras 10 a 14). Su
identificacion como una posible amilopululanasa justificaria su alta masa molecular ya que
normalmente este tipo de enzimas poseen una masa molecular entre 80 y 250 kDa, siendo de las
proteinas mas grandes dentro de la familia GH13 (Nisha y Satyanarayana, 2013a). Por ejemplo, la
amilopululanasa de Lactobacillus plantarum L137 tiene una masa molecular de 211.5 kDa (Kim et
al., 2008), la de Geobacillus thermoleovorans NP33 de 180 kDa (Nisha y Satyanarayana, 2013b) y la
de B. stearothermophilus TS-23 de 223.8 kDa (Chen et al., 2001); mientras que las amilopululanasas
de L. amylophilus GV6, L. paracasei B41 y B. cereus H1.5 tienen un tamafio de 90, 67 y 93 kDa,
respectivamente (Vishnu et al., 2005; Hii et al., 2009; Petrova y Petrov, 2012). La funcién o el porqué
de una masa molecular alta en algunas de ellas no se ha esclarecido por completo; sin embargo, se
puede deber al nimero de sitios activos que poseen o a la presencia de varias secuencias repetidas
que pueden tratarse de mddulos de unién a carbohidratos o de secuencias de aminodcidos que
podrian participar en la unién al sustrato, el correcto plegamiento y/o a la estabilidad de la proteina
(Kim et al., 2009; Nisha y Satyanarayana, 2013a).

La produccion de una amilopululanasa por parte de una bacteria 4cido lactica amilolitica es
interesante desde el punto de vista de la adaptacién a nichos especificos. Las bacterias acido lacticas
se encuentran distribuidas ampliamente y estdn presentes en ambientes vegetales, lacteos y
animales, sugiriendo asimismo una adaptacion especializada a cada uno de estos nichos (Makarova
et al., 2006). Existe una diferencia entre los genomas de bacterias acido lacticas aisladas de
productos lacteos y las aisladas a partir de alimentos vegetales fermentados, lo que evidencia su
flexibilidad ecolégica (Turpin et al., 2011). Estudios gendmicos sobre éstas Ultimas muestran una
gran variedad de genes involucrados en el metabolismo del almidén, teniendo el potencial de
hidrolizarlo gracias a la presencia, principalmente, del gen a-amy, que codifica para la enzima a-
amilasa, y en menor medida al gen dexC, que en general codifica para enzimas pululanasas. Por otro
lado, bacterias acido lacticas no amiloliticas que no cuentan con la presencia de los genes a-amy y/o
dexC, poseen en vez genes que codifican para enzimas capaces de hidrolizar o usar la maltosa, como
el gen malPy el gen agl (Turpin et al., 2011). Este hallazgo es consistente con la presencia habitual
de bacterias acido lacticas amiloliticas en alimentos amildceos fermentados, sugiriendo que éstas
poseen la capacidad de iniciar la hidrélisis del almidén y que dan paso a la formaciéon de
oligosacdridos que pueden ser utilizados por otras bacterias lacticas no amiloliticas, creando
relaciones troéficas y diversas comunidades microbianas a lo largo de la fermentacién de la materia
prima (Diaz-Ruiz et al., 2003a; Turpin et al., 2011).
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Por otro lado, la asociacion de la amilopululanasa a la superficie celular de Sii-25124 es una
caracteristica poco comun en las amilasas, ya que la mayoria de ellas son de tipo extracelular debido
a la ventaja fisioldgica que le brinda a la célula el poder degradar el almidén en el exterior celular,
para después permitir la entrada de glucosa u oligosacaridos mas pequefos. Una posible razén de
que la amilopululanasa de Sii-25124 se encuentre unida a su superficie celular, es al nicho del que
proviene y al que esta cepa se ha adaptado a lo largo de los afios. Siendo la masa inicial del pozol un
sustrato con poca humedad en el que claramente ni las bacterias ni el sustrato se encuentran en
solucién, Sii-25124 fisioldgicamente no necesitaria excretar una amilasa. En términos de
conveniencia, es mas sencillo que su amilasa permanezca unida a ella para poder hidrolizar el
almiddn cercano y transportar al interior los oligosacdridos que se produzcan en la cercania.

La amilopululanasa de Sii-25124 se compard con otras pululanasas y amilopululanasas
bacterianas con la ayuda de la herramienta BLASTP provista por el portal NPSA (Network Protein
Sequence Analysis, 2017) y el editor BioEdit Sequence Alignment Editor. Los resultados de la
comparacién se resumen en la Tabla 10 De la tabla, para el caso de las amilopululanasas de
Lactobacillus plantarum L137 y Lactobacillus paracasei B41, cabe la posibilidad de cuestionar si
realmente se trata de amilopululanasas, no sélo debido a la baja identidad entre ellas y la de Sii-
25124, sino que al revisar su secuencia en la pagina del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI, 20108) sélo se observan, para el caso de la enzima de L. paracasei B41,
dominios propios de la actividad a-amilolitica, y no hay identificados dominios de la funcién
pululanolitica; mientras que para el caso de la enzima de L. plantarum L137 se observan dominios
propios de pululanasas, pero no de a-amilasas, ademds de que cuenta con otro tipo de dominios
gue no se identificaron en la secuencia de ninguna otra enzima aqui analizada.

Tabla 10. Pululanasas y amilopululanasas con las que se compararon los dominios de la amilopululanasa de
Sii-25124.

Thermotoga maritima ATCC43589 Pululanasa AKE27719.1 10%
Bacillus subtilis 168 Pululanasa COSPAO0.1 9%
Klebsiella pneumoniae Pululanasa P07206 10.2%
Streptococcus pyogenes M1 GAS Pululanasa Q99XX8 28.7%
Streptococcus infantis ATCC700779 Pululanasa EFX37165.1 31.3%
Streptococcus pneumoniae | R6 Pululanasa WP_001232763.1 31.5%
Streptococcus equi Pululanasa CRR04838.1 34.1%
Streptococcus bovis JB1 Amilopululanasa KFN88274.1 97.6%
Streptococcus suis 1514 Amilopululanasa ADV71067.1 56.4%
Bacillus sp. NRRL B-14911 | Amilopululanasa EAR68733.1 31%
Lactobacillus plantarum L137 Amilopululanasa BAF93906.1 11.8%
Lactobacillus paracasei B41 Amilopululanasa EOAE74 6%

No se encuentran reportadas experimentalmente las actividades ni la purificacién de las
pululanasas de S. pyogenes M1 GAS, S. infantis ATCC 700779 y S. equi, asi como tampoco de las
amilopululanasas de Bacillus sp. NRRL B-14911y S. bovis JB1, siendo ésta Ultima la que presento alta
homologia con la de Sii-25124; sin embargo, sélo se reporta in silico gracias a la secuenciacion del
genoma de la cepa que Benhamed et al. realizaron en 2014. La amilopululanasa de S. suis 1S14 fue
la segunda en presentar un alto porcentaje de identidad con la de Sii-25124. Esta enzima pudo
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obtenerse de forma recombinante a partir de S. suis 10 por Ferrando et al. (2010), quienes
mostraron el rol de la enzima en la adhesidn a las células de epitelio y mucus porcino in vitro, asi
como la relacion del uso de carbohidratos por parte de S. suis y su capacidad para colonizar e infectar
hospederos.

El andlisis de la secuencia de la amilopululanasa de Sii-25124 revelé la existencia de 13
dominios, los cuales se muestran graficamente en la Figura 15.
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Figura 15. Dominios conservados encontrados en la enzima Amy4 de alta masa molecular obtenida del

sobrenadante del lisado celular de Sii-25124. Se utilizé la herramienta de busqueda de alineamientos basicos
locales, BLAST, provista por el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI, 2017).

Tabla 11. Lista de dominios conservados encontrados en la enzima Amy4 de alta masa molecular obtenida del
sobrenadante del lisado celular de Sii-25124. Los numeros hacen referencia a las regiones mostradas en la

Figura 15.

Region Nombre de dominio Intervalo de Valor-E Referencias
aminodcidos
1 Sefial YSIRK 8-47 y 11-35 1.29x10° Tettelin et al, 2001; Bae vy
Schneewind, 2003.
2 rne, de la superfamilia de las | 21-173 1.07x103 Lee et al., 2003; Callaghan et al.,
ribonucleasas E/G 2005
Superfamilia PulA
3 PUD 283-383 y 994-1094 6.09x10-21 Yeats et al., 2003
4 CBM 41 283-385 y 994-1096 1.16x101° Mikami et al., 2006; Turkenburg et
al., 2009; Guillén et al., 2010
11 PulA 1239-2002 1.54x10178 Janecek, 1995; Bibel et al., 1998
12 AmyAC de enzimas pululanasas vy | 1443-1885 1.05x10153 Henrissat et al., 1995; Sairan et al.,
similares 2017
13 Aamy, dominio a-amilasa 1470-1576 1.96x10%7 Henrissat et al., 1995; Davies y
Henrissat, 1995.
Superfamilia a-amilasa
5 AmyA 510-934 3.96x1038 Raha et al., 1992
6 Aamy, dominio a-amilasa 514-639 4.12x103 Henrissat et al., 1995; Davies y
Henrissat, 1995.
7 AmyAC, dominio catalitico de | 509-878 4.28x1073 Mikami et al., 2006; Turkenburg et
ciclomaltodextrinasas bacterianas vy al., 2009.
relacionadas
8 malS 498-875 7.86x1073 Schneider et al., 1992; Spiess et
al., 1997.
9 Dominio alfa-amilasa 548-843 2.14x1044 Larson et al., 1994; Strobl et al.,
1998
10 Trehalosa_treC 506-636 4.018x1018 | Rimelle y Boos, 1994
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Tabla 12. Porcentaje de identidad de los dominios de otras pululanasas, amilopululanasas y a-amilasas con respecto a los dominios encontrados en la

amilopululanasa de Sii-25124. Los porcentajes que se muestran de ésta Ultima son con respecto a la secuencia consenso del dominio.

Microorganismo Tipo % ldentidad de los dominios conservados de otras pululanasas con los dominios de la amilopululanasa de Sii-25124
YSIRK Superfamilia PulA Superfamilia a-amilasa
PUD | CBM41 PulA AmyAC_Pullulanase | Aamy | Aamy | AmyA | AmyAC_bac_CMD | malS Alfa-amilasa | Trehalosa
Like like _treC

Sii-25124 AmiloPul 61% 18% 37.7% 24.6% 35.7% 15% 25% 24% 32% 20% 30.4% 5.3%
T. maritima Pul -- 22% 20.7% 24.5% 27.7% 35% -
ATCC43589
B. subtilis 168 Pul 23.8% 29.8% 41.1%
K. pneumoniae Pul -- 16% 16% 19.6% 22.8% 25.6%
S. pyogenes M1 Pul 31.4 61.4% 67.2% 71.4%
GAS %
S. pneumoniae R6 Pul 42.3% | 49.5 - 64.8% 72.6% 78.5% - - - - - -

%
S. infantis Pul 38.4% 65% 72.6% 80.3%
ATCC700779
S. equi Pul 73% 66.2% 74.5% 78.5%
S. bovis JB1 AmiloPul | 62.5% | 26% 99% 96.2% 98.2% 98.8% | 96.8% | 98.1% 88.1% 90.2% 98.1% 97%
S. suis 1S14 AmiloPul 76% 28.8 42% 64.5% 74.5% 78.6% | 70.6% | 69.6% 73.9% 73.2% 77.4%

%
Bacillus sp. NRRL AmiloPul 30.7 18.1% 41.5% 53.5% 51.3% | 58.8% | 52.5% 51.8% 51.8% 58.2%
B-14911 %
S. bovis JB1 a-amy 12.6 12.4% - 16.4% 13.8%
S. bovis 148 a-amy int 20.1% | 13.3% 16.6% 10.8%
S. bovis 148 a-amy ext 21.4% | 12.7% 17.7%
L. plantarum A6 o-amy ext - - - - - - 16.6% | 11.5% - - 14.5% -
E. coli K12 a-amy ext 19.4% 26.3% 13.4%
K. pneumoniae a-amy ext 18.7% 25.2%
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De los 13 dominios identificados en la amilopululanasa de Sii-25124, los cuales justifican su
elevada masa molecular, cabe resaltar a varios de ellos, como la sefial YSIRK, el modulo de unién a
carbohidratos 41 (CBM41) y los dominios cataliticos de ambas funciones.

La sefial YSIRK se trata de una sefal de localizacién celular comun de bacterias Gram positivas
que consta de la secuencia Tyr-Ser-lle-Arg-Lys (YSIRK), y que se ha encontrado en proteinas de
superficie celular propias del género Streptococcus, E. faecalis y Staphylococcus (Bae y Schneewind,
2003). En la enzima de Sii-25124 este dominio se encuentra como FGIRK (Phe-Gly-lle-Arg-Lys), sin
embargo, es comun que la tirosina y la serina sean reemplazadas por otros aminodcidos: se han
encontrado proteinas, como la lipasa de Staphylococcus epidermidis RP6 (Gill et al., 2005; NiUmero
de acceso UniProt: Q5HKF42A) y la proteina de superficie asociada a biopelicula (putativa) de
Lactobacillus acidophilus NCFM (Altermann et al., 2005), en donde este motivo se encuentra en la
forma FSIRK (Gill et al., 2005). De igual forma, la serina puede ser reemplazada por una glicina
(YGIRK), como en el caso de la proteina A de unién a fibronectina encontrada en S. aureus NCTC
8325 (Signas et al., 1989).

El motivo YSIRK se clasifica dentro de las sefiales de localizacidon para proteinas que se
encuentran en superficie celular, por lo que puede ser necesaria para el anclaje de proteinas
superficiales a membrana o pared celulares (Tettelin et al. 2001). Esto podria corroborar la hipdtesis
que se habia propuesto sobre el hecho de que la amilasa de 250 kDa de Sii-25124 estd asociada a la
superficie de la célula (Diaz, 2003; Virgilio, 2005), por lo que fue necesario primero extraerla para
obtenerla en la fraccién soluble. Los zimogramas realizados durante el proceso experimental
mostraron una actividad prominente en las fracciones celulares y en las fracciones de protoplastos
(Figuras 10 a 14), mientras que al hacer zimogramas usando muestras del medio de cultivo no se
encontraron bandas de actividad (datos no reportados), demostrando que la enzima no se libera al
medio sino que permanece en la superficie de la célula. Ademas, los experimentos sugieren que
esta enzima estd localizada no en la pared celular sino en la membrana, pues tras digerir esta ultima
con lisozima se obtuvo la actividad en la fraccidn de protoplastos. Gracias al analisis de la secuencia
de la amilasa Amy4 de Sii-25124, ahora es posible proponer que dicha asociacién superficial puede
ser debida al motivo YSIRK. Las pululanasas con las que se realizé la comparacién de la sefial YSIRK
(Tabla 12) se sugieren como proteinas de membrana o pared celular, pero en realidad no se ha
comprobado su localizaciéon a nivel experimental. Es necesaria tal vez una revision y una mayor
descripcién del motivo para discernir entre proteinas de membrana, de pared celular o de excrecién
al exterior celular ya que la sefial YSIRK se ha visto en proteinas que podrian encontrarse en
cualquiera de estas tres localizaciones celulares. Es de notar que las pululanasas de Sii-25124, S.
bovis JB1, S. suis SJ14 y S. equi poseen el motivo YSIRK en su version FGIRK lo que podria ser parte
de la diferencia entre encontrarse en pared o en membrana celular; sin embargo, es necesaria la
caracterizacién de estas enzimas, asi como un analisis mas profundo respecto a los aminoacidos que
conforman este dominio para conocer mas respecto a él.

Por otro lado, la presencia del CBM41 estaria indicando la posible capacidad de la enzima de
unirse al almiddn insoluble, a la amilosa, a la amilopectina y al pululano (van Bueren et al., 2004).
Este dominio forma parte de la familia 41 de los mdédulos de unién a carbohidratos, el cual esta
distribuido en enzimas pululanasas y relacionadas, capaces de unirse no sélo a almiddn sino también
a amilosa, amilopectina, pululano y fragmentos derivados de estos polisacaridos (Guillén et al.,
2010; Garcia et al., 2012). La capacidad de este dominio para unirse a estos sustratos sugiere la
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posibilidad de que la enzima de Sii-25124 los degrade, por lo que su actividad sobre ellos también
ha de caracterizarse.

Finalmente, los dominios PUD, PulA y AmyAc_Pullulanase_LD-like, asi como los dominios
AmyA, AmyAc_bac_CMD-like, Aamy y Alfa-amilasa constituyen los dominios que podrian indicar la
doble funcidn catalitica de esta enzima de alta masa molecular de Sii-25124, teniendo capacidad
para hidrolizar enlaces a(1-4) y a(1-6). Los dominios PUD, PulA y AmyAC_Pullulabase_LD-like se
encontraron en la regién pululanolitica de la enzima, sugiriendo que serian los resposnables de la
actividad sobre enlaces a(1-6) en pululano y almiddn. Segun la secuencia de la enzima, en el dominio
PulA parece encontrarse el sitio de unién a Ca®, que es un sitio conservado para enzimas
pululanasas, pues se encuentra en pululanasas como las de Klebsiella pneumoniae (Mikami et al.,
2006) y de Bacillus subtilis 168 (Malle et al., 2006). Cabe resaltar que Mikami et al. (2006) reportaron
que este sitio bien puede ser para unir Ca?* o Mg?*’, debido a que realizaron la cristalizacién de la
enzima con iones Mg?*. La presencia de este sitio en la amilopululanasa de Sii-25124 implicaria la
necesidad de este idn o algln otro ién divalente para el correcto plegamiento y funcionamiento de
la enzima.

Por otro lado, los dominios Aamy, AmyA, AmyAC_bac_CDM-like, y Alfa-amilasa se
encontraron en la regién a-amilolitica de la amilasa de Sii-25124, sugiriendo que son los
resposnables de la hidrélisis de los enlaces a(1-4) en almiddn, amilosa y amilopectina, siendo
relevante que a excepcién del dominio Aamy, son dominios que Unicamente se encuentran en
enzimas con actividad sobre enlces a(1-4), ya que sélo se encontraron en otras amilopululanasas y
en a-amilasas. Estos dominios junto con los dominios catalitios de la regién pululanolitica fueron los
gue presentaron los tres plegamientos caracteristicos de las glucosil-hidrolasas: el barril TIM, el
bucle entre la tercera I[dmina B y la tercera a-hélice y el motivo de llave griega en el carboxilo
terminal, indicando que en toda la amilopululanasa existen al menos dos copias de estos tres
plegamientos; sin embargo, aunque éstos se conserven, lo que parece delimitar a un dominio y a
otro son las estructuras o los aminoacidos que se conservan por funcidn catalitica, localizacion
celular o relacidn filogenética (Janecek, 2002), ya que se observa que se guarda mayor identidad
entre dominios conforme la relacién filogenética de los miroorganismos productores de las enzimas
es mas cercana, como en el caso de los dominios PulA y AmyAC_Pullulanase_like (Tabla 12) o
también se observa que pueden guardar identidad por funcidn catalitica, como en el caso de del
dominio Aamy, que es propio de la familia GH13 que, ademas de contener las regiones conservadas
A, By C, cuenta con la triada catalitica Asp-Glu-Asp. Este dominio es interesante porque se encontré
tanto en la regién pululanolitica como en la region a-amilolitica de la enzima de Sii-25124 (dominio
numero 6, Figura 15). Como se observa en la Tabla 13, el dominio presenta mayor homologia entre
dominios Aamy con una misma funcién catalitica, lo que sugiere que aunque sea un dominio
caracteristico de la familia GH13, existen ciertas diferencias de acuerdo a la especificdad del
sustrato, por lo que también se esperaria encontrarlo en otras enzimas pertenecientes a la familia.
Esto sugiere que existen dominios Aamy especificos de la funcidén catalitica y aunque conserven
identidad entre ellos, ésta es mayor si la funcidn catalitica de los dominios es la misma. En este caso
en particular, se observa mayor conservacién entre dominios Aamy de funciones pululanoliticas,
que si se compara con dominios Aamy de funcién a-amilolitica y viceversa.
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Tabla 13. Identidades (%) entre los dominios Aamy de la amilopululanasa de Sii-25124 y los de otras enzimas
pululanasas, amilopululanasas y a-amilasas de otros microorganismos.

Enzima Identidad (%)

Sii-25124

Pululanasas Aamy a-Amy | Aamy Pul
T. maritima

Aamy Pul 17.9 35
K. pneumoniae

Aamy Pul 16 25.6
B. subtilis 168

Aamy Pul 19.8 41.1
S. pyogenes M1 GAS

Aamy Pul 16.4 71.9
S. pneumoniae

Aamy Pul 211 78.5
S. equi

Aamy Pul 13.5 78.5
S. infantis ATCC 700779

Aamy Pul 21.2 80.3

Amilopululanasas
Bacillus sp. NRRL B-14911

Aamy Pul 14.2 51.3
Aamy a-amy 58.8 22.5
S. suis 1S14
Aamy Pul 15 73.6
Aamy a-amy 70.6 18.6
S. bovis JB1
Aamy Pul 14.2 98.8
Aamy a-amy 96.8 14.2
a-Amilasas
S. bovis JB1
Aamy a-amy 12.6 7.4
S. bovis 148 extracelular
Aamy a-amy 21.4 22.4
S. bovis 148 intracelular
Aamy o-amy 20.1 12
L. plantarum A6
Aamy a-amy 16.6 21.4

a-Amilasa citoplasmica de Sii-25124

La banda que tenuemente se observé en algunos de los zimogramas obtenidos durante el proceso
de concentracién de la actividad amilolitica (Figura 13) y durante el proceso de purificacién para la
secuenciaciéon de la enzima responsable de la actividad (Figura 14), resulté corresponder a una a-
amilasa citoplasmica de 55.7 kDa y con un punto isoeléctrico de 5.15, ambos calculados por la
herramienta ProtParam (ExpASy Bioinformatics Resource Portal, 2017).

Existen otras cepas de Streptococcus con una segunda enzima con actividad amilolitica en el
citoplasma: S. bovis 148, que produce una amilasa extracelular de 77.34 kDa y una citoplasmica de
56.65 kDa (Satoh et al., 1993 y 1997); y S. bovis JB1 que produce una extracelular de 75 kDa que se
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expresa al cultivar el microorganismo con maltosa como unica fuente de carbono, y otra inducible
por almiddn, que ademas esta asociada a la superficie celular (Freer, 1993).

Con el fin de observar identidad u homologia entre diferentes a-amilasas bacterianas se
realizaron alineamientos de la a-amilasa citoplasmica de Sii-25124 con a-amilasas intracelulares y
extracelulares del mismo género bacteriano, asi como con a-amilasas extracelulares y citoplasmicas
de otros géneros bacterianos (Tabla 14)

Tabla 14. a-Amilasas con las que se compararon los dominios de la a-amilasa de Sij-25124.

B Pro A asa de 4

Streptococcus lutetiensis 033 citoplasmica WP_020916680.1 94% -

Streptococcus bovis 148 citoplasmica AB000830.1 83.3% Satoh et al. (1997)
Streptococcus oralis citoplasmica KXU14906.1 70.4% Denapaite et al. (2016)
Streptococcus thermophilus | LMG 1831 | citoplasmica AAV61145.1 69% Bolotin et al. (2004)
Escherichia coli K12 citoplasmica BAA15755.1 40% Raha et al. (1992)
Bacillus amyloliquefaciens extracelular WP_076984033.1 43%

Streptococcus bovis JB1 extracelular KFN88240.1 14% Benahmed et al. (2014)
Streptococcus pneumoniae extracelular c0oD81474.1 11%

Lactobacillus plantarum A6 extracelular AAC45780.1 9.7% Giraud y Cuny (1997)
Streptococcus equi extracelular WP_021321144.1 8.8%

Streptococcus bovis 148 extracelular AB000829.1 8.5% Satoh et al. (1997)

Es interesante observar la alta identidad entre amilasas citopldsmicas pese a que sean
producidas por géneros bacterianos diferentes; mientras que con las amilasas extracelulares las
identidades fueron muy bajas incluso con especies tan cercanas como S. bovis, considerando los
casos de las cepas 148 y JB1, que poseen a-amilasas extracelulares que sélo comparten 8.8% y 8.5%
de identidad con la a-amilasa intracelular de Sii-25124, respectivamente. La identidad mas alta
obtenida fue con la amilasa citoplasmica de S. lutetiensis 033, seguida de la amilasa citopldsmica de
S. bovis 148, pero incluso con especies alejadas filogenéticamente, como B. amyloliquefaciens y E.
coli K12, la identidad entre amilasas citoplasmicas fue de alrededor del 40%, mientras que en
amilasas extracelulares del mismo género sélo hubo alrededor del 10% de identidad. Esto sugiere
que la conservacién de aminoacidos en las proteinas obedece mas a la funcién (localizacién celular)
que a la relacién filogenética entre especies.

El andlisis de la secuencia de la amilasa citoplasmica de Sii-25124 revelé la existencia de 6
dominios, los cuales se muestran graficamente en la Figura 16 y se describen en la Tabla 15.

52




Tabla 15. Lista de dominios conservados en la enzima Amy3 de baja masa molecular obtenida del
sobrenadante del lisado celular de Sii-25124. Los numeros hacen referencia a las regiones mostradas en la
Figura 16.

Region Nombre de dominio Intervalo de Valor-e Referencias
aminoacidos

Superfamilia a-amilasa

1 PRK09441 1-481 0x10° Rahaetal., 1992

2 AmyAc_bac_fung_AmyA | 3-394 1x100 Suvd et al., 2000; Nonaka et al., 2003; Kanai et al.,
2004

3 AmyA 30-371 1.7x1021 Freundlieb y Boos, 1985; Tapio et al., 1991; Raha
et al., 1992; Rimmele y Boos, 1994; Liebl et al.,
1997.

4 Aamy 4-107 6.41x1021 Henrissat et al., 1995; Davies y Henrissat, 1995

5 Dominio alfa-amilasa 35-376 1.2x1024 Larson et al., 1994; Strobl et al., 1998

6 Trehalosa_treC 30-260 1.3x10° Rimelle y Boos, 1994

1 75 150 225 300 375 450

455

Query seq. N ——————

active site | b h h b ok b L

catalytic site L A

NasCa binding site | LA

Specific hits

Nl_)n-specific Alpha-arulase
hits E trehalose_trel
Superfanilies AmyAc_family superfamily

Alpha—amyl ase superfamily

Figura 16. Dominios conservados encontrados en la enzima Amy3 de baja masa molecular obtenida del
sobrenadante del lisado celular de Sii-25124. Se utilizé la herramienta de bldsqueda de alineamientos basicos
locales, BLAST, provista por el Centro Nacional para la Informacidén Biotecnoldgica (National Center for
Biotechnological Information, NCBI, 2017).

Es interesante observar que se identificaron sélo 6 dominios en la a-amilasa citopldsmica de
Sii-25124 en contraste con los 13 dominios identificados en su amilopululanasa, lo que le confiere
la masa molecular propia de este tipo de enzimas, que oscila entre 50-60 kDa; sin embargo, esta
caracteristica depende mucho del tipo de dominios con el que cuente y a este respecto, los mdédulos
de unién a carbohidratos, de los cuales pueden presentarse varias copias en tandem, son los que
mas aumentan el tamafio de las amilasas. En este sentido, es de resaltar que en la amilasa
citoplasmica de Sii-25124 no se identificaron médulos de unién a carbohidratos, lo cual también
contrasta con la amilopululanasa.

Resaltan los dominios PRK09441 y AmyAc_bac_fung_AmyA que sélo se encontraron en
amilasas citopldsmicas, lo que podria reforzar la posibilidad de la localizacion celular de la a-amilasa
de Sii-25124. El dominio PRK09441 se encuentra en a-amilasas citoplasmicas de otras especies de
Streptococcus, asi como de otros géneros como Bacillus, Thermococcus, Pyrococcus y
Halothermothrix. Este dominio no se encontrd en las amilasas extracelulares de S. bovis 148, S. bovis
JB1, S. equi, S. pneumoniae, L. plantarum A6 y B. amyloliquefaciens debido a que es propio de
amilasas citoplasmicas (Raha et al., 1992).
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En el dominio AmyAC_bac_fung_AmyA parece encontrarse el sitio catalitico de la regiéon a-
amilolitica, asi como un sitio de unidén a Na*/Ca?* (Figura 16), lo que podria indicar que esta enzima
citoplasmica puede funcionar mejor con uno o con otro ién, o con ambos, y contrasta con el sitio
encontrado para la amilopululanasa, que se identificd sélo como un sitio para unir Ca?*. El sitio de
unién a Na*/Ca* se identifica cuando existen reemplazos de residuos aminoacidicos en el sitio de
unién a Ca?, observédndose que los residuos Asp-161, Asp-183, Asp-200 y Asp-204 que se localizan
en las amilasas que requieren Ca?* para su estabilidad y funcién (como la de Bacillus licheniformisy
la de A. oryzae), son reemplazados por Asn-161, Asn-183, Asn-200 y Ser-204 en amilasas que
requieren Na*, como es el caso de la amilasa de Bacillus sp. KSM-K38 (Nonaka et al., 2003). Estos
reemplazos reducen las cargas negativas de los sitios de unién a cationes, induciendo la unién a
metales monovalentes en vez de metales divalentes. El dominio AmyAc_bac_fung_AmyA
corresponde a la secuencia de aminoacidos relacionada con amilasas bacterianas y fungicas, que
contiene las regiones A, B y C, propias de todas las glicosil-hidrolasas pertenecientes al clan de las
a-amilasas (GH-H) (Kuriki e Imanaka, 1999; MacGregor et al., 2001; Kumar, 2011), fue por ello que
se realizé una ultima comparacion con respecto a una a-amilasa producida por un hongo debido a
gue se trata de un dominio que se comparte entre amilasas bacterianas y fungicas, por tanto se
compard con el dominio AmyAc_bac_fung_AmyA de la a-amilasa citoplasmica de Colletotrichum
graminicola (nimero de acceso en el NCBI: EFQ25086.1).
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que se muestran de esta Ultima son con respecto a la secuencia consenso del dominio.

Tabla 16. Porcentaje de identidad de los dominios de otras a-amilasas con respecto a los dominios encontrados en la a-amilasa de Sii-25124. Los porcentajes

Microorganismo

Tipo de enzima

% ldentidad de los dominios conservados de otras a-amilasas con los dominios de la a-amilasa de Sii-25124

PRK09441 | AmyAC_bac_fung_AmyA AmyA | Aamy | Alfa-amilasa | Trehalosa_treC

Sii-25124 Citoplasmica 58.5% 59% 13.3% 17% 18.6% 10%
S. lutetiensis 033 Citoplasmica 94.6% 94% 98% 98% 95% --

S. bovis 148 Citopldsmica 83.7% 88% 81% 90% 88.8% 60.5%
S. oralis Citoplasmica 71% 76% 57.7% 74% 75% ---
S. thermophilus LMG 1881 | Citoplasmica 70.8% 75% 16% 74% - ---
B. amyloliquefaciens Citopldsmica 46.1% 47.9% 35.4% 61% 38.7% ---
E. coli K12 Citopldsmica 40% 42.7% 32.1% 54% 36.8% 18.2%
S. bovis JB1 Extracelular --- --- 11% 11.4% 12.2% 11.6%
S. bovis 148 Extracelular - --- 12% 14% 13.7% ---
S. pneumoniae Extracelular --- --- 9.6% 15% 14.3% --
S. equi Extracelular - --- 9% 13% 8.6% ---
L. plantarum A6 Extracelular -—- --- 12% 12% 12% ---
Colleotrichum graminicola | Extracelular --- 41.3% --- -- --- ---

55




Una vez mas se identificaron los dominios Alfa-amilasa, AmyA y Aamy, que son
caracteristicos de las glucosil-hidrolasas, siendo el dominio Aamy propio de la familia GH13 y que
también se identificd en la amilasa de alta masa molecular de Sii-25124. Dados los porcentajes de
identidad encontrados con respecto al dominio de otras a-amilasas (Tabla 16) podria sugerirse que
aunque se trate del mismo dominio catalitico, existe una diferencia clara entre dominios cataliticos
de enzimas intra y extracelulares, aunada a la de especificidad de hidrdlisis (Henrissat y Bairoch,
1993 y 1996). Esto se observa por las identidades altas entre dominios de a-amilasas citoplasmicas
(mayores al 50%) en contraste con las identidades con respecto a a-amilasas extracelulares
(menores al 20%). En general se observd que los dominios guardan mayor identidad entre enzimas
con la misma localizacion celular, que entre enzimas relacionadas filogenéticamente.

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA DE LAS AMILASAS DE Si/-
25124

Ensayos de union a almiddn insoluble

Aproximadamente el 10% de las amilasas poseen mddulos no cataliticos cuya funcién es la de
facilitar la unidn y la degradacidn del almiddn insoluble, los cuales se denominan dominios de unidn
al almiddn (SBD) (Rodriguez-Sanoja et al., 2005; Machovic y Janecek, 2006; Guillén et al., 2007). Las
amilasas en general tienen masas moleculares de entre 50y 60 kDa (Vihinen y Matsala, 1989; Giraud
y Cuny, 1997); sin embargo, existen amilasas de alta masas molecular, como la de L. amylovorus, de
127 kDa (Rodriguez-Sanoja et al., 2000; Guillén et al., 2007); la amilasa de L. plantarum A6 de 100
kDa (Giraud y Cuny, 1997; Guillén et al., 2007) y la de L. plantarum S21, con 95.3 kDa (Kanpiengjai
et al., 2017). Todas ellas contienen mas de un SBD: la de L. amylovorus consta de cinco SBDs
dispuestos en tandem; la amilasa de L. plantarum A6, contiene cuatro secuencias repetidas en
tdndem, que corresponden a cuatro SBDs; y finalmente, la amilasa de L. plantarum S21 tiene cuatro
SBDs idénticos conectados por regiones intermediarias o enlazadoras. Sin embargo, también hay
amilasas de alta masa molecular que, aunque posean secuencias no identificadas como SBDs
repetidas en tdndem éstas no participan en la unidn al sustrato, como la amilopululanasa de L.
plantarum L137, de 211 kDa (Kim et al., 2008 y 2009). Dada la alta masa molecular de la amilasa de
Sii-25124 (Figuras 10 a 14), asi como de los resultados obtenidos a partir de su secuenciacion se
buscd conocer si esta enzima era capaz de unirse al almiddn insoluble, lo cual podria ser una prueba
experimental confirmatoria de la presencia del CBM41 identificado en su secuencia, aunque harian
falta otro tipo de experimentos para demostrar dicha presencia. Los resultados se muestran en la
Tabla 17 y en la Figura 17.

56



Tabla 17. Fracciones de los ensayos de unién a almidodn insoluble de la amilasa de 250 kDa de Sii-
25124,

O A dad 0 e A dad

Células 60.8+10.7 25 1520 342+33.4 4.4 100 1

Protoplastos 65.8+17.4 25 1645 391.7+31.7 4.2 108.2 0.9

Sobrenadante del 67.313.7 30 2018 166.2+20.6 12.1 132.7 2.7

lisado celular

Sobrenadante del 62.2+3.2 30 1866 157.2+20.6 11.9 122.7 2.7

lisado celular residual

Boton celular 19.745 15 296 73.3+3.5 4.0 19.5 0.9

12 elucion 15.2 1 15.24 0.2 93.5 1.0 21.0

22 elucién 7.0 1 7.05 0.07 - 0.5

32 elucion 4.7 1 4.65 - - 0.3 -
A B

250 KDa

150 KDa

100 KDa

75KDa p—

50 KDa -—

Figura VIII1.8. Gel de electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida de las diferentes fracciones
del ensayo de unidn a almidén insoluble para las amilasas de Sii-25124. A: Gel de proteina tefiido con azul
de Coomassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1: marcador de masa molecular; carril 2:
células de Sii-25124; carril 3: protoplastos de Sii-25124; carril 4: sobrenadante del lisado celular de Sii-
25124 antes de incubar con almiddn insoluble; carril 5: sobrenadante del lisado celular residual de Sii-
25124 (después de incubar con almiddn insoluble); carril 6: botdn celular de Sii-25124; carril 7: primera
elucion con B-ciclodextrina; carril 8: segunda elucidn con B-ciclodextrina; carril 9: tercera elucién con B-
ciclodextrina. B: zimograma revelado con l2-I" usando el método de la extincién del complejo almidén-
yodo. Carril 1: células de Sii-25124; carril 2: protoplastos de Sii-25124; carril 3: sobrenadante del lisado
celular de Sii-25124 antes de incubar con almiddn insoluble; carril 4: sobrenadante del lisado celular
residual de Sii-25124 (después de incubar con almiddn insoluble); carril 5: restos celulares de Sii-25124;
carril 6: primera elucién con B-ciclodextrina; carril 7: segunda elucidn con B-ciclodextrina; carril 8: tercera
elucion con B-ciclodextrina.

La presencia de la actividad amilolitica de Sii-25124 se encontrd en el sobrenadante del
lisado celular con una actividad de 67.3+3.7 U/mL enriqueciéndose 2.73 veces (Tabla 17) con
respecto a la primera fraccion del ensayo (células). Tras la incubacidon de este sobrenadante con
almiddn insoluble se esperaba que la actividad amilolitica disminuyera en el sobrenadante del lisado
residual, es decir en el sobrenadante del lisado resultante después de la incubacidon con almidon
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insoluble debido a la unién de la enzima responsable de dicha actividad al sustrato (Rodriguez-
Sanoja et al., 2000; Guillén et al., 2007). Sin embargo, se observd que el sobrenadante del lisado
residual tuvo practicamente la misma actividad que el sobrenadante del lisado inicial (62.2+3.2
U/mLy 67.313.2 U/mL, respectivamente), lo que indicé que la amilasa de Sii-25124 sélo se unid en
un 7.5% con respecto a la actividad total presente en el sobrenadante del lisado inicial. Este
comportamiento pudo deberse a posibles interacciones inespecificas con diversas moléculas
presentes en el sobrenadante del celular, que podrian participar en la obstruccién por impedimento
estérico o por union inespecifica al sitio de unién del sustrato (Cohelo et al., 2012).

Pese a que poca enzima se unié al almiddn insoluble, se logré encontrar actividad amilolitica
en la primera elucion al menos en uno de los triplicados que se realizaron del experimento,
obteniéndose 15.24 U/mL, esto es un enriquecimiento de 21.05 veces. En la segunda y tercera
eluciones, aunque se encontré actividad en al menos una de las tres réplicas experimentales, no
existié suficiente proteina para poder cuantificarla y obtener valores de rendimiento vy
enriquecimiento (Tabla 17). Comparando los resultados de la Tabla 17 con el gel SDS-PAGE vy el
zimograma de la Figura 17 se observo que la actividad amilolitica se encontrd presente en todas las
fracciones del ensayo, siendo notoriamente intensa en las fracciones de las células, los protoplastos
y el botdn celular. El que se haya encontrado una actividad importante en el botén celular indicé
gue la enzima se retuvo en esta ultima fraccion celular, ya sea por agregacion o precipitacion,
probablemente por la alta concentracidon a la que se encontraba la muestra; o por la falta de
condiciones idnicas y de solubilidad adecuadas para la proteina, ya que esta amilasa de alta masa
molecular de Sii-25124 puede ser de naturaleza membranal, dados los resultados experimentales
de este y otros trabajos (Bondos y Bicknell, 2003; Diaz-Ruiz et al., 2003a, Virgilio, 2005). Por otro
lado, con la imagen del zimograma se corrobord que tanto el sobrenadante del lisado inicial como
el sobrenadante del lisado residual mostraron practicamente la misma actividad amilolitica; sin
embargo, también hubo actividad en la primera elucién, asi como en la segunda y tercera, aunque
en decremento, indicando que la enzima se unié al almidén insoluble, y que probablemtne el
método de cuantificacion in vitro no es lo suficientemente sensible para detectar la actividad. Esto
podria considerarse como una posibilidad de que el dominio CBM41 identificado en la secuenciacion
si estd presente en la amilasa de alta masa molecular de Sii-25124. La presencia de bandas de
actividad mas intensas en las dos primeras eluciones que en la banda del sobrenadante del lisado
es debido a la concentracidn de la muestra: mientras que las muestras cargadas en los carriles del
sobrenadante del lisado y del sorenadante del lisado residual (3 y 4, Figura 17) fueron tomadas de
30 mL cada una, las muestras cargadas en los carriles de las eluciones (6 a 8, Figura 17) provinieron
de 1 mL cada una. Con esto se observa que, aunque la mayor parte de la actividad amilolitica
permanecid en el sobrenadante del lisado inicial y del residual, existié 5.1+3.5 U/mL que si logré
unirse al almiddn insoluble y que se enriquecié 21.05 veces con respecto al sobrenadante del lisado
inicial, evidenciandose en la banda de actividad resultante en el carril 6 del zimograma (Figura 17).

Los SBDs en amilasas de bacterias |acticas amiloliticas existen en especies de Lactobacillus,
como L. plantarum (Giraud y Cuny, 1997; Kanpiengjai et al., 2017), L. amylovorus (Giraud y Cuny,
1997; Rodriguez-Sanoja et al., 2000y 2004) y L. manihotivorans (Morlon-Guyot et al., 2001). Existen,
ademas, en amilasas de microorganismos amiloliticos como la a-amilasa de Aspergillus niger, con
un SBD; en la glucoamilasa de Rhizopus oryzae también con un solo SBD; la a,B-amilasa de
Paenibacillus polymyxa con dos SBDs; y la pululanasa de Thermotoga maritima con un SBD (Garcia
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et al., 2012). En especies de Streptococcus hay dos SBDs dispuestos en tandem en la a-amilasa
extracelular de S. bovis 148, que consta de una masa molecular de 79 kDa (Matsui et al., 2007) y es
capaz de unirse al almiddn insoluble (Satoh et al., 1993 y 1997). La existencia de SBDs en la amilasa
de Sii-25124 es muy probable dado que si se observé unién al almidén (Tabla 17 y Figura 17), ademas
de que se identificd el médulo de unidn a carbohidratos CBM41 como parte de su secuencia, y ha
de resaltarse que dicho médulo pertenece a la familia de CBMs que se han identificado en enzimas
pululanasas y relacionadas (Guillén et al., 2010; Garcia et al., 2012); sin embargo, la poca unién
observada debe optimizarse encontrando las condiciones que permitan una unidon mas eficiente.
Asimismo, es de interés encontrar la capacidad de adsorcién de la amilasa al almiddn insoluble, con
el fin de obtener constantes de adsorcidn.

La poca actividad amilolitica que se reportd de las eluciones con el ensayo in vitro (segunda
columna, Tabla 17) en contraste con la que se observd en el zimograma (Figura 17), pudo deberse
a diferencias en la sensibilidad de los métodos, pues se ha reportado que la sensibilidad del
zimograma revelado con la técnica de la extincién del complejo almidén-yodo puede detectar desde
50 pg de enzima (Boettcher y De La Lande, 1969; Brown et al., 1982). Por otro lado, en el gel SDS-
PAGE tefnido con azul de Coomassie no se logré observar una banda definida en la zona préxima a
los 250 kDa, en donde se obtuvo la actividad amilolitica mayoritaria de la bacteria. En general, un
zimograma muestra una mayor sensibilidad que otros métodos de tincidon de proteina como la
tincién negro amido, observandose bandas de actividad en zonas donde la tincion de proteinas fue
negativa (Boettcher y De La Lande, 1969; Kakefuda y Duke, 1984; Martinez et al., 2000). La alta
sensibilidad del método parece estar justificada por la difusion del almidén a través de los poros de
la matriz de poliacrilamida, provocando asimismo que las bandas de actividad resulten poco
definidas y poco nitidas, ya que de igual forma la amilasa difunde a través del gel (Boettchery De La
Lande, 1969).

Finalmente, cabe hacer notar la presencia de bandas irregulares de actividad en la zona
proxima a los 50 kDa en los carriles de células, protoplastos, sobrenadante del lisado y sobrenadante
del lisado residual (carriles 1 a 4 de laimagen B de la Figura 17). Estas bandas pueden correlacionarse
con la actividad obtenida cuando se utilizé el dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter, asi como
con las bandas observadas en el zimograma que se usé para la secuenciacidon de la amilasa
citoplasmica de Sii-25124 (Figura 14). Nétese que estas bandas ya no se observaron en los carriles
correspondientes al botdn celular ni en los de las tres eluciones. Este resultado podria estar
corroborando que la proteina de baja masa molecular responsable de esta actividad se encuentra
en la fraccidn soluble de la célula (citoplasma) y que ademads carece de SBDs que le permitan unirse
al almiddn insoluble, hecho que también se observd en el resultado de la secuenciacién de esta
enzima, en la que no se identificd ningin médulo de unidn a carbohidratos.

Dentro de las amilasas reportadas para otros géneros de Streptococcus, la amilasa
intracelular de S. bovis 148 es incapaz de unirse al almidén insoluble; mientras que la extracelular si
puede unirse, encontrandose dos SBDs, identificados como propios de la familia 26 de los mddulos
de unién a carbohidratos (CBM26) (Satoh et al., 1993; Matsui et al., 2007). Por otro lado, en la a-
amilasa extracelular de S. bovis JB1 también se identifican dos SBDs de la familia CBM26 capaces de
unirse al almiddn insoluble (Whitehead y Cotta, 1995), mientras que su amilopululanasa reportada
in silico, cuenta con SBDs de la familia CBM41, igual que los que se sugiere para la enzima de Sii-
25124. Asimismo, la amilopululanasa de S. suis JS14 posee este mismo SBD.
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A partir del andlisis de las secuencias de las amilasas se vio que la a-amilasa citopldsmica
de S. lutetiensis 033 fue la que mostré mayor identidad con respecto a la a-amilasa citoplasmica de
Sii-25124, encontrando que en la secuencia de la amilasa de S. lutetiensis 033 tampoco existen SBDs.
De hecho, en ninguna de las a-amilasas citopldsmicas seleccionadas para el andlisis de identidad con
respecto a la a-amilasa de Sii-25124 se identificaron CBMs; sin embargo, si se encontraron para
algunas amilasas extracelulares, como en la de S. bovis JB1y en la de S. pneumoniae. De la misma
forma, las pululanasas seleccionadas para comparar con la amilasa de Sii-25124 mostraron la
presencia de SBDs de la familia CBM41, pero en este caso todas son pululanasas extracelulares.
Estos andlisis sugieren que el género conserva la presencia de SBDs para amilasas extracelulares,
probablemente debido a la necesidad de hidrolizar polisacaridos del medio exterior para el
subsecuente transporte de oligosacaridos o monosacaridos al interior celular.

El ensayo de unidn al almiddn insoluble no sélo brinda una sugerencia de la presencia de
SBDs en la enzima de alta masa molecular de Sii-25124, sino que ademas se puede considerar una
posible via para la purificacion de dicha enzima. La purificacién de diversas amilasas utilizando la
ventaja que brindan los SBDs, como en el caso de la amilasa de L. amylovorus (Rodriguez-Sanoja et
al., 2000), L. manihotivorans y L. plantarum A6 (Rodriguez-Sanoja et al., 2005), permite
rendimientos de hasta el 69% y 72 veces de enriquecimiento.

Efecto de la temperatura en la estabilidad de las amilasas de Sii-25124

Ya que se tenia reportada la temperatura dptima para la actividad de la amilasa de Sii-25124 (37° C)
(Diaz, 2004; Virgilio, 2005), se estudio el efecto de diferentes temperaturas a distintos tiempos de
incubacion sobre la estabilidad de las actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124; la actividad
amilolitica debe considerarse como la suma de las actividades amiloliticas de la amilasa asociada a
membrana celular de alta masa molecular (246.32 kDa) y la citoplasmica de baja masa molecular
(55.76 kDa). Se sabe que esta ultima enzima se encuentra presente en el sobrenadante del lisado,
debido a la evidencia de los zimogramas obtenidos en los ensayos anteriores y aunque
aparentemente parezca tener una actividad baja, no debe descartarse que posiblemente puede
presentar poca renaturalizacién debido a las condiciones desnaturalizantes a las que se sometio
para obtener los geles (Cazenave y Toulmé, 2001; Hu y Beeton, 2010). Los resultados de la actividad
recuperada de las amilasas de Sii-25124 se muestran en el Grafico 1.
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Grafico 1. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-
25124. La actividad se midid a 37°C después de la preincubacion de las enzimas a las diferentes
temperaturas

En el Grafico 1 se observa que la actividad fue mas estable durante los tiempos cortos de
incubacién (10 minutos, curva azul) para todas las temperaturas evaluadas mientras que los tiempos
prolongados (60 minutos, curva naranja) disminuyeron la actividad de las amilasas. De forma
particular se observé que durante 10 minutos de incuacidn, las amilasas tienen mads del 100% de
actividad en un intervalo de 30°-45°C; mientras que a 60 minutos de incubacidn las amilasas
muestran una actividad del 85-100% con respecto al control en un intervalo de temperatura de 25°-
37°C.

En comparacidn con otras amilasas bacterianas, la actividad amilolitica de las amilasas de
Sii-25124 tiene una termoestabilidad similar a la de las amilasas extracelulares de S. bovis JB1 (Freer,
1993) y L. amylophilus, ambas con una estabilidad entre 30 y 40°C (Tabla 18). Se observa que en
general las amilasas de bacterias lacticas amiloliticas presentan termoestabilidades dentro de 30 a
55°C, siendo L. manihotivorans LMG 18010 la que tiene mayor intervalo de estabilidad térmica.
Debido al nicho ecoldgico al cual estos microorganismos se han adaptado, que corresponde a
materiales amildceos que sufren de una fermentacién espontanea a la temperatura ambiente del
trépico, sus amilasas presentan termoestabilidad a temperaturas entre 37-55°C. Por ello, es poco
comun que estas bacterias produzcan amilasas con termoestabilidades amplias, como es el caso de
otras bacterias amiloliticas, como la de B. subtilis, B. licheniformis y A. niger que tienen estabilidad
en su actividad a mas de 100°C. Esta caracteristica podria no hacerlas buenas candidatas para los
procesos industriales que se tienen ya establecidos, en los que se requiere de enzimas capaces de
resistir temperaturas entre 60-80°C; sin embargo, la baja termoestabilidad de las bacterias lacticas
amiloliticas puede no tomarse como desventaja si se considera el ahorro de energia que supone
unificar los pasos de licuefaccion y sacarificacion en uno solo, que es uno de los atractivos de
utilizarlas (Petrova et al., 2013). En este sentido, las amilasas de Sii-25124 podrian facilitar la
hidrélisis completa del almidén debido a que presentan actividades a-amiloliticas y pululanoliticas.
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Su uso, al igual que el de otras bacterias acido lacticas, podrian estandarizarse para procesos a bajas
temperaturas que permitan altos rendimientos, ahorro de energia y costos.

Tabla 18. Comparacién de la termoestabilidad de las amilasas de Sii-25124 con otras amilasas bacterianas.

Especie Enzima Estabilidad térmica Referencia
(°C)
S. infantarius 25124 Sobrenadante del lisado celular con dos 30-45 Este trabajo
amilasas
S. bovis JB1 a-amilasa extracelular 30-40 Freer, 1993
L. amylovorus ATCC 33620 | a-amilasa extracelular 40-50 Castillo et al.,
L. amylophilus NRRL B- | a-amilasa extracelular 30-40 1993
4437
L. manihotivorans LMG | a-amilasa extracelular 55-65 Aguilar et al.,
18010 2000
B. cereus HI.5 amilopululanasa extracelular 30-55 Hii et al., 2009

Efecto del pH sobre la estabilidad de las amilasas de Sii-25124

Se estudio el efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-
25124, sabiendo que el pH 6ptimo de su actividad es de 6.8 (Diaz-Ruiz et al., 2003a; Virgilio, 2005).
Los resultados se muestran en el Grafico 2.
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Grafico 2. Efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124. La actividad
recuperada se midié a pH 6.8, 37°C y 10 mM de MgClz2 después de la preincubacién de las enzimas a los
diferentes pHs. Se reporta el promedio de tres réplicas experimentales.
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En el Grafico 2, se observa que la actividad amilolitica de Sii-25124 fue cero en pH 3.0,y a
partir de este valor fue aumentando, formandose una primera meseta en un intervalo de 5.5-6.0,
obteniendo 62.8% y 61.6% de la actividad total, respectivamente. Después hubo un aumento
pronunciado y la formacidn de una segunda meseta en el intervalo de 6.8 a 8.0, obteniéndose mas
del 100% de la actividad amilolitica con respecto al control. Después, la actividad disminuyd a 80%
a pH 9.0. Probablemente la presencia de dos mesetas sea indicativo de los intervalos de estabilidad
de una amilasa y otra frente al pH, pero no es posible saber a qué enzima corresponde uno u otro
intervalo, considerando ademas que ambas amilasas podrian estar aportando cierto grado de
actividad en cada uno.

El sobrenadante del lisado celular de Sii-25124 presenté una precipitéon inmediatamente al
agregarsele el buffer de fosfatos-citratos pH 3.0, lo que estaria sugiriendo precipitacion por
desnaturalizacién de la gran mayoria de las proteinas presentes, incluyendo a las amilasas. Por otro
lado, la actividad de las amilasas disminuyé de 140% de actividad a pH 8.0 (con respecto al control)
hasta un 80% a pH 9.0. Aunque aun es una actividad importante, este dato podria indicar que a pHs
mas altos la actividad podria seguir disminuyendo hasta volverse a inactivar. Sin embargo, es
interesante la capacidad de las amilasas para mantener la actividad a un pH tan alcalino: por
ejemplo, la amilasa extracelular de S. bovis JB1 se inactiva a pH 8.5 (Freer, 1993) mientras que la
amilopululanasa de B. cereus H1.5 presenta 40% de actividad a pH 8.0 (Hii et al., 2009) (Tabla 19).
Existen amilasas cuya actividad dptima se encuentra en un pH alcalino, y son propias de organismos
alcaldfilos como la de Bacillus spp. IMD 370, con actividad maxima a pH 10.0 (Mc Tigue et al., 1995);
la de Bacillus spp. AB68, aislado del lago alcalino Van y con actividad éptima a pH 10.5 (Aygan et al.,
2008) o la amilasa de B. licheniformis MTCC1483 con actividad d6ptima a pH 8.0 (Dahiya y Rathi,
2015). Sin embargo, Streptococcus infantarius no es considerado un microorganismo alacaléfilo o
alcalino-tolerante, por lo que encontrar que la actividad amilolitica de sus amilasas se mantiene en
porcentajes altos (80%) a pH 9.0 podria indicar que tal vez la cepa Sii-25124 cuenta con mecanismos
de tolerancia a pHs alcalinos o a otros medios adversos (Dominguez, comunicacién personal).

Segun la informacion tedrica arrojada por el andlisis in silico de la secuencia de aminodcidos
de las amilasas de Sii-25124 y de la prediccidn de algunas de sus caracteristicas fisicoquimicas, si el
punto isoeléctrico de la amilasa intracelular de 55.7 kDa estd calculado de 5.15, seria probable que
la actividad obtenida a pH 5.0 segln el Grafico 2 sea mayoritariamente debida a la amilasa asociada
a membrana celular de 250 kDa. Sin embargo, el valor del punto isoeléctrico de la amilasa
intracelular es muy cercano al de la amilasa de membrana plasmatica, que es de 4.62 (Tabla 9)
Probablemente la baja actividad obtenida en pH 5.0 haya sido Unicamente debida a la amilasa de
250 kDa, cuya baja actividad podria ser a causa de que se encontré en un pH préximo a su punto
isoeléctrico, siendo probablemente nula la participacion de la amilasa intracelular.

En comparacion con otras amilasas de bacterias acido lacticas, las amilasas de Sii-25124
tienen un intervalo amplio de pH en el que muestran una actividad de mas del 100%, que es similar
al que presenta la a-amilasa extracelular de S. bovis JB1 (Tabla 19). En general, la estabilidad al pH
que presentan otras amilasas de bacterias lacticas amiloliticas comprende un intervalo acido, entre
5.0 a 6.0, siendo las amilasas extracelulares de L. plantarum A6 y L. manihotivorans LMG 18010 las
gue presentan estabilidad desde pH 4.0. La estabilidad a pHs acidos en las amilasas de este tipo de
bacterias debe ser importante debido a los ambientes acidos que generan ellas mismas para
colonizar y dominar su nicho. Es interesante que las amilasas de Sii-25124 presenten baja actividad
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a pH 4.0 y 5.0, debido justamente a la capacidad de las bacterias acido lacticas de adapatarse a
ambientes de hasta pH 3.0. Sin embargo, la presencia de Sii-25124 en la etapa inicial de Ia
fermentacién de la bola de nixtamal, cuando el pH se encuentra entre 7.0y 7.8 (Wacher et al., 1993),
puede ser consecuencia de su adaptacidn a dicho ambiente, y esto a su vez una posible razén por la
gue sus amilasas son estables en un intervalo diferente al de otras amilasas de bacterias lacticas
amiloliiticas, las cuales no presentan estabilidad a pHs alcalinos, (Tabla 19), siendo que las amilasas
de Sii-25124 aun presentan el 80% de actividad a pH 9.0. Estos resultados podrian sugerir que la
participacién de ambas amilasas en el proceso de fermentacion del pozol son importantes para la
prevalencia de Sii-25124 en todas las etapas del proceso, ya que considerando las mesetas
obtenidas del Gréfico 2, cabe la posibilidad de que una o ambas enzimas sean activas tanto al inicio
de la fermentacién cuando el pH no es acido, como al final, cuando el pH de la masa se acidifica
hasta valores de 4.6 (Wacher et al., 1993).

Cabe mencionar que existe interés por amilasas con estabilidad a pHs alcalinos para
procesos industriales, como para la produccion de detergentes, debido a que aquellos producidos a
base de enzimas son mas eficientes que los sintéticos, ademds de que son biodegradables y
amigables con el medio ambiente. Sin embargo, estos detergentes requieren de enzimas resistentes
a medios alcalinos para poder funcionar adecuadamente (Dahiya y Rathi, 2015). Asi pues, las
amilasas de Sii-25124 podrian ser buenas candidatas para usarse en la produccién de detergentes,
para lo cual seria interesante caracterizarlas individualmente con el fin de ver cual de ellas es mds
resistente a pHs alcalinos.

Tabla 19. Comparacién de la estabilidad frente al pH de las amilasas de Sii-25124 con amilasas provenientes
de otras especies de bacterias amiloliticas

Especie Enzima Estabilidad  Inactivacion Referencia

S. infantarius 25124 Sobrenadante del lisado celular con dos 6.8-8.0 3.0 Este trabajo
amilasas

S. bovis JB1 a-amilasa extracelular 5.5-8.5 - Freer, 1993
L. plantarum A6 a-amilasa extracelular 4.5-5.5 3.0 Giraud et al., 1993
L. amylovorus ATCC 33620 a-amilasa extracelular 5.0-6-0 2.0 Castilloetal., 1993
L. amylophilus NRRL B-4437 a-amilasa extracelular 5.0-6-0 2.0
L.  manihotivorans LMG | a-amilasa extracelular 4.0-6.0 2.5 Aguilar et al., 2000
18010
B. cereus HI.5 amilopululanasa extracelular 2.0-10.0 1.0 Hii et al., 2009

Efecto de iones metalicos sobre la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-
25124

Michas proteinas contienen sitios de unién para iones metalicos que contribuyen en su funcién. Los
iones metalicos en las metaloenzimas o enzimas metaloactivadas actlan como catalizadores
electrofilicos, estabilizando el aumento de la densidad electrénica generada durante las reacciones;
asi mismo, les permite adquirir mayor estabilidad en su conformacion, lo cual puede verse reflejado
en un aumento de su actividad enzimatica (Prakash et al., 2011). En general, las amilasas son
metaloenzimas que requieren iones calcio para su actividad, integridad estructural y estabilidad
(Nielsen et al., 2003; Sudha, 2012); sin embargo, hay amilasas que no requieren iones Ca®* para
presentar una actividad dptima, como las amilasas extracelulares de S. bovis JB1 y L. plantarum A6
(Freer, 1993 y Giraud et al., 1993, respectivamente) o que requieren otro tipo de metal divalente,
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como la amilasa de L. amylophilus NRRL B-4437, que se activa con iones Ba** (Castillo et al., 1993) o
la amilasa de B. licheniformis 2618, que se activa con Mg?* (Divakaran et al., 2011). Siendo asi, se
evalud el efecto de diferentes iones en la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124,
obteniéndose los resultados del Gréfico 3.
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Grafico 3. Actividad amilolitica recuperada del sorenadante del lisado celular de Sii-25124 en presencia de
diferentes iones metalicos (10 mM). Barras azules: actividad del 0-100%; barras rosas: actividad > 100%. El
control consistié en la medida de actividad amilolitica de las amilasas en el sobrenadante del lisado celular de
Sii-25124 recién obtenido, realizando el ensayo a 37°C, pH 6.8 y sin agregar ningun idn divalente.

La actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124 se vio altamente favorecida con iones
Mg?*, lo que le confirié a las enzimas una actividad del 173.8% con respecto del control (100%). El
segundo idn que favorecid la actividad de las amilasas fue el Mn?* con 146.6%, seguido de Fe®*
(116%) y de Ca** (112%). En general la actividad de posiblemente ambas enzimas se vio inhibida por
los iones Na*, Ba?*, K*, Cu®* y Zn?*; mientras que ambas fueron inactivadas por el Hg*; sin embargo,
la activacidn que se observé con los iones Mg?*, Mn?*, Fe** y Ca?* no se sabe si es porque una sola
enzima fue favorecida y la otra no; o porque ambas lo son en diferente o la misma proporcién. En
este punto es importante recordar que en la secuencia de la amilasa de Sii-25124 se encontrd que
el sitio de unidn a cationes es caracteristico de este tipo de enzimas y que pueden unir tanto iones
Ca?* como Mg** (Mikami et al., 2006), por lo que este resultado confirmaria experimentalmente lo
reportado para este tipo de enzimas, sugiriendo que el sitio de unién a catién en la amilasa de Sii-
25124 estd mas adecuado para Mg?*. Ademas, es interesante que aunque el calcio si mejord la
actividad de las amilasas del sobrenadante del lisado, el magnesio lo hizo en mayor medida.
Considerando que la masa del pozol contiene cantidades significativas de calcio debido al proceso
de nixtamalizacién, es posible que la actividad de las amilasas bajo estas condiciones no sea la
dptima, lo que podria explicar por qué Sii-25124 no se considera una cepa tan amilolitica como otras,
como L. plantarum A6, aislada de raices de yuca y cuya amilasa no requiere de Ca?* para llevar a
cabo su actividad (Giraud et al., 1991 y 1993).
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También cabe resaltar que en la secuencia de la amilasa citoplasmica de Sii-25124 se
identificé un sitio de unién a Ca®*/Na*, indicando que probablemente uno o ambos iones podrian
activar su funcionamiento. El ensayo aqui realizado sugiere que el Na* no es el idn para el que estd
adecuado el sitio de unidn a cation en la a-amilasa intracelular de Sii-25124.

La inactivacién por iones Hg*, Cu?*, Zn**pudo deberse a su unidn a posibles grupos sulfhidrilo
en el sitio activo de las amilasas, llevando a su inactivacién o a que estos iones compiten por la unién
asl sitio de union a catién, llevando entonces a una inactivacion por inhibicién (Prakash et al., 2011,
Alnuaimi et al., 2012). La inactivacién de las amilasas por iones metalicos pesados es parte de la
evidencia de que residuos de cisteina estan presentes en el sitio activo de estas enzimas. Para las
amilasas, la presencia de grupos sulfhidrilo libres son necesarios para su estabilidad, su
comportamiento redox, para la unidn de cofactores, para la nucleofilicidad y la actividad catalitica
(Giles et al., 2003; Bradwell, 2005). Siendo asi, ya que los grupos tiol tienden a actuar como ligandos
para los iones metalicos, es factible la unién de iones de metales pesados con la consecuencia de la
inactivacion por inhibicién. Por otro lado, la inactivacién por iones como el Na*, Ba**y K* pudo
deberse a la desestabilizacion de la estructura de las enzimas por la reduccion en la disponibilidad
de moléculas de agua del medio, indicando que se podria tratar de una actividad amilolitica
halosensible. Otras amilasas son capaces de resistir o incrementar su actividad por la presencia de
cationes salinos, como el Na* o el K*, como en las amilasas de L. plantarum A6 (Giraud et al., 1993)
y de L. manihotivorans LMG 18010 (Aguilar et al., 2000).

Los iones que funcionaron como activadores para las amilasas de Sii-25124, Mg?*, Mn%'y
Fe®* también funcionan como activadores de amilasas como la de L. plantarum A6, cuya actividad
aumenta con Fe** y Mg?* (Giraud et al., 1993) y la de L. amylophilus ATCC 33620, que también se
activa con Fe** (Castillo et al., 1993). Por otro lado, el Ca% se reporta como el activador comun para
la mayoria de las amilasas, siendo pocas las que no se ven favorecidas por él, como la amilasa de L.
plantarum A6 (Giraud et al., 1993) y la de L. amylovorus ATCC 33620 (Castillo et al., 1993), las cuales
se inactivan ligeramente en presencia de dicho idn; mientras que existen amilasas que no se ven
afectadas por él, como las de S. bovis JB1 (Freer, 1993) y de Bacillus sp. SMIA-2 (Carvalho et al.,
2008), cuya actividad permanece igual con o sin presencia del ién. La comparacion de la afectacién
frente a iones metdlicos en otras amilasas bacterianas se resume en la Tabla 20.
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Tabla 20. Comparacidn del comportamiento de amilasas de bacterias amiloliticas frente a iones metalicos.

Especie Enzima Ca** Mg Ba%* Cu? Zn* Fe¥* K* Mn%*  Hg?* Referencia

S. infantarius | lisado  celular | 112% | 173.8% | 44.3% | 83.3% | 82.3% | 116% | 88.6% | 146% | 0.0% | Este

25124 con dos trabajo
amilasas

S. bovis 148 a-amilasa -- -- -- 30% -- -- -- -- 0.0% | Satoh et
intracelular al., 1997

S. bovis JB1 a-amilasa 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% --- 81% | 81% | Freer,
extracelular 1993

L. plantarum A6 | a-amilasa 95% 104% | 103% | 109% | 107% | 115% | 114% -- 0.0% | Giraud et
extracelular al., 1993

L. amylovorus | a-amilasa 87% -- 91% 89% 84% 71% -—- -—- 31% | Castillo et

ATCC 33620 extracelular al., 1993

L. amylophilus | a-amilasa 117% -- 120% | 112% | 107% | 106% - - 35%

NRRL B-4437 extracelular

L. a-amilasa 101% 94% 103% | 51% | 103% 8% 104% | 99% 2% | Aguilar et

manihotivorans | extracelular al., 2000

LMG 18010

L. amylophilus | Amilasa 130% --- 76% 55% 90% 60% --- -- --- | Vishnu et

GV6 Pululanasa 110% - 88% 0.0% 60% 32% - - -—- al., 2006

Bacillus sp | a-amilasa 100% 95% 25% 10% 70% --- 60% 25% --- | Carvalho

SMIA-2 extracelular etal., 2008

B. cereus HI.5 amilopululanasa | 172.5% | 6.4% - 0.5% | 3.5% | 4.9% - 64.5% | --- | Hii et al.,
extracelular 2009

Efecto del sustrato en la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124

Con el fin de tener una idea sobre la especificidad por sustrato y el comportamiento de la actividad
amilolitica de las amilasas frente a almidén y amilopectina (sustrato ramificado), asi como frente a
distintas concentraciones de éstos, se realizaron ensayos para obtener esbozos de curvas de
actividad enzimatica frente al tiempo. Normalmente, las amilasas se evaluan frente a distintos
sustratos como almiddn soluble, almidén insoluble, amilosa, amilopectina, glucégeno, pululano y
otros polisacaridos (Castillo et al., 1993; Vishnu et al., 2006). En la presente investigacion los
sustratos evaluados para las amilasas de Sii-25124 fueron almidén soluble y amilopectina con el fin
de tener una idea sobre su comportamiento frente al primero, que funge como sustrato principal
para las amilasas, y saber si posee actividad sobre sustratos ramificados. A continuacion, se reportan
los resultados obtenidos asi como su respectivo analisis.

Curso temporal de la hidrdlisis del almiddon y la produccion de azicares reductores
a partir de almiddn por las amilasas de Sii-25124

Se realizé una medicién simultdnea de la degradacion del almidén y la produccion de azucares
reductores de las amilasas de Sii-25124. Segun se observa en el Gréfico 4, al hidrolizar 100 mg/mL
de almiddn inicial, las amilasas de Sii-25124 presentan una velocidad de 5.13 mg/mL de almiddn
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degradado por minuto durante los primeros 15 minutos de reaccion. Segln se observa, las amilasas
son capaces de degradar la mitad del almiddn inicial presente en tan sélo cinco minutos Después de
los primeros cinco minutos la degradacidén comienza a disminuir: en los 5 minutos subsecuentes (10
minutos totales de reaccion) la concentracidn de almiddn se reduce de 51.3+6.2 mg/mL a 35.245.7
mg/mL y en los siguientes 5 minutos (15 minutos totales de reaccién) se reduce a 19.8 mg/mL,
manteniéndose una reduccion de 16 mg/mL de almidén en ambos tiempos. Pasados los 15 minutos,
la degradacion comienza a ser mas lenta, reduciéndose entre 3-1 mg/mL de almidén por cada cinco
minutos, hasta que a los 60 minutos se obtuvo una concentracion final de 3.2+1.3 mg/mL de
almidon.

Por otro lado, en cuanto a la produccidn de azucares reductores (Grafico 5) se observo una
velocidad baja en comparacion con la degradaciéon de almiddn. A partir de 100 mg/mL del sustrato,
las amilasas de Sii-25124 produjeron azucares reductores a una velocidad de 0.428 mg/mLmin?
durante los primeros 15 minutos de reaccidn. Después, el producto sigue acumulandose de forma
gradual hasta mantenerse casi sin cambios al finalizar la reaccién a los 90 minutos, llegandose a
producir 24+1 mg/mL de azlcares reductores.

El patrén de hidrélisis del almiddn y de produccidn de azucares reductores que presentaron
las amilasas de Sii-25124 es tipico de enzimas a-amilasas: un radpido descenso de la concentracion
de almiddn en conjunto con una produccidn baja de azucares, lo que indica la actividad de una
endoenzima (Giraud et al., 1993; Aguilar et al., 2000). Es posible que debido a un efecto sinérgico
entre ambas amilasas presentes en el sobrenadante del lisado es que se haya presentado este
comportamiento, ya que la hidrélisis del almidén (Grafico 4) parecié ser mas alta en comparacion
con la que llevan a cabo otras amilasas de bacterias lacticas amiloliticas, como la de L. plantarum
A6, que reduce la concentracion de almiddn de 8 g/L a 6.5 g/L aproximadamente en 5 minutos
(Giraud et al., 1993); mientras que las amilasas de Sii-25124 reducen a la mitad la concentracion
inicial del sustrato en el mismo tiempo. Por otro lado, la actividad de las amilasas es comparable con
la de la amilasa de L. manihotivorans LMG 18010 que reduce la concentracion del sustrato hasta
casi 60% de la concentracion inicial (Aguilar et al., 2000). Sin embargo, la velocidad de reaccion de
cada amilasa por separado debe ser estudiada para poder compararlas entre ellas y con otras
amilasas de otras bacterias amiloliticas.
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Grafico 4. Curso temporal de la hidrdlisis del almidén por las amilasas de Sii-25124 usando el método de
extincién del complejo almiddn-yodo. La curva es resultado de tres réplicas independientes. La velocidad
inicial que se muestra fue calculada para los primeros 15 minutos de reaccion.

25
_ LT
3 D e
€ 20 - T
H B .
£
i 15 /E/
o
[=]
s
210
[]
o /
8
§ 5
3 L Vi=0.428 mg/mLmin
< ¢
=0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 20

Tiempo (min)

Grafico 5. Curso temporal de la produccion de azucares reductores por las amilasas de Sii-25124 usando
almidon soluble como sustrato. Los azlcares reductores se cuantificaron por el método de DNS. La curva es
resultado de tres réplicas independientes. La velocidad inicial que se muestra se calculd para los primeros 15
minutos de reaccion.

Efecto de diferentes concentraciones de almidon sobre la actividad amilolitica de las
amilasas de Sii-25124

Se evalud el comportamiento de las amilasas de Sii-25124 ante diferentes concentraciones de
almiddn durante los primeros 25 minutos de reaccién. Se encontré que las amilasas comienzan a
generar azucares reductores de forma importante a partir de 10 mg/mL de almidén en el medio de
reaccion, y dicha produccion aumenta conforme aumenta la concentracién de sustrato presente
(Grafico 6). De 1 a 7.5 mg/mL de almiddn, la produccidon de azlcares reductores fue casi
despreciable; sin embargo, ya con cantidades mas altas, la produccién aumenté notablemente: con
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10 mg/mL la produccién alcanzé un maximo de 1.4+0.6 mg/mL tras los 25 minutos. Con
concentraciones de 25 a 75 mg/mL de almiddn, la produccién alcanzé maximos entre 3.5-5.8
mg/mL, pero esta produccidn se vio visiblemente aumentada al crecer la concentracion de almiddn
a 80 mg/mL, ya que se produjeron 10.3+2.6 mg/mL de azucares reductores a los 25 minutos.
Después, con 90 y 100 mg/mL la produccidn inicial se redujo pero después aumentd hasta 10.3+2.6
mg/mLy 11.9+4.5 mg/mL, respectivamente. Finalmente, las concentraciones de 200 y 300 mg/mL
redujeron notablemente la velocidad de reaccion de las amilasas, alcanzando sélo 2.7 a 3.6 mg/mL
a los 25 minutos (Grafico 6), mostrandose una posible inhibicion por sustrato.
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Grafico 6. Produccidn de azucares reductores por parte de las amilasas de Sii-25124 incubando en diferentes
cantidades de almiddn. Cada curva es resultado de tres réplicas experimentales.

Del Grafico 6 se observa que a partir de concentraciones de almidén de 200 mg/mL hay una
reduccion importante de la velocidad, lo que indicaria una inhibicidon por sustrato. Este tipo de
inhibicidn implica que la curva de velocidad de una reaccidon enzimatica se eleva hasta un maximo
conforme la concentracién de sustrato incrementa y luego desciende a cero o a una asintota
diferente de cero (Reed et al., 2010). Se estima que este fendmeno se presenta en
aproximadamente un 20% de las enzimas (Chaplin y Bucke, 1990; Reed et al., 2010). La inhibicién
por sustrato puede darse porque las enzimas pueden contar con sitios especiales en los que una
segunda molécula de sustrato puede unirse y actuar como inhibidor alostérico, lo cual tendria un
papel en la regulacién de vias metabdlicas (Reed et al., 2010). Es interesante que las amilasas de Sii-
25124 hayan presentado inhibicién por sustrato, ya que podria estar indicando mecanismos de
regulacién metabdlica presentes en esta cepa ante cocentraciones muy elevadas de almiddn, lo cual
tal vez pudiera estar relacionado con una acumulacién excesiva de oligosacaridos de menor tamanio
en el exterior celular. A partir de este comportamiento de inhibicién por sustrato se puede intuir
gue las amilasas no muestran un comportamiento Michaeliano, lo cual es lo esperado dado que no
se evalud su cinética de forma individual. El calculo de constantes cinéticas a partir de un grafico de
dobles reciprocos no se sugiere debido a que arrojaria valores erréneos sobre la afinidad y la
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velocidad maxima de las amilasas de Sii-25124. Sin embargo, los resultados obtenidos con respecto
a los cambios en la velocidad frente a diferentes concentraciones de sustrato son un primer esbozo
en cuanto al estudio de estas amilasas. Existen los datos cinéticos de otras amilasas de bacterias
lacticas amiloliticas, como el de la a-amilasa de L. plantarum A6, que es de 2.38 mg/mL (Giraud et
al., 1993), el de la amilasa de L. plantarum L137 de 4 mg/mL (Olympia et al., 1995) o el de la a-
amilasa extracelular de S. bovis JB1 de 0.88 mg/mL (Freer, 1993). Estos reportes podrian dar una
nocién respecto a las Kms esperadas para las amilasas de Sii-25124.

Curso temporal de la produccidon de azicares reductores por las amilasas de Sii-
25124 a partir de amilopectina

Se estudié la actividad de las amilasas de Sii-25124 sobre la amilopectina, un sustrato ramificado
con enlaces a(1-6) en cada 20-30 residuos de glucosa unidos por enlaces a(1-4). Las amilasas de Sii-
25124 tuvieron, a partir de la concentracién mas baja de amilopectina probada (16.6 mg/mL), una
velocidad de 0.05 mg/mLmin durante los primeros 25 minutos de reaccidn. La concentracién de
azucares reductores no cambidé mucho en los tiempos subsecuentes, hasta que generd un maximo
de 3.7+1.2 mg/mL a los 90 minutos de reaccién. Después, con 25 mg/mL de amilopectina, durante
los primeros 25 minutos de reaccidn alcanzé una velocidad de 0.09 mg/mLmint. Generando 7.6+3.9
mg/mL a los 90 minutos de reaccién. Con 50 mg/mL de amilopectina se obtuvo 0.2 mg/mLmin™ a
los 25 minutos hasta alcanzar 12.940.4 mg/mL a los 90 minutos de reaccién. Finalmente, con 80 se
produjeron 13.4+1.8 mg/mL al final del tiempo de reaccién (Grafico 7). La velocidad de produccion
durante los primeros 25 minutos fue de 0.17 mg/mLmin’, notablemente mas pequefia que la
obtenida para 80 mg/mL de almiddn. En el Gréfico 8 se observa que la produccién de azucares
reductores a partir de 80 mg/mL amilopectina es notoriamente mas lenta en comparacion con la
produccién a partir de 80 mg/mL de almidén.
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Grafico 7. Produccidon de azlcares reductores por parte de las amilasas de Sii-25124 incubando en diferentes
concentraciones de amilopectina. Cada curva es resultado de tres réplicas experimentales.
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Grafico 8. Cursos temporales de la produccién de azlcares reductores a partir de almidén (naranja) y
amilopectina (azul) a 80 mg/mL por parte de las amilasas de Sii-25124. Las velocidades iniciales que se
presentan fueron calculadas a los 25 minutos de reaccion.

De la secuenciacidn realizada a las amilasas presentes en el sobrenadante del lisado celular
de Sii-25124 se descubrié que una de las amilasas de esta cepa podria tratarse de una
amilopululanasa de 246.32 kDa, mientras que la otra de una a-amilasa citopldsmica de 55.76 kDa.
Se sabe que las amilopululanasas son capaces de hidrolizar los enlaces a(1-4) y a(1-6) en pululano,
almidén, amilosa y amilopectina (Hii et al., 2012), reportandose que los productos de la hidrdlisis de
almiddn por parte de estas enzimas son glucosa, maltosa, maltotriosa y maltotetraosa (Vishnu et
al., 2006; Kim et al., 2008; Nisha y Satyanarayana, 2013a), presentando bajas concentraciones de
maltosa y glucosa, ademads de que la accion sobre almidén y amilopectina es muy lenta debido a la
baja afinidad por los enlaces a(1-4); estas caracteristicas, aunadas a la accion sobre pululano, son
indicios de una actividad endo-amilopululanolitica (Hii et al., 2009). La baja velocidad de hidrdlisis
de las amilasas de Sii-25124 frente a la amilopectina podria ser aparente, debido a que las dos
enzimas se evaluaron juntas y el efecto observado sobre cada sustrato es una combinacion de las
caracteristicas de ambas enzimas frente a cada sustrato. En general, el efecto de la inactividad frente
enlaces a(1-6) por parte de la a-amilasa, aunado a una posible baja afinidad por los enlaces a(1-4)
por parte de la amilopululanasa, pudieron ser los causantes de una velocidad menor frente a la
amilopectina en comparacién a la velocidad frente a almiddn; sin embargo, seria necesario un
analisis de los productos de reaccién frente a ambos sustratos como una forma de comprobar la
actividad frente a enlaces a(1-4) y enlaces a(1-6), ya que dependiendo del tipo y concentracion de
oligosacaridos producidos a diferentes tiempos de reaccion es posible corroborar actividades endo-
amiloliticas y endo-amilopululanoliticas (Taniguchi y Honda, 2013). Asi mismo, la caracterizacion de
la actividad de ambas enzimas frente al pululano seria otra manera mas de corroborar sus funciones.
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CONCLUSIONES

La realizaciéon de este trabajo llevo al descubrimiento de que la actividad amilolitica de Sii-25124, la
cepa presente en todas las etapas de la fermentacidn del pozol, radica en dos enzimas amilasas: una
amilopululanasa de 246.3 kDa asociada a membrana celular con la posible capacidad de unirse e
hidrolizar tanto sustratos ramificados como no ramificados y una a-amilasa citoplasmica de 55.7
kDa, con la capacidad de hidrolizar sustratos no ramificados.

Estos hallazgos podrian sugerir que la participacion de Sii-25124 es importante al inicio de
la fermentacion de la masa nixtamalizada del pozol, debido a la produccién de su amilasa asociada
a membrana celular, que dada su posible actividad, no sdlo sobre enlaces a(1-4), sino
probablemente también sobre enlaces a(1-6) y sobre un almidén desestructurado pero insoluble,
podria generar los oligosacdridos suficientes para que otras bacterias lacticas no amiloliticas
encuentren las condiciones para colonizar el medio y llevar a término la fermentacién del pozol.
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ANEXO |
MEDIO DE cULTIVO DEMAN-ROGOSA-SHARPE-ALMIDON (MRS-A)

El medio de cultivo DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS) fue desarrollado por J.C. DeMan, M. Rogosa y M.E.
Sharpe (1960). Su formulaciéon permite el desarrollo adecuado de lactobacilos y bacterias acido
lacticas. La peptona, el extracto de carne y el extracto de levadura fungen como las fuentes de
nitrégeno y carbono, asi como las vitaminas y minerales que posee. Las sales de sodio, magnesio y
manganeso son la fuente de cofactores requeridos por las bacterias acido lacticas, ademas de que
pueden inhibir el desarrollo de otros microorganismos; mientras que el citrato de amonio actua
como agente inhibitorio para el crecimiento de bacterias Gram negativas (DeMan et al., 1960;
Schillinger y Holzapfel, 2003).

La formulacién original del medio MRS considera a la glucosa como principal fuente de
carbohidratos y energia; sin embargo, para los intereses de esta investigacidn se sustituyo la glucosa
por almiddn como la principal fuente de energia e inducir la produccién de amilasas por parte de
Sii-25124, formulando asi el medio MRS-Almiddn (MRS-A; Tabla ALi).

Tabla Al.i Composicion del medio MRS-A para el crecimiento de Sii-25124

Componente Cantidades (g) Marca comercial del reactivo

Almidén 20 J.T. Baker

Peptona pancreatica de caseina 10 BD, Becton, Dickinson and Company
Extracto de carne 10 Oxoid

Extracto de levadura 10 BD, Becton, Dickinson and Company
Citrato de amonio 2.17 J.T. Baker

Acetato de sodio 5 J.T. Baker

Sulfato de magnesio 0.207 Sigma

Sulfato de manganeso 0.056 Sigma

Fosfato dipotasico 2.62 J.T. Baker
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ANEXO Il.
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA POR EL METODO DE LA
EXTINCION DEL COMPLEJO ALMIDON-YODO

La porcidon amilosa del almiddn es responsable de la formaciéon de un color morado intenso al
contacto con yodo. Las unidades de glucosa en la cadena de amilosa estdn dispuestas en forma
helicoidal de tal manera que seis anillos piranosa forman una vuelta de la hélice. Las dimensiones
internas de la espiral son tales que la interaccion del yodo con la amilosa produce un complejo de
inclusion helicoidal en el que la molécula del halégeno ocupa el centro de la cavidad de la estructura
helicoidal (Fogarty, 1983). Se han propuesto diversas modificaciones al método original de
Wohlgemuth reportado en 1908. Smith y Roe en 1949 indicaron que bajo condiciones apropiadas
de analisis el complejo almifén-yodo puede generar intensidades de color proporcionales al tiempo
de incubacidn y a la concentracién de enzima utilizada.

En este trabajo la determinacidn de actividad amilolitica se realizé con la metodologia
descrita en la seccion VIL.i.2, en la cual también se definié la unidad de actividad amilolitica como la
cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de almidén en 30 minutos (Giraud et al., 1993)
y misma que se describe en la férmula All:

Formula All. Definicion de la actividad amilolitica

Abs.o — Ab
_ (Absy St10) % 3
m

U
Actividad amilolitica (—)
mL

En donde:

Absy, es la absorbancia de la muestra al tiempo cero de reaccion,

Abst, es la absorbancia de la muestra después de 10 minutos de reaccion,
m, es la pendiente de la curva patréon de almidon (T

abla A-ll y Grafico A-l1).

Tabla All.i Curva patrén de almidon

A do g Absorba aab20

0 0
0.5 0.19+0.03
1 0.32+0.02
1.5 0.50+0.05
2 0.65+0.06
2.5 0.81+0.06
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Grafico Alli. Curva patrén de almiddn soluble de papa Panreac. Se muestra la ecuacién de la recta, cuya
pendiente m fue de 0.3212. También se muestra el coeficiente de correlacién R?, con un valor de 0.9987. La
curva es el promedio de tres réplicas independientes.

Para confirmar la linealidad de la reaccidn a 30 minutos, que es el tiempo establecido en la
definicion empleada de actividad amilolitica (férmula All), se realizdé una curva de almiddn residual
durante 30 minutos de reaccion, para lo que se utilizé el lisado de Sii-25124 10 veces concentrado
(seccidn VIL.i.4.3) con una solucién de almiddn de 12.5 g/L. La reaccidn se realizé a 37°C, pH 6.8 y
con 10 mM de MgCl.. La Tabla All.ii y el Grafico All.ii muestran los resultados obtenidos.

Tabla AlL.ii. Curva de confirmacidn de la linealidad de la reaccidén a 30 minutos

< oJe 0 A ao

0 12.43+0.09
10 10.8+1.15
30 9.98+0.36
60 7.87+0.29
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Grafico AllLii Curva de linealidad de la reaccidon del lisado celular de Sii-25124 frente al almidén durante 30
minutos. Se muestra la ecuacidn de la recta, asi como el coeficiente de correlacién R2, con un valor de 0.9614.
La curva es el promedio de tres réplicas independientes.
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ANEXO Il
PREPARACION DE LOS MATERIALES PARA LA ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES
(SDS-PAGE)

Con el fin de observar y monitorear las amilasas de Sii-25124 en las diferentes fracciones obtenidas
durante el trabajo experimental (seccién VLI.i.3), se realizaron electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes siguiendo el método propuesto por Laemmli
(1970). En este anexo se especifican las cantidades de los reactivos utilizados para obtener geles al
8.0% y 7.0% de acrilamida y las condiciones del proceso.

Alll.i. Preparacion de geles discontinuos

Para una electroforesis en condiciones desnaturalizantes se requiere la preparacién de un gel
discontinuo, es decir, un gel con dos fases: el gel separador, en el que las proteinas se separaran por
tamafio; y el gel concentrador, que se encuentra encima del gel separador y en el que las proteinas
se concentraran en el mismo punto de partida para empezar a migrar juntas y al mismo tiempo a
través del gel separador (Laemmli, 1970).

Los geles discontinuos preparados para los ensayos de este trabajo se realizaron a una
concentraciéon del 8.0% y 7.0% de acrilamida para el gel separador y de 4.0% para el gel
concentrador. En la Tabla A.lll.1 se especifican las cantidades usadas de cada reactivo para la
preparacion de cada uno.

Tabla. AllLi. Preparacién de geles al 8.0% y 7.0% de acrilamida

Gel Separador Gel separador Gel concentrador
Reactivo (acrilamida al 8.0%) (acrilamida al 7.0%) (acrilamida al 4.0%)

Volumen para 2 Volumen para 2 geles Volumen para 2 geles
geles

Acrilamida 30%/bis- 2.66 mL 2.33mL 0.66 mL
acrilamida 0.8%
Agua desionizada 4.68 mL 5.01 mL 2.625 mL
Tris-HCl 4x pH 8.8 2.5mL 2.5mL -
Tris-HCl 4x pH 6.8 --- --- 1.66 mL
Persulfato de amonio 150 uL 150 pL 50 uL
10%
TEMED* 12 uL 12 ulL 5 pL
Total 10 mL 10 mL 5mL

*N ,N,N,N’-tetrametiletilendiamina (Sigma.Aldrich).
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Alll.i.1. Preparacion de soluciones para geles discontinuos
Alll.i.1.1. Acrilamida 30%/bis-acrilamida 0.8%

Trabajar con guantes, cubre-bocas y lentes de seguridad. Para una solucion de 100 mL se tomaron
30 g de cristales de acrilamida y 0.8 g de cristales de bis-acrilamida. Se colocaron en un vaso de
precipitados con 70 mL de agua desionizada, se agité con una barra magnética hasta completa
disolucién y se aforé a 100 mL con agua desionizada. Se almacené a 4°C.

AlllLi.1.2. Buffer Tris-HCl 4x (1.5 M) pH 8.8 para gel separador

Para 100 mL de solucidon se pesaron 18.171 g de tris base (Sigma) y 0.4 g de SDS (dodecil-sulféxido
de sodio de Sigma); se colocaron en un vaso de precipitados con 70 mL de agua desionizada y se
agité con una barra magnética hasta completa disolucidn. Posteriormente se ajusté el pH a 8.8 con
HCI. Se aforé a 100 mL con agua desionizada y se almacend a 4°C.

AlllLi.1.3. Buffer Tris-HCl 4x (0.65 M) pH 6.8 para gel concentrador

Para 100 mL de solucidn se pesaron 6.06 g de tris base y 0.4 g de SDS. Se colocaron en un vaso de
precipitados con 70 mL de agua desionizada y se agitd con una barra magnética hasta disolver
completamente. Se ajusté el pH a 6.8 con HCl y finalmente se aforé a 100 mL. Se almacené a 4°C.

AlllLi.1.4. Solucién de persulfato de amonio 10%

Para 10 mL de solucidn se pesd 1 g de persulfato de amonio y se colocé en un tubo Falcon de 15 mL.
Se colocd el volumen necesario de agua desionizada para aforar a 10 mL y se disolvié totalmente
con ayuda de un vértex. Se hicieron alicuotas de 1.5 mL en tubos Eppendorff y se utilizé
inmediatamente.

AllL.ii. Preparacion de buffer de carga 4x

Cada muestra que se pretende correr en una electroforesis debe prepararse con las condiciones
adecuadas para que las proteinas puedan migrar de la forma esperada. Por tanto se usa un buffer
de carga que contiene agentes desnaturalizantes y reductores con el fin de mantener las
condiciones del método (Laemmli, 1970), asi como un colorante para poder visualizar el frente de
corrida. El buffer de carga contiene los siguientes reactivos:

e Buffer Tris-HCI 200 mM pH 6.8
e 0.05% de azul de bromofenol
o 40% de glicerol
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e 8% de SDS
e 5% de B-mercaptoetanol

Para preparar 50 mL de buffer se pesaron 1.2114 g de tris base, se colocaron en un vaso de
precipitados y se disolvieron en 35 mL de agua desionizada con agitacién constante. En el mismo
vaso de disolucién se colocaron 0.025 g de cristales de azul de bromofenol, 20 mL de glicerol (J.T.
Baker) y 4 g de SDS. La disolucion se mantuvo en agitacion hasta completa disolucidn y
posteriormente se ajusté el pH a 6.8 con HCl. Se aford a 50 mL con agua desionizada y se almacend
a temperatura ambiente. Justo antes de usarse para realizar la electroforesis se tomé una alicuota
de 1 mLy se colocaron 0.05 mL de B-mercaptoetanol. La alicuota se almacend a 4°C por no mas de
un mes.

Las muestras se prepararon colocando 3 partes de muestra de proteina con 1 parte de buffer
de carga 4x. Por tanto, para preparar 40 pL de muestra para electroforesis se tomaron 30 pL de
muestra de proteina y 10 uL de buffer de carga 4x. Se agitd vigorosamente y después se incubd a
88°C durante 8 minutos para romper las interacciones débiles en las proteinas y asegurar su
desnaturalizacion. Finalmente se cargaron 20 uL de muestra preparada en cada pozo del gel.

AllL.iii. Buffer de electrodos 10x

Para que la migracidn de proteinas se lleve a cabo a través del gel es necesario proporcionar el
medio por el cual la carga eléctrica pueda fluir del dnodo al cadtodo en la cdmara de electroforesis.
Para ello se usa el buffer de electrodos, que contiene iones tris y glicina, asi como SDS para mantener
las condiciones desnaturalizantes del sistema. Las concentraciones de los reactivos del buffer de
electrodos 10 veces concentrado (10x) son:

e Tris base 250 mM
e Glicina 1920 mM
e 1% de SDS

Para preparar 500 mL de buffer se pesaron 72.06 g de glicina y se colocaron lentamente en un
vaso de precipitados con 300 mL de agua desionizada en agitacion constante. Hasta la completa
disolucién de la glicina se colocaron 15.1425 g de tris base y finalmente 5 g de SDS. Al disolverse
completamente se aforé a 500 mL y se almacend a temperatura ambiente.

Para realizar la electroforesis se hizo una dilucion 1x del buffer, para lo cual se tomaron 50
mL del buffer 10x y se llevaron a 500 mL de agua desionizada. Esta nueva solucién se colocé en la
camara de electroforesis.
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ANEXO V.
PREPARACION DE ZIMOGRAMAS CON EL METODO DE EXTINCION DEL
COMPLEJO ALMIDON-YODO.

Con el fin de identificar qué proteinas obtenidas en el gel de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes tenian actividad amilolitica, se utilizé el método propuesto por Boettcher y de la
Lande (1968) en el que un gel sometido a las mismas condiciones desnaturalizantes de electroforesis
descritas en el Anexo lll, se adecud para una incubacién en una solucién concentrada de almiddn
para después tefiirla con yodo-yoduro. La solucién de yodo-yoduro tifie de una coloracidon morada
intensa las zonas del gel en donde existe almiddn intacto; sin embargo, las zonas en las que el
almiddn se rompe debido a una desestructuracién de la hélice de amilosa no se tifien: se presentan
como zonas blancas que contrastan con un fondo morado intenso revelando posibles bandas de
proteina con actividad amilolitica.

Para preparar estos zimogramas se realizaron los pasos descritos a continuacion:

AlV.i. Renaturalizacion de geles

Debido a que se realizaron electroforesis en condiciones desnaturalizantes para separar por tamafio
las proteinas de las fracciones obtenidas durante el desarrollo experimental, éstas se
desnaturalizaron y perdieron actividad. Para recuperarla se hicieron lavados con el fin de eliminar
el SDS de los geles y renaturalizar lo mas posible a las amilasas presentes en los geles obtenidos tras
el proceso de electroforesis. Para ello se realizaron los siguientes lavados:

e Lavado con 15 mL de agua destilada durante 10 minutos a 75 rpm y temperatura ambiente.

e lavado con 15 mL de buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.8 durante 10 minutos a 75 rpm vy
temperatura ambiente.

e Lavado con 15 mL de agua destilada durante 10 minutos a 75 rpm y temperatura ambiente.

e lavado con 15 mL de buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.8 durante 10 minutos a 75 rpm vy
temperatura ambiente.

AlV.ii. Incubacion con almidon

Tras el proceso de renaturalizacion se prepararon 50 mL de una solucién de almiddn al 1% en buffer
de fosfatos 0.1 M pH 6.8. El buffer del ultimo lavado se desechd y se sustituyé por la solucion de
almidén. Se incubd durante toda la noche a 37°C.

AlV.iii. Tincion con yodo-yoduro
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Terminado el tiempo de incubacidn, se deseché la solucién de almiddn y se hicieron dos lavados con
15 mL de agua destilada durante 10 minutos a 75 rpm y temperatura ambiente.

A partir de una solucién stock de yodo-yoduro (0.3% yodo sublimado-3% yoduro de potasio)
se prepararon 50 mL de una dilucién 1/25 para agregarla al gel impregnado de almidén. Se incubd
durante 2 minutos a temperatura ambiente y 75 rpm. Posteriormente se retird la solucién de yodo-
yoduro y se destifid con 15 mL de agua destilada. Se buscé la presencia de zonas no tefiidas debido
a posibles bandas de proteina con actividad amilolitica.

Los zimogramas se correlacionaron con los geles de proteina tefiidos con azul de Coomassie
(Imperial Blue Protein Stain de Thermo Scientific) y se documentaron inmediatamente con el equipo
ChemiDoc de Bio-Rad.
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ANEXoOV
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR EL METODO
DEL ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO (DNS)

La cuantificacidon de azucares reductores por el método del DNS se fundamenta en la reaccidn en
medio alcalino entre el acido 3,5-dinitrosalicilico y el grupo carbonilo libre de moléculas de
carbohidratos conocidas como azlcares reductores, debido a su facilidad para ser oxidadas. En esta
reaccion, el carbonilo libre (aldehido) de los azucares se oxida originando un grupo carboxilo,
mientras que el dcido 3,5-dinitrosalicilico se reduce para formar el acido 3-amino-5-nitrosalicilico.
La presencia de azlcares reductores se evidencia por un cambio de coloracién en el medio de
reaccion de amarillo a rojo, siendo la intensidad de color proporcional a la concentracién de
azucares reductores, por lo que pueden ser cuantificados a través de su absorbancia a 540 nm,
aplicando la ley de Lambert-Beer (Miller, 1959).

Esta técnica es muy utilizada en el estudio de la fermentacién enzimatica de almiddn y otros
polisacaridos, debido a que la a-hidrdlisis enzimatica de estos sustratos produce oligosacaridos con
su grupo carbonilo libre, lo cuales, dependiendo de su tamano, pueden reaccionar con el acido 3,5-
dinitrosalicilico. Conforme la hidrdlisis del polisacarido y de los oligosacaridos avanza, la cantidad de
azucares reductores en la mezcla de reaccidon aumenta, intensificdndose la coloracion roja generada
por la reduccién del acido 3,5-dinitrosalicilico.

A continuacidn se muestran los reactivos utilizados para la preparacion del reactivo de DNS,
asi como la metodologia empleada para obtener la curva patrén que se utilizé para cuantificar los
azucares reductores generados por las amilasas de Sii-25124 durante la hidrdlisis de almidén y
amilopectina (secciones VIL.iii.5.1.2 y VIIL.iii.5.1.1).

AV.i. Preparacion del reactivo de DNS

Los reactivos se colocaron en un vaso de precipitados con agua destilada (150 mL para preparar 250
mL de reactivo) en el orden indicado en la Tabla AV.i, asegurando la completa disolucion de un
reactivo antes de agregar el siguiente. Una vez completada la disolucién de los reactivos, la solucion
de aford, se almacend en un frasco dmbar y se dejd reposar a 4°C durante toda la noche.

Tabla AV.i. Preparacién para diferentes volumenes del reactivo de DNS

Reactivos 1L 500 mL 250 mL
NaOH l4g 78 35¢g
Acido 3,5-dinitrosalicilico 75g 3.75g | 1.875¢g
Fenol, cristales 54g 2.7¢g 135g
Metabisulfito de sodio 59¢ 295¢g 1475¢
Tartrato de Na-K 100 50¢g 25¢g
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AV.ii. Preparacion de curva patréon

Se prepard una solucion stock de glucosa (BD, Becton, Dickinson and Company) de 1 mg/mL. A partir
de ésta se prepararon diluciones para obtener concentraciones de glucosa de 0, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8
mg/mL. Después, se tomaron 0.5 mL de cada dilucidn, se colocaron en tubos de vidrio y a cada una
se le agregaron 0.5 mL de reactivo de DNS. Las muestras se llevaron a un bafio maria en ebullicién
por 10 minutos y en seguida se colocaron en hielo. Finalmente, se agregaron 4 mL de agua destilada
y tras reposar 5 minutos se leyé su absorbancia a 540 nm. En la Tabla AV.ii se muestra la curva
patrén obtenida, resultado de tres réplicas individuales.

Tabla AV.ii. Curva patrén de glucosa

0Sa g ADSroba a a 540

0 0
0.2 0.18+0.04
0.4 0.35+0.02
0.6 0.55+0.05
0.8 0.80+0.12
1.0 1.00+0.09
12
. )
T ]
S os
3 |
©
206 T
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§ 0.4 =
=
< - y=1.011x-0.0206
0 T R? = 0.9965
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Grafico AV.i. Curva patrdn de glucosa. Se muestra la ecuacion de la recta, asi como el coeficiente de
correlacién R2. La curva obtenida es resultado de tres réplicas independientes.
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ANEXO VI.

ALINEAMIENTO ENTRE LA AMILOPULULANASA AMY4 Y LA ALFA-

AMILASA AMY3 DE 511-25124

De acuerdo con los zimogramas obtenidos durante el desarrollo experimental (figuras VIIL.4 y VIIL5 de las
secciones VIIL.i.2.3 y VIILii, respectivamente) se observaron dos bandas de actividad amilolitica: una en zona de
alto peso molecular (aproximadamente 250 kDa) y otra en zona de bajo peso molecular (aproximadamente 50
kDa), a las que se les designd arbitrariamente como Amy4 y Amy3, respectivamente. Con el fin de saber si la
banda de actividad situada en la zona de bajo peso molecular se trataba o no de un producto de degradacién de
la amilasa de alto peso molecular, se secuenciaron ambas proteinas, como se explica en la seccidn VIL.ii. Segln
los resultados expuestos en la misma seccién, la banda de alto peso Amy4 se identific6 como una
amilopululanasa de 246.3 kDa, mientras que la de bajo peso molecular correspondié a una a-amilasa de 55.7
kDa. El alineamiento realizado con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor mostré 4% de identidad entre
ambas enzimas, indicando que se trata de amilasas diferentes. El alineamiento realizado se muestra en la figura
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Figura AVILi. Alineamiento de aminodcidos entre la amilopululanasa (Amy4) y la a-amilasa (Amy3) de Sii-
25124 realizado con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor.
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ANEXO VII. TABLAS DE DATOS DE LA ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD
AMILOLITICA DE LAS AMILASAS DE S1I-25124 FRENTE AL PH, LA TEMPERATURA

E IONES METALICOS

Tabla VII.1. Estabilidad de las amilasas de Sii-25124 a diferentes temperaturas durante dos diferentes

tiempos de incubacion.

A

100+12.6

Control 106.6+15.1

Temperatura 10 minutos de incubacién 60 minutos de incubacion
15°C 71.7948.52 66.4+10.8 99.848.3 93.6+16.3
25°C 98.52+13.03 92.4+11.8 100.4+11.3 94.2+16.1

122.1248.52 114.5+7.8
97.5£17.05 91.5%13.5

45° C 117.29+15.6 110+16.7 38.77+4.2 36.4+15.7
50° C 44.92+10.3 42+13 27.01+4.4 25.3+12
55°C 27.5816.1 25.8+4.5 23.612.1 22.1+7
60° C 27.5847.2 25.849.12 5.26+1.6 4.9+1.3

Tabla VII.2. Estabilidad de la actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124 tras la incubacidn a diferentes pHs

Control 106.6+15.1 100+12.6

3.0 0.0 0

4.0 44.35+3.04 41.6+3.23
5.0 54.6+7.6 51.2+8.2

5.5 67+9.4 62.8+15.8
6.0 65.7+5.2 61.6+16.3
6.8 148.8+15.2 139.6+15.8
7.0 142.4+7.6 133.5+10.7
7.5 142.4+3.8 133.546.2
8.0 148.11+4.6 140+10.5

9.0 85.3+3.8 80+6.1

Tabla VII.3 Actividad amilolitica de las amilasas de Sii-25124 tras incubarlas con diferentes iones metélicos (10 mM)

Control 60.98+7.6 100+14.2
Ba* 27.016.7 44.3+14.1
Ca?* 68.47+5.6 112+15.5
cu?* 50.21+3.04 83.35.4
Fed* 70.75+4.56 116£7.5
Hg?* 0.0 0.0

K+ 54.02+8.4 88.6+11.5
Mg 105.97+7.6 173.8+14.8
Mn?* 89.4+3.8 146.6£7.2
Na* 68.09+4.7 11.17+1.6
Zn?* 50.21+7.6 82.3+18.3

101




	Portada 

	Índices 

	Resumen

	Introducción

	Antecedentes y Justificación

	Hipótesis   Objetivos
	Metodología

	Resultados y Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía

	Anexos 

