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RESUMEN

Las amilasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces glucosidicos a-1-4 0 a-1-6
de la molécula del almidon, produciendo generalmente como productos glucosa y maltosa. Estas
amilasas tienen aplicaciones en distintas industrias: textil, alimentaria, limpieza, papelera y
biocombustibles, por mencionar algunas. Las enzimas de mayor demanda industrial son aquellas
provenientes de fuentes microbianas, principalmente del genero Bacillus. La region del
Papaloapan es una zona megadiversa, donde se produce cafia de azUcar. En un trabajo previo, a
partir de suelos cultivados con cafia de azUcar, se aislé la cepa Bacillus amyloliquefaciens
JIC33M. Esta es una bacteria Gram positiva que produce una a-amilasa (AmiJ33), la cual fue
caracterizada parcialmente. AmiJ33 es una enzima no dependiente de Ca*?, estable a 40°C y
mantiene el 70 % de actividad a pHs é&cidos. De acuerdo con las caracteristicas analizadas podria
ser apta para el sector de panificacion. En el presente trabajo se realiz6 una caracterizacion mas
detallada de AmiJ33. AmiJ33 hidroliza tanto almidén nativo como almidon gelatinizado. Se
requirié una concentracion (60 %) de (NH4)2SO4 para precipitar AmiJ33. Con respecto al efecto
de pH sobre la actividad, AmiJ33 presenté un pH éptimo a 5.0. En cuanto a la estabilidad de pH
sobre la actividad, AmiJ33 mostr6 su mayor actividad a pH 5.0 y mostr6 ser menos estable a pH
4.0y 9.0. Al evaluar la temperatura sobre la actividad, AmiJ33 mostr6 una temperatura 6ptima a
80°C, aungue a esta temperatura AmiJ33 no es estable. De igual manera se evalud la
termoestabilidad de AmiJ33, mostrando una vida media de 16.5 h, 2.31 h y 15 min a 40, 50 y
60°C, respectivamente. De la misma manera se determinaron los pardmetros cinéticos Km Y Vmax
para AmiJ33 los cuales fueron 10.6 mg/mL y 41.0 U/mg, respectivamente. Los productos de
hidrolisis del almidon comercial (Jalmek) empleando a AmiJ33 fueron glucosa, maltosa y
maltopentosa, mientras que los productos de hidrélisis de la enzima comercial Licuamil fueron
glucosa, maltosa, maltotriosa y maltotetraosa. A partir de estos resultados, es posible proponer a

AmiJ33 para su uso en industrias de panificacion, textil y alimentaria.
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ABSTRACT

Amylases are enzymes that catalyze the hydrolysis of a-1-4 or a-1-6 glucosidic bonds of the
starch, produces glucose and maltose, has applications in several industries: textile, food,
cleaning, paper and biofuels, among others. The principal producers of amylase are
microorganisms, mainly Bacillus genus. Papaloapan region is a megadiverse area, were several
tropical crops such as sugar cane are produced. In a previous work, Bacillus amyloliquefaciens
JJC33M was isolated from soils cultivated with sugar cane. Bacillus amyloliquefaciens is a
Gram positive bacterium, that produces an a-amylase, AmiJ33. AmiJ33 was partially
characterized, is not a metalloenzyme, is stable at 40 °C and maintained 70 % of its activity at
acidic pHs. According to the analyzed characteristics, AmiJ33 may be suitable for baking sector
enzyme. In this work, a more detailed characterization of AmiJ33 was done. AmiJ33 was
precipitated with (NH4)2SO4 60 % and hydrolyzes both native starch and gelatinized starch.
With respect to the effect of pH on the activity, AmiJ33 presented optimum pH at 5.0. As for
the stability of pH on the activity, AmiJ33 showed most activity at pH 5.0 and was less stable
at pH 4.0 and 9.0. To evaluate the effect of the temperature on the activity, AmiJ33 showed an
optimum temperature at 80°C, although this temperature AmiJ33 is not stable. Also, thermo
stability of AmiJ33 was evaluated, showing a half-life of 16.5 h, 2.31 h 15 min at 40, 50 and
60°C, respectively. Similarly, kinetic parameters K and Vmax Were evaluated on native starch, which
were 10.6 mg/mL and 41.0 U/mg, respectively. Hydrolysis products of commercial starch
(Jalmek) employing AmiJ33 were glucose, maltose and maltopentose, while hydrolysis
products of commercial Licuamil enzyme were glucose, maltose, maltotriose and maltotetraose.
From these results, it is possible to propose to AmiJ33 for use in industries baking, textile and
food.
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INTRODUCCION

Las amilasas son enzimas que hidrolizan unicamente los enlaces glucosidicos a-1-4 del
almidén o glucogeno, es decir los enlaces glucosidicos a-1-6 de la cadena ramificada de la
amilopectina, no son atacados, por lo tanto puede producir glucosa, maltosa, maltotriosa y sobre
todo a-dextrinas inicialmente (Walker y Whelan, 1960).

Estas enzimas son de gran importancia industrial, tienen aplicacién en la industria
alimentaria, de fermentacion, la industria textil y papelera. Las amilasas se pueden obtener de
varias fuentes, incluyendo plantas, animales, y microorganismos, donde las enzimas
microbianas generalmente satisfacen las demandas industriales. Hoy en dia un gran nimero de
amilasas microbianas estan disponibles comercialmente y han sustituido casi por completo la

hidrolisis quimica de la industria de procesamiento de almidén (Bedon et al., 2013).

Los principales microorganismos productores de amilasas son Bacillus subtilis, B.
stearothermophilus, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens y Aspergillus sp. (Pandey et al.,
2000).

B. amyloliquefaciens es un bacilo Gram positivo, fermenta glucosa, manitol y produce una
enzima a-amilasa (AmiJ33), que se caracterizd parcialmente en un trabajo previo titulado
“Caracterizacion bioquimica de AmiJ33, una amilasa de B. amyloliquefaciens aislada de suelos
cultivados con cafia de azUcar en la region del Papaloapan”. Se concluyo que el efecto del pH y
la temperatura sobre la actividad enzimatica fue 6ptimo a pH 6 y 80°C, empleando como
sustrato almidon insoluble. A pHs &cidos (4.0 y 5.0), mantuvo el 72 % de su actividad y fue
estable a 40°C por 3 h (Montor et al., 2014).

Con la finalidad de obtener informacién sobre las caracteristicas de AmiJ33 y su posible
aplicacion en algun sector industrial, en este trabajo se llevo a cabo la caracterizacion cinética 'y
bioquimica de AmiJ33 de igual manera se evalud la capacidad de hidrolisis de AmiJ33 en
comparacion con la enzima comercial Licuamil 340 sobre almidon comercial (Jalmek). En
donde se incluye el efecto de pH y temperatura sobre la actividad de AmiJ33, la termoestabilidad

y los parametros cinéticos Km, Vmax, Y 10s productos de hidrolisis.
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En el primer capitulo se describe la importancia de las amilasas a nivel industrial, las
principales fuentes productoras, las clasificaciones, la estructura molecular y el mecanismo de
accion de las amilasas. De igual forma se hace un resumen de las principales propiedades
bioquimicas de las amilasas. Por otra parte también se describe la importancia a nivel industrial
del almidén y sus estructuras. Finalmente se hace una breve resefia de las principales
herramientas para el anlisis estructural del almidon. En la segunda parte de la tesis se describe
la justificacion, hipotesis y objetivos del presente trabajo. Finalmente se puntualizan los
materiales y métodos empleados, en el cuarto capitulo se presentan y discuten los resultados

obtenidos.
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CAPITULO |

1.1 Generalidades

1.1.1 Aplicaciones de las amilasas

Las amilasas son enzimas utilizadas en la industria alimentaria, de fermentacion, papelera,
cervecera y textil, para fabricar diversos productos o mejorar las caracteristicas organolépticas
del producto (Pandey et al., 2000).

La principal aplicacion de la a-amilasa en la industria es para la fabricacion de cerveza
(Carrera, 2003). El principal inconveniente para la produccion de etanol a partir de almidon es
que las levaduras no producen amilasas por tal motivo no fermentan el almidédn y se necesita
llevar a cabo una sacarificacion previa. Para llevar a cabo la sacarificacion se pueden realizar

por medio de dos métodos: el quimico y el enzimatico (chica, 1996).

Otro proceso industrial en el que participan las amilasas es en la obtencion de jarabes
fructosados a partir de almidon, el cual es muy empleado para ser utilizado como edulcorante.
En este proceso intervienen tres enzimas: la a-amilasa, que hidroliza el almidén en fragmentos
cortos o unidades de maltosa, la glucoamilasa, que rompe las cadenas cortas procedentes de la
accion de la a-amilasa, para formar unidades de glucosa; y la glucosa isomerasa, que convierte

la glucosa en su esteroisémero fructosa (Hernandez-Uribe et al., 2008).

Otra aplicacion de las amilasas se lleva a cabo en la industria de los detergentes donde se
utilizan como aditivos para degradar los residuos de almidon de alimentos. Las amilasas no son
componentes esenciales de los detergentes porque tienen una accion limitada sobre los
carbohidratos, aunque la amilasa de B. licheniformis es cominmente agregada en los jabones en
polvo. Esta enzima es resistente a la degradacion de las proteasas, es activa a temperaturas de
85°C y puede tolerar valores de pH cercanos a 10, sin embargo el principal problema de las

amilasas en la formulacion de detergentes es la oxidacion (Kir et al., 2002).

Las amilasas en la industria textil, se utilizan principalmente en el proceso del desengomado.
El desengomado convencional puede ser realizado por hidrolisis &cida, alcalis o agentes
oxidantes. También se puede desengomar por la descomposicion del almidén mediante una

fermentacidn en agua con microorganismos presentes en forma natural, que descomponen el
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almidon del tejido. Actualmente, estos tratamientos ya no son usados debido a las dificultades
propias del método, dejando lugar al uso de las amilasas. Para ello se utilizan las amilasas
bacterianas provenientes de B. subtilis y B. licheniformis, que son estables a altas temperaturas
(Hendriksen et al., 1999).

Las amilasas en la industria de panificacion son muy utilizadas. Estas enzimas se pueden
afiadir a lamasa de pan para degradar el almidon de la harina y obtener principalmente productos
como dextrinas, estos productos son posteriormente fermentados por la levadura. La adicion de
la enzima amilasa a la masa da como resultados una mejora en la tasa de fermentacion y la
reduccion de la viscosidad de esta misma, lo que da como resultados una mejora en el volumen
y la textura del producto. Por otra parte, genera la produccion de azucar en la masa, lo que
mejora el sabor, color de la corteza y el tostado, los cuales son las cualidades del pan. Ademas
de generar compuestos fermentables, las amilasas también tienen un efecto anti-estancamiento
en la coccion de pan, y mejora la retencion de suavidad de los productos horneados, aumentando
la vida util de estos productos (van der Maarel, et al., 2002; Gupta et al., 2003). Actualmente,
una amilasa maltogénica termoestable de B. stearothermophilus se usa comercialmente en la

industria de panaderia (van der Maarel, et al., 2002).

1.1.2 Fuentes productoras de amilasas

Las amilasas pueden ser sintetizadas por diversas fuentes incluyendo plantas, animales,
hongos, bacterias (Da Lagea et al., 2007).Las enzimas de fuentes microbianas son generalmente
utilizadas para procesos industriales ya que tienen una serie de ventajas como: productividad,
termoestabilidad y bajo costo de produccion. Las amilasas producidas por B. subtilis sp. B.
amyloliquefaciens, Escherichia spp. Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurosporas,
Penicillium, Rizhopus, Mucor y Candida son las méas comercializadas debido a sus
caracteristicas bioguimicas y cinéticas (Gupta et al., 2003).

Fuentes microbianas

Las amilasas fangicas y bacterianas son las fuentes principales de produccion industrial de
enzimas, debido a que presentan ventajas tales como: rentabilidad, consistencia de producto,
menor tiempo de produccion, manipulacion segura, facilidad de modificacion de procesos y

optimizacion (Mamo et al., 1999; Burhan et al., 2003).
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Entre las bacterias, el género Bacillus sp. es muy utilizado para la produccion de a-amilasas
principalmente: B. subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis y B. amyloliquefaciens que
presentan distintas caracteristicas deseables como: termoestabilidad, estabilidad a solventes,
amplios rangos de operacion de pH y temperatura, etc., dando lugar a amilasas con diversas

aplicaciones (Kim et al., 1995).
Fuentes fungicas

Los organismos mas utilizados para la produccién de amilasas son los hongos filamentosos
pertenecientes a los géneros: Aspergillus, Penicillum y Falcifarum ya que tienen la capacidad
de crecer con mayor rapidez, excretan un gran nimero de enzimas y en cuanto a su biomasa en
forma de micelio se facilita su separacion de los medios de cultivo. En la produccion industrial
de enzimas cabe destacar a Aspergillus oryzae como productor de a-amilasas para su amplio
uso principalmente en la industria de panificacion. A. oryzae fue aislado sobre el arroz (Oriza
sativa). En China, Japon y Corea del Sur utilizan el cultivo de estos hongos sobre el arroz cocido
al vapor como base para preparaciones de la cocina asiatica. Una de las principales aplicaciones
es la transformacion del arroz cocido en azlcares fermentables, para finalmente obtener vinagre

de arroz, dulces como el amazake (dulce japonés a base de arroz) (Hesseltine y Wang, 1979).

En cuanto a la produccién recombinante de amilasas en hongos, A. oryzae es el principal
anfitrion de amilasas recombinantes debido a su capacidad para secretar una gran cantidad de
proteinas. Sin embargo, la tendencia de produccién de amilasas a nivel internacional, incluida
la produccién recombinante, cae sobre las especies del género Bacillus debido a que es un
modelo atractivo no solo para la clonacién, sino también para la expresion, debido a su alto nivel
de secrecidn e inocuidad son considerados organismo generalmente reconocidos como seguros
(GRAS) (Gupta et al., 2003).
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1.1.3 Mercado global de las enzimas

La venta mundial de enzimas se ha incrementado de manera constante desde hace varios afos
y estudios de mercado concluyen que seguiran incrementando estas ventas en los proximos
afios. Por ejemplo las carbohidrasas fueron las enzimas con mayor mercado de productos con
tan solo alrededor de 750 millones de délares en el 2013 (Fig. 1). Se atribuye a que la creciente
demanda de almiddn en los alimentos y bebidas en la industria se incremente para impulsar el
crecimiento de carbohidrasa en los proximos afios. De igual manera se espera que las proteasas
incrementen a una tasa compuesta anual del 7.9 % del 2014-2020, a causa de aumentar el
consumo de proteina (Novozyme, report 2014). Muchas de las distribuidoras de enzimas
esperan de los productos mencionados anteriormente para presenciar una gran demanda debido
al amplio uso en aplicaciones que incluyen procesamiento de alimentos, la fabricacion de queso,
y la conversion del almidén en glucosa, clarificacion de zumos de cerveza o frutas, o para el
pretratamiento de la alimentacion animal para mejorar la digestibilidad de la fibra (Gavrilescu
et al., 2005; Ghora et al., 2009). En la actualidad la produccion de enzimas a nivel mundial esta
a cargo de 18 compafiias (Fig. 2) distribuidas en Europa, Asia y América, dominando casi el
75% de las ventas globales Novo Nordisk (Dinamarca) y DuPont (USA) con sus filiales
Danisco-Genencor (USA), las compafias alemanas BASF y Henkel, la holandesa DSM, asi
como las japonesas Amano y Ajinomoto (del Moral et al., 2015). En el 2014 se calculé que el
mercado global de las enzimas era alrededor de 1,814 millones de dolares (Novozyme Report,

2014). Por lo tanto es un mercado que continuara creciendo.

Figura 1. Ingreso de mercado por productos, Novozyme, report 2014,
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Figura 2. Principales paises productores de enzimas. Con mas del 75 % de venta de enzima
lo ocupa Dinamarca, con una participacion menor siguen Japén, Alemania Yy entre otros
paises, del Moral et al., 2015.

1.1.4 Clasificacién de las enzimas

Las enzimas se clasifican y se denominan de acuerdo con la naturaleza de la reaccion quimica

que catalizan. Existen seis clases principales de reacciones catalizadas por enzimas (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las enzimas de acuerdo al tipo de reaccion

Clasificacion

Tipo de reaccion catalizada

Oxidorreductasa
Transferasa
Hidrolasas
Liasas
Isomerasas

Ligasas

Reacciones de 6xido reduccién
Transferencias de grupos funcionales
Reacciones de hidrdlisis
Eliminacion de grupos para formar enlaces dobles
Isomerizacion

Formacion de enlaces acoplados con hidrélisis de ATP
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Cada clase se subdivide a su vez en subgrupos con el propdsito de especificar en forma
especifica el tipo de enlace formado, destruido o transformado, o los grupos transferidos, o las

sustancias dadoras y aceptores de grupos o de electrones, y las sustancias realmente implicadas.

1.1.5 Clasificaciéon de las amilasas

La comision de enzimas (EC), clasifica a todas las enzimas al igual que a las amilasas

mediante un cddigo de cuatro nimeros (EC X.Y.Z.W) en donde:

L)

% X: Clase a la cual pertenece la enzima

L)

X/
°

Y: Indica la subclase a la cual pertenece la enzima

X/
°

Z: Indica la subsubclase a la cual pertenece la enzima
«+ W: Identificacion precisa sobre las cuales actla la enzima, por lo general indica el orden

en que cada enzima se va agregando a la lista.

Con base en las clasificaciones anteriores, las amilasas se pueden dividir en cinco grupos:

a-amilasa, B-amilasa, amiloglucosidasa, ciclodextrinas y pululanasa.

Las a-amilasas (3.2.1.1) (Fig. 3) son producidas por animales, vegetales y microorganismos,
los principales microorganismos productores de esta enzima son: B. amyloliquefaciens, B.
subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis, Aspergillus sp, B. coagulans, Lactobacillus
amylophilus, Bacillus ssp. Estas enzimas hidrolizan los enlaces glucosidicos o-1-4 de la
molécula del almiddn, son generalmente estables a pH 5.5-8.0 en presencia de calcio, la
actividad éptima de las amilasas normalmente ocurre entre pH 1.0 a 11.5 (Pandey et al., 2000).
La temperatura 6ptima de la actividad amilasa esta asociada al crecimiento del microorganismo
(Vihinen et al., 1989).

La B-amilasa (EC 3.2.1.2) a-1,4-D-glucan maltohidrolasa (Fig. 3), esta presente ampliamente
en plantas y microorganismos tales como bacterias y levaduras, esta enzima actla sobre los
extremos no reductores de la amilosa, amilopectina o glicdgeno; hidrolizando enlaces
glicosidicos a-1-4, produciendo las formas -anoméricas de maltosa. La produccion de las
formas -anoméricas de maltosa se da por la inversion de la configuracion o a 3 alrededor de la
configuracién del C1. Este cambio de configuracién es el motivo por la que a esta enzima se le
llama B (Reed, 1975; Henrissat, 1991; Georg-Kramer et al., 2001).
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La amiloglucosidasa (E.C. 3.2.1.3) (Fig. 3) hidroliza los enlaces a-1-4 de los polisacaridos
residuales que fueron expuestos a la accion de o y B amilasa. El principal producto de reaccion
de la glucoamilasa sobre el almidon es glucosa, lo que la diferencia claramente de la o y
amilasas. Las glucoamilasas son inactivas sobre almidon nativo. Su actividad maxima esta entre
pH 4y 5.5 y temperatura alrededor de 55-65°C (Alan Wiseman, 1985).

La pululanasa (E.C. 3.2.1.41) (Fig. 3) también conocida como pulalan-6-glucanohidrolasa,
hidroliza los enlaces glucosidicos a-1,6 en la molécula del pululano (polisacarido formado por
unidades de maltotriosa) del almidén y tiene como productos principales la maltotriosa y
maltosa e hidroliza el almidon para dar como producto principal maltosa (Adinarayana et al.,
2006). La pululanasa es usada como enzima complementaria para la hidrélisis de amilopectina
junto con la a-amilasa. Existen dos tipos de pululanasas. Pululanasa de tipo | que Unicamente
hidroliza los enlaces a-1,6 del pululano y la pululanasa de tipo Il que hidrolizan los enlaces a-
1,6 en el pululano como también los enlaces a-1,4 de otros polisacaridos (Nakamura et al.,
1975).

Las ciclodextrinas glucanotransferasas (EC 2.4.1.19) (Fig. 3) son enzimas capaces de
degradar el almidon convirtiéndolo principalmente en ciclodextrinas (CDs).Estas CDs son
oligosacaridos ciclicos no reductores constituidos por 6 (a- CD), 7 (B- CD) u 8 (Y'-CD) unidades
de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-1-4, ademas de la ciclacion estas enzimas catalizan
otras tres reacciones: acoplamiento, transferencia e hidrdlisis. En la actualidad las ciclodextrinas
glucanotransferasas son estudiadas por su potencial uso biotecnol6gico, ya que debido a su
estructura pueden formar complejos de inclusién con gran variedad de moléculas, debido a esta
propiedad las CDs son utilizadas en la industria farmacéutica, cosmética o alimentaria, asi como

en procesos de bioconversion y separacion (Tonkova, et al., 1998).
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Figura 3. Sitio de hidrolisis de cuatro tipos de amilasa sobre una molécula de almidén.e Accion
de las amilasas sobre los enlaces a-1-4 glucosidicos, @ accion de las amiloglucosidasa,® accién
de la B-amilasa sobre los enlaces glucosidicos a-1-4,®accion de las ciclodextrinas.

1.1.6 Propiedades estructurales de las amilasas

Estudios de rayos X de a-amilasas tanto de bacterias como de mamiferos han mostrado que
todas las a-amilasas estdn conformadas por tres dominios llamados A, B y C (Fig. 4). El dominio
A (Fig. 5) es el més conservado y se encuentra en todas las familias de las amilasas, es el nucleo
de la molécula y consiste en un pliegue altamente simétrico de ocho estructuras secundarias
denominadas f3-laminas, estas estructuras se colocan en forma paralela como si estuvieran en un
cilindro, se encuentran ocho estructuras secundarias llamadas a-hélices (TIM-barrel). EI TIM-
barrel contiene cuatro regiones conservadas que estan relacionadas con el sitio activo presente
en todas las amilasas (Kuruki et al., 2005). La primera region abarca el extremo C-terminal de
la lamina B3 y residuo de histidina que interactta con los residuos de glucosa del sustrato, la
segunda region contiene una lamina B4 con un residuo de acido aspartico, que actia como
nucleofilo durante la catalisis, la tercera region contiene una lamina s con un residuo de acido
glutdmico que actia como donado y aceptor de protones, la Gltima regidn consiste en una lamina
B7 y un residuo de &cido aspartico y un residuo de histidina que pueden formar puentes de

hidrogenos con residuos de glucosa del sustrato. En el dominio A se encuentra insertado el
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dominio B (Fig. 6) este dominio estad conformado por un largo bucle que sobresale entre la
lamina B3 y la a-helices. EI dominio C forma parte de la ultima secuencia en donde se localiza
el extremo C-terminal, estda conformado por una p-lamina unido al dominio A
(Sivaramakrishnan et al., 2006) (Fig. 7). La mayoria de las amilasas contienen Ca?* y/o Na* que

contribuyen a aumentar su estabilidad estructural (Machius et al., 1998) (Fig. 4).

Figura 4. Estructura 3D de la a-amilasa de microorganismo (PDB: 1E3Z), vista la
molécula en el programa Rasmol 2.6. ® Dominio B, ® dominio A, ® dominio C, @ iones
de calcio, e iones de sodio.

Figura 5. Estructura 3D del dominio A de la a-amilasa de microorganismo (PDB: 1E32),
vista la molécula en el programa Rasmol 2.6. A). ® a- hélice, ® B- lamina. B). ® Estructura
TIM barrel, conformada por -laminas.
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Figura 6. Estructura 3D del dominio B de la a-amilasa de microorganismo
(PDB: 1E32), vista la molécula en el programa Rasmol 2.6.  a- hélice,
e B-lamina.

Figura 7. Estructura 3D del dominio C de la a-amilasa de microorganismo
(PDB: 1E3Z), vista la molécula en el programa Rasmol 2.6. ® a- hélice,
e B-lamina.
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1.1.7 Mecanismos de reaccion

Las clasificaciones de las enzimas son de suma importancia ya que se ve reflejada una
similitud de secuencias al momento de compararlas, lo cual da informacion estructural y

evolutiva.

Henrisatt et al., (1991) clasificaron a las enzimas con base en la similitud de su secuencia de
aminocidos, la cual fue muy util para la caracterizacion tridimensional de las enzimas incluida
en cada familia. Se comprob6 que dentro de una familia la estructura terciaria de las proteinas
se conservaba, y como respuesta a esto se observd que la especificidad de la enzima por el

sustrato viene determinada por ligeras modificaciones estructurales (Davis y Henrisatt, 1995).

Las glucosil hidrolasas son un grupo de enzimas que llevan a cabo la hidrolisis del enlace
glucosidico, esta reaccion estd mediada por la accidn de dos residuos cataliticos (uno acttia como

donador de protones y otro como nucledfilo o base) presentes en el sitio activo.

El enlace glucosidico puede hidrolizarse de dos formas, esto depende de la configuracion del
carbono anomérico que haya resultado de la hidrdlisis, si:

¢+ La configuracién del carbono anomérico cambia, se dice que la reaccidn que se lleva a
cabo es por la inversién de la configuracion.
¢+ Laconfiguracion del carbono anomérico se mantiene, se dice que la reaccién que se lleva

a cabo es por retencion de la configuracion.

El mecanismo de inversion tiene lugar en una sola etapa, mediante un proceso catalitico
acido-base. Uno de los dos residuos cataliticos opera como base, facilitando el ataque de una
molécula de agua al carbono anomérico y el otro, como &cido, asistiendo la separacion del
oxigeno (Fig. 8A). El mecanismo de retencion tiene lugar mediante un doble desplazamiento
(Fig. 8B). En este proceso tiene lugar el ataque del residuo nucledfilo al carbono anomérico.
Como resultado tiene lugar la formacién transitoria de un enlace covalente entre la enzimay el
glicosido. Este enlace es lo suficientemente estable como para permitir la separacion del centro
activo de la parte liberada y su reemplazamiento por una molécula de agua, con asistencia de un
segundo residuo catalitico &cido/base que actua en la primera etapa como acido, protonando el

oxigeno glicosidico, y como base en la segunda, sustrayendo un proton de una molécula de agua

28



que rompe el enlace covalente transitorio y regenera a la enzima (Davies y Henrissat, 1995; Ly y
Withers ,1999; Withers, 2000).

Figura 8. Mecanismo de reaccion que ocurre en el sitio catalitico de las glicosil hidrolasas.
A). Mecanismo de inversién. B). Mecanismo de retencién, Rye y Withers, 2000.
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1.1.8 Propiedades bioquimicas de a-amilasas

Las propiedades bioquimicas y enzimaticas de las amilasas de distintas fuentes son muy
utiles para poder incorporar a las amilasas en algun sector industrial o para llevar acabo la
produccidn de proteinas recombinantes en caso de que se necesite una mayor expresion o alguna
caracteristica deseada del gen que codifica para la enzima de interés. Como se muestra en la
Tabla 2 y 3 la mayoria de las amilasas hidrolizan almidén soluble o también llamado almidén
gelatinizado. EI almiddn gelatinizado se obtiene por el proceso de gelatinizacion, que se inicia
cuando se calienta el almiddn en presencia de agua aqui se produce incorporacion de agua en el
granulo. Esto se produce primero en las areas mas amorfas y posteriormente en las areas mas
cristalinas de la molécula del almidon. A medida que el calentamiento continua, los granulos
del almidon captan més agua irreversiblemente y se hinchan, algunas cadenas cortas de amilosa
salen de los granulos y la estructura cristalina del almidon se pierde. Las soluciones del almidén
soluble (gelatinizado) son opacas y fragiles. Por otro lado las amilasas no solo hidrolizan el
almidon gelatinizado, hay algunas pocas amilasas que pueden hidrolizar el almidén nativo o
también llamado almiddn insoluble. EI almidén en su estado nativo es insoluble en agua, forma
una suspension temporal de grandes particulas, que no se disuelven en el medio que las rodea y
se depositan en el fondo de un recipiente con liquido al menos que se agite. Los granulos del
almiddn pueden incorporar una minima cantidad de agua, pero por lo general, la formacion de
la suspension provoca un cambio minimo en la estructura del almidén (Vaclavik, 2003), es por

esta razon que a la mayoria de las amilasas le cuesta trabajo hidrolizar el almidon nativo.
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Tabla 2. Propiedades bioguimicas de amilasas fungicas.

Organismo PM pH Temperatura Parametros cinéticos  Productos Tipo de Referencias
kDa  éptimo Optima de almidon
hidrolisis soluble/
insoluble
Hongos
T. harzianum -- 4.0 60°C Km(3.5 mg/ml); Almidon  De Acevedo
Vmax (1.7 mg/min) soluble et al.,2000
A. oryzae M13 52 54 50°C Km (0.13 %) --- Almidén Yabuki et
soluble al., 1977
T. viride 5.0-5.5 Estable a - --- No Schellart et
60°C(10 min) definido al.,1976
A. flavus LINK 525 6.0 55°C Km (0.5 g/L); Vmax - Almiddn Khoo et al.,
(108.67pM/mg*min) de yuca 1994
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Tabla 3. Propiedades bioquimicas de amilasas microbianas.

Organismo PM (kDa) pH Temperatura Parametros Productos de Referencias Tipo de almidoén soluble/
optimo optima cinéticos hidrolisis insoluble
Bacterias
B. amyloliquefaciens 58 5.0 50°C Km (4.11 mg/ml); Glucosa Almidon soluble Gangadharan et al.,2009
Vmax (3.07 mg) Maltosa
B. amyloliquefaciens 2 60 so°c Km (3.23 mg/ml); Almidon soluble Montor, 2015.
Vmax (29.1U/mg)
B. subtilis AX20 149 6.0 60°C Km (3.3 mg/ml) Glucosa Almidén soluble Najafi et al.,2005
Maltosa
B. brevis MTCC 7521 205 6.0 50°C -—-- Glucosa Almidén soluble Ray et al.,2008
Maltosa
B. stearothermophilus 59 5.0-6.0 70-80°C Km (14 mg/ml) Vihinen et al.,1989
ATTC 12980
B. sp BKL20 7.0 60-70°C --- -—-- No definido Kubrak et al,2010
B. subtilis KIBGE HAS 56 7.5 50°C Km (2.68 mg/ml) - No definido Bano etal., 2011
B. licheniformis 225 9.0 76°C Maltopentosa Saito,1973




1.1.9 AmiJ33, la amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M

De los suelos de la cuenca del Papaloapan se aisl6 un microorganismo denominado B.
amyloliquefaciens JJC33M, este microorganismo es un bacilo Gram positivo, fermenta glucosa
y manitol, ademas produce una a-amilasa: AmiJ33 que tiene un peso molecular de 50 kDa.
AmiJ33 fue caracterizada parcialmente, mostrando propiedades fisicoquimicas relevantes que
podrian ser Gtiles en la industria. Por ejemplo, se evaluo el efecto del pH y la temperatura sobre
la actividad enzimatica, concluyendo que los valores mas altos de actividad se observaron a pH
6.0 y 80°C, respectivamente. Asi mismo, en condiciones ligeramente acidas (pH 4.0 y 5.0),
AmiJ33 mantuvo el 72 % de su actividad y fue estable por 3 h a 40°C, y por 30 min a 45 y 50°C,
conservando el 88 y 82 % de actividad residual, respectivamente. AmiJ33 mostré un incremento
de su actividad de 50 % con p-mercaptoetanol, y no fue inhibida por 4cido
etildiaminotetraacético (EDTA) pero si se inhibio totalmente con dodecilsulfato sodico (SDS).
Con base en los datos parciales obtenidos, AmiJ33 podria tener un efecto potencial en la
industria de panificacion ya que presenta su maxima actividad entre los 50-80°C,
desnaturalizandose a los 90°C (Montor et al., 2014).

El genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M fue aislado y secuenciado incluido el gen
completo que codifica para AmiJ33. A partir del oligonucleé6tido degenerado y de la secuencia
del genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M (Montor y col., 2015) se identifico el gen de la a-
amilasa (amyJ33S) desde el péptido sefial hasta el codon de paro (ANEXO I1).

El gen que codifica para AmiJ33 produce una proteina de 72 kDa, sin embargo, el
microorganismo nativo produce una enzima funcional de 50 kDa. De acuerdo a estudios previos,
AmiJ33 sufre procesamiento tanto en el N como en el C-terminal antes de ser exportada al medio
extracelular, de ahi la diferencia del peso molecular de la enzima nativa y recombinante
(Montor, 2015). La secuencia de amyJ33S traducida consiste en una secuencia de 659
aminoéacidos y un peso molecular calculado de 72 kDa. El analisis de la secuencia aminoacidica
revela que AmiJ33r tiene una alta identidad con a-amilasas del género Bacillus y que la
estructura primaria esta compuesta por un peptido sefial, una region-P, un dominio A (317 aa),
un dominio C (76 aa) y una region extra (176 aa) (Montor, 2015) (Fig. 9).



Figura 9. Representacion de la estructura de AmiJ33r, Montor, 2015.

1.2 Generalidades del almidon
1.2.1 Uso y aplicaciones del almiddn

El almidon es el principal carbohidrato de reserva en los productos agricolas como: papa,
platano, yuca, entre otros. Desde el punto de vista nutricional, el almidon es el componente

mayoritario en la dieta de las poblaciones humanas (Li et al., 2004)

En la industria de los alimentos el almiddn se utiliza como: agente espesante, encapsulante y
para impartir sabor, ademas es utilizado en sopas enlatadas, postres, helados, carnes procesadas,
salsas y productos horneados. El almidon de igual forma puede ser convertido en azlcares ya
sea por procesos quimicos, enzimaticos o fisicos, para poder fabricar edulcorantes y jarabes. El
uso de los almidones en las industrias no alimentarias es muy diverso como en la industria textil,

papel, adhesivos y farmacéutica (Fuglie y Oates, 2001).

En la industria de papel, el almiddn es un buen agente de encolado para el acabado de papel,
mejorando la calidad y la viabilidad, ademas de ser un buen recubrimiento para el papel. El
tamafo aumenta la rigidez y la resistencia en papel, es por tal motivo que se utilizan las enzimas
a-amilasas para evitar los problemas mencionados anteriormente, estas enzimas lo que hacen es
modificar el almiddn que recubre al papel, como resultado se obtiene, la superficie del papel
suficientemente suave y fuerte, para mejorar la calidad de redaccion del documento
(Bruinenberg et al., 1996).
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En la industria textil, el almidon se utiliza en tres procesos especificos: el tamafio, acabado e
impresion. En el caso de los tejidos hechos de algodén o mezclas de algodon, fibras sintéticas,
los hilos de urdimbre (longitudinal), estan recubiertas con una sustancia adhesiva conocida
como "tamafo”. Esto es para evitar que los hilos se rompan durante el tejido. El tamafio mas
importante es almiddn y derivados de almidon. Después de tejer, el tamafio debe ser retirado de
nuevo con el fin de preparar la tela para el acabado (blanqueo, tefiido e impresion). Este proceso
(el desencolado) se puede llevar a cabo tratando el tejido con productos quimicos fuertes tales
como acidos, bases o agentes oxidantes. Sin embargo, se han preferido las enzimas que
hidrolizan el almidén (a-amilasa) durante muchos afios debido a su alta eficiencia y la accién
especifica. Las amilasas logran la eliminacion completa del tamafio, sin efectos nocivos sobre

la tela (www.megazyme.com).

1.2.2 Estructura del almidon

El almidon es el principal carbohidrato de reserva sintetizado por las plantas y es una fuente
de energia para muchos organismos. Representa una fraccion importante entre el 60-80 % en un
gran nimero de productos agricolas como: los cereales (maiz, trigo, arroz), leguminosas
(frijoles, chicharos y habas), tubérculos (papa y yuca) (Bello y Paredes, 1999), por tal motivo el
almidon es importante en todo el mundo. Las diferencias entre los tipos de almidones con
respecto a la morfologia del granulo (tamafio, forma, presencia de poros, canales y cavidades),
estructura molecular (amilosa y amilopectina) y composicion (relacion amilosa/ amilopectina,
contenido de componentes no amilaceos), son las responsables de las variaciones en las
propiedades funcionales del mismo (Huber y BeMiller, 2000; Ball et al., 2011). Quimicamente,
el almiddn esta integrado por dos polimeros de glucosa de diferente estructura: la amilosa y la
amilopectina, las cuales son las responsables de formar la estructura semicristalina de sus

granulos (Fig. 10).
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Figura 10. Estructura de una molécula de almidén; @ moléculas de glucosa; estructura de la
amilopectina (enlaces glucosidicos a-1-6) y la estructura de la amilosa (enlaces glucosidicos
a-1-4).

1.2.2.1 Caracteristicas de la amilosa

La amilosa, es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces a-1-4, en el cual
algunos enlaces a-1-6 pueden estar presentes. La molécula de la amilosa no es soluble en agua,
pero puede formar micelas hidratadas por su capacidad para enlazar moléculas vecinas por
puentes de hidrégeno y generar una estructura helicoidal (Fig. 11) la cual presenta de 6-8
unidades de glucosa por cada vuelta. Por esta razén la amilosa y el yodo forman un complejo el
cual es de color azul y es muy utilizado para cuantificar el contenido de amilosa en los
almidones. La intensidad del color azul del complejo amilosa-yodo refleja informacion sobre la

longitud de la cadena de amilosa (Knutzon y Grove, 1994).

La amilosa tiene una masa molar aproximadamente de 1x10°- 1x10° Dalton y esta
conformada alrededor de 500-6000 unidades de D-glucosa (MacAllister, 1979).
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Figura 11. Conformacion de la amilosa en forma helicoidal constituida por unidades de
glucosa.

1.2.2.2 Caracteristicas de la amilopectina

La amilopectina es un polimero ramificado de unidades de glucosa unidas en un 94-96 %
por enlaces a-1-4 y en un 4-6 % con uniones a-1-6 en los puntos de ramificacion. El peso
molecular de la amilopectina es muy alto, con fracciones que llegan a alcanzar de 1x10° hasta
1x108 Dalton estas variaciones dependen de las fuentes botanicas del almidén (Bello Pérez et
al., 2002) aunqgue se han reportado pesos entre 300,000 y 500,000 Daltones. Algunos cereales
COMO maiz, sorgo y el arroz tienen variedades “céreas” que estdn compuestos mayoritariamente

por amilopectina (Badui, 2006).

La estructura de la amilopectina ha sido muy estudiada conforme se han ido desarrollando
nuevas técnicas para su estudio, uno de los primeros modelos establecidos fue el de Meyer en
1985 llamado “Trichitic”, el cual poco méas tarde no encajé con el comportamiento de la
amilopectina. Meyer mencionaba en su modelo que las ramificaciones de la amilopectina eran
muy frecuentes por lo cual el espacio se iba limitando conforme la amilopectina se elongaba
hacia el exterior del granulo del almidon, poco més tarde y conforme se iban desarrollando las
técnicas, el modelo de cluster fue nuevamente analizado pero esta vez por Hizukuri, quien utilizo
técnicas mas avanzadas como cromatografia de permeacion en gel y desramificacion, para
finalmente llegar a la estructura que conocemos en la actualidad donde se describe a una cadena
A, que presenta ramificaciones (Fig. 12A) y la cadena B que no las presenta (Fig. 12B) (Streb
y Zeeman, 2011).
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Figura 12. A) Modelo de la amilopectina; (B) Modelo amilosa. Streb y Zeeman, 2011.

1.3. Modificaciones estructurales del almidon

1.3.1 Gelatinizacion

Los granulos del almidén son insolubles en agua a temperatura ambiente, debido a la
estructura semicristalina representada principalmente por la amilopectina. Cuando el almidon
se encuentra en una solucién acuosa, los granulos adsorben una pequefia cantidad de agua y
sufren el proceso llamado hinchamiento, este proceso es irreversible (French, 1984). Cuando se
calientan los granulos de almiddn con exceso de agua y sobrepasando la temperatura de
gelatinizacion, los granulos de almidon pierden la estructura cristalina nativa y por consecuencia
pierden la estructura de la cruz de malta (birrefringencia), lo cual indica que el grado de

organizacion cristalina de la amilopectina se pierde (Atwell, 1988).

El intervalo de temperatura para la gelatinizacion de los distintos almidones es especifico
para cada tipo, suele iniciar entre los 60 y 71°C y terminar entre los 88 y 95°C (Vaclavick,
2002).
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A pesar de que las amilasas actGan en cualquier punto del almidoén, no les es facil hidrolizar
el almidon insoluble, por lo contrario, hidrolizan mejor el almidon gelatinizado (soluble) debido

a que la amilosa esta mas disponible (Vaclavick, 2002).

1.3.2 La retrogradacion

La retrogradacion se presenta cuando el almidon gelatinizado se enfria. En este proceso las
moléculas de amilosa van a tener tiempo suficiente para alinearse de tal forma que con esta
alineacion pueden formar puentes de hidrdgeno entre cadenas paralelas adyacentes (Lineback y
Rasper, 1988). La retrogradacion del almidén ocurre en dos pasos: uno es la rapida gelificacion
de la amilosa por la formacion de segmentos de dobles hélices y el otro es la lenta

recristalizacion de cadenas cortas de amilopectina.

La velocidad de retrogradacion depende de varios factores como: la longitud de las cadenas
de la amilopectina, la concentracion de lipidos y de los derivados monoéster y fosfatos
(Srichuwong y Jane, 2007).
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CAPITULO 11
2.1 JUSTIFICACION

Dada la demanda de amilasas, tan solo en el afio 2002, sus ventas en el mercado mundial se
estimaron en $600 millones de dolares en industrias como la alimentaria, farmacéutica, para la
degradacion y/o procesamiento del almidon, este trabajo propone caracterizar bioquimicamente
la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M, asi mismo determinar los parametros cinéticos
Vmax, Km, ¥ los productos de hidrolisis del almidon comercial, con la finalidad de contar con

una caracterizacion mas completa y evaluar su potencial uso industrial.

2.2 HIPOTESIS

AmiJ33 tiene caracteristicas bioguimicas (es activa a pH 4-5 y tiene mayor actividad a
temperaturas 60-80°C) y enzimaticas deseables para la industria alimentaria y generara

productos de interés para esta industria a partir de la hidrélisis del almidon comercial.
2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Objetivo general

Caracterizar bioquimica y enzimaticamente la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M,

AmiJ33 y analizar los productos derivados de su hidrolisis sobre almidon comercial.

2.3.2 Objetivos particulares

. Producir y purificar a AmiJ33.

. Desarrollar la metodologia para observar a AmiJ33 por medio de zimograma.

1

2

3. Determinar la termoestabilidad, la vida media y la estabilidad a pH de AmiJ33.

4. Determinar los parametros cinéticos Km, Vmaxde AmiJ33 en almidon insoluble (Jalmek)
5

. Determinar los productos de la hidrolisis del almidon comercial por medio de TLC

utilizando a AmiJ33 y a la enzima comercial Licuamil 340.
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CAPITULO 11l
3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Almacenamiento y conservacion de B. amyloliquefaciens JJC33M y produccién de
AmiJ33

La cepa de B. amyloliquefaciens JJC33M se obtuvo de una coleccion de cepas aisladas de
suelos cultivados con cafia de aztcar (Montor et al., 2014). B. amyloliquefaciens JJC33M se
inoculd en caldo nutritivo a 37°C, 180 rpm, por 24 h, al término del tiempo establecido se
conservo la cepa en glicerol al 80 % (700 pl de glicerol mas 500 pl de muestra) a -20°C.

3.1.2 Activacion de B. amyloliquefaciens JJC33M

La cepa de B. amyloliquefaciens JJC33M se tomé de la coleccion de las cepas aisladas de
suelos cultivados con cafa de azlcar y se sembré en cajas Petri con agar nutritivo y almidon 10
g/L, a 37°C por 24 h. Posteriormente se tomd una asada de B. amyloliguefaciens y se cultivo en
caldo nutritivo con almidén 10 g/L, a 37 °C, 16 h, 180 rpm.

3.1.3 Produccion de AmiJ33

Para producir AmiJ33, la fermentacion se inocul6 con 10 % (v/v) del indculo en el medio
compuesto por: extracto de levadura (5 g/L), KoHPO4(6 g/L), KH2 PO4 (3 g/L), CaCl, (0.1 g/L),
citrato de sodio (0.5 g/L), (NH4)2SO4 (5 g/L), FeSOs4 (0.01 g/L), MnSOg4 (0.01 g/L), ZnSO4
(0.001 g¢/L), enriguecido con almidédn 10 g/L (Montor et al.,2014). La fermentacidn se incub6 a
37°C, 180 rpm, y el sobrenadante se colect6 al inicio de la fase estacionaria (aproximadamente
entre 18-21 h). El sobrenadante de la fermentacion se obtuvo por centrifugacion (Heraeus
Megafuge 16R Thermo Scientific) a 5580 g por 15 min y 4°C.

3.1.4 Precipitacién de AmiJ33 con sulfato de amonio

La precipitacion de AmiJ33 con (NH4)2SOs se realiz6 de acuerdo a Montor et al., 2014, con
ligeras modificaciones, donde se incrementd el tiempo de centrifugacion de 10 a 40 min. El
extracto crudo enzimatico de Amij33 se saturo al 60 % con sulfato de amonio (NH4)2SO4 a 4°C.
Despueés de la saturacion, el extracto crudo enzimatico se centrifugo a 5580 g por 40 min
(Hereaus Megafuge 16R Thermo Scientific). Posteriormente, el precipitado obtenido de la

saturacion se resuspendid y se realizaron tres lavados con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH
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7.0, 1 mM CacCly, utilizando filtros de 10,000 MWCO (MILLIPORE) y centrifugando a 5580 g
por 40 min (Heraeus Megafure 16r Thermo Scientific). El extracto se concentr6 100 veces.

3.1.5 Determinacioén de la actividad amilasa

La actividad amilasa se determind por la cuantificacion de azlcares reductores liberados
durante la reaccion enzimatica en presencia de 10 g/L de almiddn en amortiguador de fosfatos
50 mM, pH 7.0, 1 mM CaCl a 37 °C mediante la técnica del &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS).
El método DNS es una técnica colorimétrica que emplea 3,5-acidodinitrosalicilico para la
hidrélisis de polisacaridos presentes en una muestra, seguido de la determinacion
espectrofotométrica a 540nm de los azUcares reductores (Lambda 25 L600-00BB Perkin Elmer).
Esta técnica sirve para cuantificar los azucares reductores producidos durante una fermentacion
0 para cuantificar los productos de una reaccién enzimatica. (Miller, 1959). Una unidad (U) se
definio como la cantidad de enzima necesaria para generar un pumol de azucar reductor,

equivalente a glucosa, por minuto.

3.1.6 Electroforesis de proteinas

La proteina se visualizé por electroforesis en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Se
utilizé la camara BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra System, con geles de 1 mm de espesor. El
gel separador se prepar6 al 10 % vy el gel concentrador al 4 % (las proteinas que se separan en
esta concentracion oscilan entre 50-200 kDa) (Tabla 4 y 5). La electroforesis se realizé a
amperaje constante 25 mA por gel durante 1 h. Se utiliz6 como amortiguador de corrida una
solucion de Tris-base 30.3 g/L, glicina 144.2 g/L y SDS 10 g/L, como amortiguador de carga
una solucion de tris 1M pH 6.8, glicerol 1ml, SDS 0.2g, B-mercaptoetanol 0.5 ml y azul de
bromofenol 0.5 % (p/v).
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Tabla 4. Componentes para la preparacion de dos geles SDS-PAGE

Reactivo Gel separador  Gel concentrador
10 % 4 %
Poliacrilamida 3.3mL 0.65 mL
Amortiguador 0.5M Tris- 1.25mL
HCI, pH 6.8
Amortiguador 1.5M Tris- 2.5mL
HCI, pH 8.8
10 % p/v SDS 0.1mL 50 pL
Agua 4.1 mL 3.05mL
TEMED 5 pL 5 pL
10 % p/v Persulfato de 50 pL 50 pL
amonio

Tabla 5. Intervalos de separacion de proteinas en geles de poliacrilamida

Intervalos de tamafos Concentracion de acrilamida-
separables bisacrilamida en el gel

(kDa) separador (%)

36-205 5

34-205 7.5

14-205 10

14-66* 12.5

14-45* 15




3.1.6.1 Tincion de proteinas con azul de Coomassie

Después de la electroforesis, el gel se incubd durante 10 min en una solucion de acido acético
10 % (v/v) y azul de coomassie 0.2 % (v/v). Posteriormente al gel se le realizaron 3 lavados para
eliminar el exceso del colorante, con una solucion de acido acético 10 % (v/v) y metanol 30 %
(V/Iv).

3.1.6.2 Determinacion del peso molecular de la enzima a-amilasa

El peso molecular de la enzima se estim6 comparandola con la distancia de migracion de un
patron de proteinas de peso molecular conocido (PageRuler Prestained Protein Ladder,

Fermentas).

Por tal motivo con los valores del marcador de peso molecular, se disefié una curva de
linealizacion para la obtencion de PM, donde se graficaron los log (PM) versus la movilidad
relativa (Rf) (Pérez, 2000). El Rf es la relacion entre la distancia recorrida de la muestra
(proteina de interés) y la longitud de corrida total del gel (ANEXO 1V). Con estos valores se
obtiene una ecuacion lineal log(PM) = m(Rf) + b, finalmente se sustituyeron los valores en
la formula mencionada anteriormente. Se calculo el Rf de la proteina y se extrapol6 en la curva

el log (PM), aplicandole antilogaritmo, obteniendo el peso molecular de la proteina.

3.1.7 Zimogramas

El zimograma se realizd en SDS-PAGE desnaturalizante de acuerdo a Laemmli, 1970 y
Martinez et al., 2000 con ligeras modificaciones (Tabla 6). El gel concentrador se preparé al 4%
de acrilamida sin adicion de almidén, el gel separador se preparé al 10 % de acrilamida
adicionado con almidén soluble 10 g/L (p/v) marca Jalmek. La migracién se efectué a 25 mA
por gel, al término de la electroforesis el gel se incubd por 1 h a 4°C, 60 rpm (se utilizo el
agitador de placas Labnet international Inc.) con una solucién de 2.5 % (v/v) de triton X-100
para remover el SDS y renaturalizar la enzima, posteriormente el gel se lavo con agua destilada
para remover el exceso de triton, después el gel fue incubado por 45 min a 4°C con una solucion
de 10 g/L de almiddn para asegurar la penetracion del almidon dentro de la matriz de acrilamida.
Después de la incubacion en frio, el mismo gel fue incubado (Excella E24 Incubator, New
Brunswick Scientific) pero a 37°C por 1 h con amortiguador fosfatos pH 7.0 y fue revelado con

solucion de lugol (0.33 % p/v de 1 y 0.66 % p/v de Kl). La actividad de la enzima se detecto por
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la presencia de la hidrdlisis del almiddn que contenia el gel, observandose zonas claras en el
mismo. Se utilizo la luz blanca del transiluminador (Benchtop UV transilluminator, UVP) para

observar el halo de hidrdlisis.

Tabla 6. SDS-PAGE copolimerizado con almidon.

Reactivo Gel concentrador 4 %  Gel separador 10 %
Poliacrilamida 0.65 mL 3.3mL
Amortiguador 0.5M Tris-HCI, 1.25 mL
pH 6.8
Amortiguador 1.5M Tris-HClI, 2.5 mL
pH 8.8
Almidén soluble 1 % (p/v) 0.52 mL
Agua destilada 3.05 mL 4.1 mL
SDS 10 % (p/v) 50 pL 0.1mL
TEMED 5uL 5uL
10 % p/v Persulfato de amonio 50 pL 50 pL

3.1.8 Evaluacion del efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimatica de
AmiJ33 de B. amyloliquefaciens

El efecto del pH sobre la actividad se realiz6 incubando la enzima por 1 h, 4 °C, con los
amortiguadores correspondientes (amortiguador de acetatos para pH 4.0 y 5.0, amortiguador de
fosfatos para pH 6.0, 7.0, 8.0 y amortiguador de glicina-NaOH para pH 9.0). Para realizar el
experimento se incub6 0.12 U de enzima a los diferentes pHs de estudio (desde 4.0 hasta 9.0) a
4°C por 1 h, este paso fue necesario para que AmiJ33 se estabilizara al pH de estudio y asi se
pudiera evaluar el efecto del pH, al término de ese tiempo se adicion6 almidén nativo 10 g/L
(almidon comercial resuspendido en amortiguador a los diferentes pHs de estudio). La actividad
enziméatica se determino por duplicado a 45°C, 1mM de CaCl,, cuantificando azUcares

reductores mediante la técnica del DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959).
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Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad amilasa, se midio la actividad a
40, 50, 60, 70, 80 y 90 °C a diferentes tiempos, pH 5.0 (pH 6ptimo) en amortiguador acetatos,
incubando previamente el almidén 5 min a la temperatura evaluada. La actividad enzimatica se
determino por duplicado a 45°C, 1mM de CaCl, cuantificando azUcares reductores mediante la
técnica del DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959).

3.1.9 Termoestabilidad y vida media de AmiJ33

Para determinar la termoestabilidad de AmiJ33 se incubo por 1 h a distintas temperaturas de
40, 50 y 60 °C. Se tomaron alicuotas a diversos tiempos, a dichas muestras se determind
actividad residual a 45 °C usando como sustrato almidon 10 g/L a pH 5.0 (pH 6ptimo). La
actividad enzimatica residual se determind6 mediante la técnica del DNS (&cido 3,5-
dinitrosalicilico) por duplicado a 45°C, 1mM de CaCl. (Miller, 1959). Con estos datos se calculd
la vida media de la enzima (t12) y la constante de desactivacion de primer orden k. A partir de

la siguiente expresion:

InA = -kt +1ndo

Se obtiene la siguiente ecuacion

lni = -kt
A

o
Donde:
Ao= Actividad inicial
A= Actividad a determinado tiempo

Por tal motivo la ecuacion para calcular la vida media queda de la siguiente manera:

In2

t =
1/2 K
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3.1.10 Estabilidad en diferentes pHs

La enzima AmiJ33 se incubd por 24 h, 4°C, a diferentes pH (amortiguador de acetatos para
pH 4.0 y 5.0, amortiguador de fosfatos para pH 6.0, 7.0 y 8.0, amortiguador de Glicina-NaOH
50mM para pH 9.0). Al término de la incubacion, se agregdé 10 g/L de almiddn nativo. La
actividad enzimatica residual se determiné mediante la técnica del DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) por duplicado a 45°C, 1mM de CaCl, (Miller, 1959).

3.1.11 Determinacion de parametros cinéticos Vmax y Km

Se evaluo el efecto del sustrato en la velocidad de reaccion, para ello se emplearon diferentes
concentraciones del almidén (1-14 mg/ml) y se determind la actividad de AmiJ33. La
determinacion de la velocidad de reaccion se realizo a pH 5.0 (pH 6ptimo), 45°C y 1mM de
CaCl, mediante la medicion de azucares reductores por la técnica del DNS (&cido 3,5-
dinitrosalicilico) (Miller, 1959). La velocidad méxima que puede alcanzar una enzima (Vmax) Y
la afinidad de la enzima por el sustrato (Km) se calcularon mediante la regresién no lineal de la

ecuacion de Michaelis Menten con el software OriginLab9.0 (Version 9.0).

_Vmaxx*S
" (Km+S)

----------- Ec. Michaelis Menten

3.1.12 Determinacion de los productos de hidrolisis del almidén comercial usando AmiJ33

Para la determinacion de los productos de hidrélisis del almidén comercial por medio de
AmiJ33, se incubd 0.12 U de enzima a 45°C a pH 5.0, posteriormente se adiciond como sustrato
almidon nativo 10 g/L, se tomaron 100 pL de muestra a distintos tiempos 0, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160 y 180 min durante 3 h. Los productos de hidrolisis se observaron mediante
cromatografia en capa fina (TLC). La actividad enzimatica se determiné por duplicado
independientes a 45°C, 1mM de CaCly, con la cuantificacion de azlcares reductores mediante
la técnica del DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959).

3.1.13 Hidrdlisis y recuperacion del almidén residual usando AmiJ33

Se incub6 0.12 U de enzima a 45°C a pH 5.0, posteriormente se adiciond como sustrato
almidon nativo 10 g/L, se tomd muestra a distintos tiempos 0, 20, 40 y 60 min durante 1 h,

posteriormente la reaccion enzimatica se desactivd calentando la muestra a 90°C por 5 min. El
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almidon residual de cada alicuota se colectd por centrifugacion a 10 000 g por 2 min (Hereaus
pico 17 Thermo Scientific), donde el sobrenadante se deseché y el pellet se sec6 en una
incubadora a 50°C por 24 h (New Brunswick Scientific, Excella E24) para su posterior analisis

por microscopia electronica de barrido (MEB).

3.1.14 Determinacion de los productos de hidrolisis del almidén comercial usando
Licuamil 340

Para la determinacion de los productos de hidrolisis del almidon comercial por medio de la
enzima comercial Licuamil 340 (EMMEX), se incubd 44.2 U/mg de proteina (se utilizo la
actividad especifica debido a que en la ficha técnica solo marcaba las unidades de la enzima) a
70°C a pH 6.0, posteriormente se adicioné como sustrato almidon nativo 10 g/L, se tomd
muestra a distintos tiempos 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140,160 y 180 min durante 3 h,
posteriormente la reaccion enzimatica se desactivo calentando la muestra a 90°C por 10 min.
Los productos de hidrolisis se observaron mediante cromatografia en capa fina (TLC). La
actividad enzimatica se determind por duplicados independientes a 45°C, 1mM de CaCly, con
la cuantificacion de azucares reductores mediante la técnica del DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) (Miller, 1959).

3.1.15 Hidrdlisis y recuperacion del almidén residual usando Licuamil 340

Se incub6 44.2 U/mg de enzima a 70°C a pH 6.0, posteriormente se adicion6 como sustrato
almidoén nativo 10 g/L, se tom6 muestra a distintos tiempos 0, 20, 40 y 60 min durante 1 h,
posteriormente la reaccion enzimatica se desactivo calentando la muestra a 90°C por 10 min..
El almidon residual de cada alicuota se colect6 por centrifugacién a 10 000 g por 2 min (Hereaus
pico 17 Thermo Scientific), donde el sobrenadante se desechd y el pellet se sec6 en una
incubadora a 50°C por 24 h (New Brunswick Scientific, Excella E24) para su posterior analisis

por microscopia electronica de barrido (MEB).

3.1.16 Cromatografia en capa fina (TLC)

Se utilizaron placas comerciales de silica gel 60 GF2s4, de 10 cm x 10 cm x 0.25 mm, Merck.
Las placas se desarrollaron en el sistema de fase mdvil: butanol/etanol/agua (30/50/20) v/viv,
mediante una técnica ascendente con desarrollo simple. Se coloc6 1pl de cada muestra

hidrolizada asi como de los estandares de maltodextrinas, 2-7 grados de polimerizacion (GP),
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las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente por unos segundos, posteriormente, la
placa se colocd en una camara cromatogréfica. La cromatografia se detuvo cuando la fase movil
recorrié 8.5 cm, para ello se retird la placa de la cdmara. Posteriormente, una vez que la placa
se secO a temperatura ambiente, ésta se asperjo con una solucion de a-naphtol (5 g de a-naphtol,
171.85 ml de etanol, 13.71 ml de agua y 22.28 ml de H,S0O,) y se secd con aire caliente 70°C.
(Fig. 13).

Figura 13. Diagrama de la placa y Camara cromatografica.
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.1 Curva de crecimiento de Bacillus amyloliquefaciens JJC33M

La cinética de crecimiento (Fig. 14) se siguid con la cuantificacion de la densidad Optica
(DOsoonm) del cultivo y se determino el tiempo de mayor produccion enzimatica por la
acumulacion de azlcares reductores. En trabajos reportados para o-amilasa de B.
amyloliquefaciens (Montor et al., 2014) se concluye que la fuente de nitrégeno y la relacion C:
N es muy importante para la produccién enzimatica, es posible que cuando se agota la fuente de
nitrégeno (la cual es el sustrato limitante) en el medio, el microorganismo se muere y por

consecuencia disminuye la produccién de la enzima.

El crecimiento se efectud a 180 rpm y 37°C por 24 h. Varios autores reportan 37°C como
la temperatura dptima de produccion de las amilasas de B. licheniformis ATCC 12759 (Akcan,
2011), B. cereus (Vijayabaskar et al., 2012), B. subtilis AX20 (Najafi et al., 2005), B.

amyloliquefaciens (Montor et al., 2014).

Durante la cinética de B. amyloliquefaciens JJC33M, se observé la fase de crecimiento
exponencial que fue a partir de las 0 h concluyendo a las 18 h, entre las 18-24 h se observo la

fase estacionaria.

Figura 14. Crecimiento de B. amyloliquefaciens JJC33M ® DO600 nm y cuantificacién
de azucares reductores presente en el medio « g/L. Condiciones del experimento: 37°C,
180 rpm, 24 h. Tukey, p>0.05, n=2.
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El aumento de la concentracion de azlcares reductores en el medio (Fig. 14) se relaciona con
el aumento de la actividad enzimatica, esto se debe a que la enzima es necesaria para el
crecimiento microbiano. La produccion de azlcares reductores (y por lo tanto la expresion de
AmiJ33) se inicia durante la fase exponencial, que abarca entre las 3-18 h, y alcanza su punto
maximo durante la fase estacionaria (18 a 21 h). En diversos trabajos se ha reportado que la
mayor produccion de amilasas se alcanza durante la fase estacionaria, por ejemplo produccion
para B. licheniformis ATCC 12759 (Akcan, 2011) en un rango aproximado de 48-72 h, B.
sphaericus (Al-Qodah et al.,2007) produce la mayor cantidad de a-amilasa en un periodo entre
22-32 h, Bacillus sp.(Goyal et al., 2005) produce la mayor cantidad de a-amilasa entre las 30-
48 h. B. amyloliquefaciens JJC33M (Montor et al., 2014) produce la mayor cantidad de a-
amilasa entre las 15-21 h, estos tiempos son similares a los reportados en este trabajo. La ventaja
que tiene una maxima produccion de enzimas en menor tiempo, es una caracteristica deseada

para poder mejorar el proceso, aislando los genes de interés y expresandolos en algin vector.

4.1.2 Purificacién de AmiJ33 por precipitacion con sulfato de amonio

AmiJ33 se precipitd del medio libre de células (extracto crudo) con (NH,),SO, (sulfato de
amonio) al 60 %. El precipitado se lavo tres veces con el amortiguador de fosfatos pH 7.0 con
la finalidad de remover el exceso de sulfato de amonio y resuspender la enzima. La fraccion
proteica resultante de la precipitacion se concentrd 100 veces el volumen inicial del extracto
crudo enzimatico, mediante centrifugacion a 5580 g. Diversos autores han reportado la
recuperacion de amilasas saturando con sulfato de amonio al 60 % (Sodhi et al., 2005; Montor-
Antonio et al., 2014), otros autores reportan la recuperacion de estas enzimas con (NH,),SO,
(sulfato de amonio) al 40 % (Quintero et al., 2009), al 70 % (Park et al., 2013) y 80 %
(Gangadharan et al., 2008; Demirkan, 2011). La concentracion de sulfato de amonio utilizada,
depende de la composicion aminoacidica de la proteina, se ha visto que cuando se incrementa
el contenido de aminoacidos alcalinos se requiere aumentar la concentracion de sulfato de

amonio para precipitar la proteina (Montor, 2015).
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Al precipitado obtenido (60 %) se le realizé una electroforesis SDS-PAGE desnaturalizante
(Fig. 15). A partir del gel se estima que el peso molecular de AmiJ33 es de 50 kDa, el cual se
obtuvo de acuerdo a la curva de linealizacion para la obtencion del PM y a las Rf calculadas. El
coeficiente de correlacion para la regresion fue de 0.98 (ANEXO V). En el mismo gel se
observan otras bandas con peso molecular alrededor de 30-36 kDa, esto se debe a que no se
obtuvo totalmente pura la enzima, posiblemente se trate de algunas otras proteinas producidas
por B. amyloliquefaciens JJC33M. Por otro lado no se puede hablar de posibles isoformas de la

a-amilasa (AmiJ33) debido a que esas bandas no se observaron en el zimograma (Fig. 16B).

El peso molecular de las a-amilasas nativas varia de acuerdo al microorganismo productor
ya que se observado en algunos reportes de Bacillus sp. AB68 que produce una amilasa de 66
kDa (Aygan et al., 2006), B. subtilis produce una o- amilasa de 56 kDa (Demirkan, 2011),
Bacillus sp. Produce una o- amilasa de 59 kDa (Sajedi et al., 2005) y B. amyloliquefaciens
produce una o-amilasa de 56 kDa (Gangadharan et al., 2009) esto sucede cuando las muestras

migran en condiciones desnaturalizantes.

Figura 15. Electroforesis SDS-PAGE de la purificacion de la a-amilasa (AmiJ33) de B.
amyloliquefaciens. M, marcador de peso molecular; 1, precipitacion con (NH4),SO0,
60%.
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4.1.3 Actividad in situ de AmiJ33

El zimograma de AmiJ33 se realiz6 en una electroforesis SDS-PAGE desnaturalizante (gel
concentrador 4 % acrilamida y gel separador 10 % acrilamida), el gel separador fue
suplementado con almiddn soluble 10 g/L marca Jalmek. Lo primero que se realizé fue una
electroforesis en condiciones nativa sin SDS (nativa-PAGE), en este zimograma AmiJ33 solo
mostro actividad en el gel concentrador, el color azul oscuro del gel se debe a que el gel fue
copolimerizado con almidon y después de la electroforesis el mismo gel fue incubado con
almidon, este paso se realizé para que el almidon se incorporara a la matriz de acrilamida en
caso de que no se hubiera homogenizado totalmente (Fig. 16A), el resultado de la electroforesis
en condiciones nativa, se piensa que se debe a que son enzimas de peso molecular grande por
lo cual en forma nativa le cuesta trabajo eluir, se han obtenido trabajos similares con a-amilasas
de Bacillus sp. BKL20 (Kubrak et al., 2010) y B. amyloliquefaciens (Montor, 2015). Por otro
lado se procedio hacer el zimograma SDS-PAGE desnaturalizante (Fig. 16B) en este zimograma
se logro observar una banda clara, la cual indica que AmiJ33 mostré actividad, por tal motivo
corresponde a la banda de 50 kDa del gel tefiido con azul de Coomassie (Fig. 15). El color
morado claro del gel se debe a que se le realizaron lavados al gel para poder eliminar el exceso
de almiddn y de la solucion lugol y permitiera ver la banda. Cabe mencionar que el SDS
interacciona con las proteinas formando complejos de caracteristicas comunes independiente de
cada proteina, las proteinas unen una molécula de SDS por cada dos aminoacidos, lo que implica
que las cargas propias de las proteinas quedan enmascaradas o anuladas; asimismo, la molécula
de SDS proporciona una carga negativa, por lo que los complejos SDS proteina estan cargados

negativamente de forma uniforme (Garcia, 2000).

La movilidad electroforética en una PAGE es funcién del tamafio y de la carga por unidad
de masa; como ésta es constante para todos los complejos SDS-proteina, esta movilidad es
solamente funcion de la masa molecular, es decir, cuanto menor sea la masa molecular de la
proteina, mayor serd la movilidad de la misma y viceversa (www.cultek.com). Es por esta razon

que se piensa que AmiJ33 logro eluir en el zimograma SDS-PAGE desnaturalizante.
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Figura 16. Zimogramas de AmiJ33; A, PAGE-nativo suplementado con almidén soluble al
1 % (p/v); B, SDS-PAGE suplementado con almiddn soluble al 1 % (p/v).

4.1.4 Caracterizacion bioquimica y enzimatica de AmiJ33

4.1.4.1 Evaluacion del efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimética de
AmiJ33

El efecto del pH sobre la actividad de AmiJ33 se determind en un intervalo de pH de 4.0 a
9.0,a45°C. A un pH de 5.0 se observo la mayor actividad de AmiJ33 (Fig. 17). A pH 4.0 AmiJ33
mostré el 94 % de la actividad, a pH 6.0 la enzima mostré el 77 % de actividad, disminuyendo
su actividad a pH 7.0 y 8.0 mostrando el 61 y 62 % de la actividad respectivamente. En cambio
a pH 9.0 AmiJ33 mostré 67 % de actividad. Este resultado concuerda con el reportado para la
amilasa de B. amyloliquefaciens ATCC 23842 (Gangadharan et al., 2008) y la amilasa de B.
amyloliquefaciens (Liu et al., 2015) que presentan su mayor actividad a pH 5.0. Mientras que las
amilasas de Bacillus sp. BK20 (Kubrak et al., 2010), Bacillus sp (Teodoro et al., 2000), B. subtilis
KIBGE HAS (Bano et al., 2011) presentan su mayor actividad a pHs entre 6.0 y 8.0, en cambio

54



en trabajos realizados para Bacillus. sp. BBM1 (Moreno et al., 2009) la amilasa mantiene su
mayor actividad a pH éptimo entre 5.0 y 7.0.

Figura 17. Efecto del pH sobre la actividad de AmiJ33. Condiciones del experimento;
45°C, como sustrato almidén nativo, 0.12 U de AmiJ33, tiempo de reaccion 1 h. Tukey,
p>0.05, n=2.

Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la actividad de AmiJ33. Condiciones del
experimento; temperaturas evaluadas 40-90°C, como sustrato almidon, 0.12 U de
AmiJ33. Tukey, p>0.05, n=2.
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El efecto de la temperatura sobre la actividad de AmiJ33 se evalud a 40, 50, 60, 70 ,80 y
90°C (Fig. 18). A 40°C y 50°C AmiJ33 mantiene el 27 y 43 % de actividad respectivamente, en
cambio a 60°C AmiJ33 mantiene el 54 % de su actividad, aumentando su actividad a 70 y 80°C
con el 83 y 100 % (6.0 U/ml) respectivamente. A 90 °C AmiJ33 disminuye su actividad con el
1.9 %. Estos resultados concuerdan con los reportados para la amilasa de B. licheniformis
CUMC305 (Vaseekaran et al., 2010), Bacillus sp US100 (Ben Ali et al., 1999), Bacillus spp.
MKS8 (Devi et al., 2010) que presentan su mayor actividad entre 80 y 90°C. Comparando los
resultados obtenidos en este trabajo con respecto a los reportados para AmiJ33 (Montor et al.,
2014) difieren, tanto en el comportamiento de pH como en el pH 6ptimo se piensa que se debe
a que se utilizé un amortiguador diferente para pH 6.0 (amortiguador de acetatos en el trabajo
de Montor et al., 2014 y amortiguador de fosfatos en el presente trabajo) posiblemente este
cambio ocasion0 una diferencia en la actividad de AmiJ33. En cuanto al efecto de la
temperatura, los resultados del presente trabajo comparados con los resultados para AmiJ33
(Montor et al., 2014) son muy similares ya que la mayor actividad se presenta a los 80°C y
AmiJ33 pierde su actividad a los 90°C.

4.1.4.2 Estabilidad a pH sobre la actividad de AmiJ33

En cuanto al efecto de pH en la estabilidad, AmiJ33 se mantuvo estable a pH 5.0 con un
100 % (0.249 U/ml) de su actividad. Mientras que pH 4.0 mantuvo el 45.0 %, apH 6.0y 7.0
mostro el 79 y 67 % de actividad, respectivamente. A pH 8.0 y 9.0 mantuvo el 47.36 y 30.99
% actividad (Fig. 19). Estos resultados son semejantes a los reportados para la amilasa de
Bacillus sp.AB68 (Aygan et al., 2006) esta amilasa mantiene su estabilidad a pH entre 5.0-
8.0, la amilasa de B. subtilis (Tezlakoglu et al., 2013) muestra el 85 % de su actividad a pH
5.0 cuando la estabilidad fue evaluada por 24 h.
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Figura 19. Estabilidad a pH sobre la actividad de AmiJ33. Condiciones del experimento; 45°C,
como sustrato almidon nativo (10 g/L), 0.12 U de AmiJ33, tiempo de reaccion 1 h. Tukey,
p>0.05, n=2.

Figura 20. Termoestabilidad de AmiJ33. Condiciones del experimento; tiempo de reaccion
1 h, como sustrato almidon nativo (10 g/L), 0.12 U de AmiJ33. Tukey, p>0.05, n=2.
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AmiJ33 presentd una vida media de 16.5, 2.31 y 15 min a 40, 50 y 60°C, respectivamente.
Con base a estos resultados AmiJ33 no es una enzima termoestable, pero a 40°C se mantiene
estable hasta por 16 h (Fig. 20).

Estos resultados son similares a los reportados para la a-amilasa de B. licheniformis
MTCC1483 (Dahiya y Rathi, 2015), donde se describe que esta enzima mantiene el 100 % de
su actividad en un periodo de 1 h a 40°C, en cambio a 50°C por 1 h mantiene el 40 % de
actividad, comparando este resultado con el de AmiJ33, AmiJ33 tiene una ventaja sobre esta
porque mantiene mas del 60 % de su actividad a la misma temperatura y al mismo tiempo. A
60°C la amilasa de B. licheniformis mantiene méas del 60 % de su actividad en un periodo de
tiempo de 15 min mientras que AmiJ33 solo mantiene el 20 % de su actividad, a pesar de que

AmiJ33 no es una enzima termoestable como la amilasa de B. licheniformis.

Por otra parte no fue posible evaluar la termoestabilidad de AmiJ33 a 70, 80 y 90°C ya que
a estas temperaturas AmiJ33 se desnaturaliza. Como se muestra en la fig. 19, a los 60°C AmiJ33
solo mantiene el 20 % de su actividad a los 15 min, por tal motivo se llega a la conclusién de
gue AmiJ33 se desactivaria a los 70, 80 y 90°C durante 1 hora, que es el tiempo que demoro el

experimento.

4.1.5 Determinacion de los parametros cinéticos de AmiJ33

Para determinar el efecto de la concentracion de sustrato en la actividad de AmiJ33 se evalu6
su actividad a diferentes concentraciones de sustrato y con ello se determinaron los parametros
cinéticos Km Y Vmax. La cinética descrita por AmiJ33 se ajustd al modelo de Michaelis Menten
(Fig. 14). Los valores de Km Yy Vmax se determinaron mediante el software OriginLab 9.0
ajustando la gréfica al modelo de Michaelis, los resultados fueron para Vmax 41.00 U/mg y K
10.6 mg/mL (ANEXO V) (Fig. 21). Estos resultados indican que AmiJ33 tiene poca afinidad
por el almiddn nativo. En comparacion con trabajos similares AmiJ33 presenta valores

parecidos de Km a la reportada para B. stearothermophilus (14 mg/mL) (Marco et al., 1996).
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Figura 21. Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad de AmiJ33 de B.
amyloliquefaciens. Condiciones del experimento; 45°C, como sustrato almidon nativo (10 g/L),
0.12 U de AmiJ33. Tukey, p>0.05, n=2.

4.1.6 Hidrolisis enzimatica del almidon comercial con AmiJ33y sus productos de reaccién

Una vez que se determinaron las condiciones éptimas de operacion de AmiJ33 se analizé su
comportamiento en almidon comercial (Jalmek), se analizaron los productos de hidrélisis
generados y el grado de hidrolisis en los granulos del almidon. La reaccion de hidrolisis del
almidon insoluble se realiz6 por 180 min, donde se observé que durante los primeros 40 min la
hidrélisis del almidon por medio de AmiJ33 fue muy lenta, dando lugar a una baja concentracion
de azUcares reductores. Después de los 40 min hasta los 140 min se observ6 un aumento en la
concentracion de azUcares reductores, la hidrélisis del almidon fue mas rapida, finalmente entre
los 160-180 min la produccion de azUcares fue constante 2.3 g/L y 2.307 g/L respectivamente,
alcanzando la maxima produccion de azucares reductores a los 140 min con un total de 2.5 g/L
(Fig. 22).
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Los procesos amiloliticos son una reaccion heterogénea altamente dependiente de la
estructura granular del almidon. Varios autores han reportado varios factores que afectan la
susceptibilidad del almidon nativo a la a-amilasa en relacion al origen botanico del almidon o a
la fuente de la a-amilasa (Kansou et al., 2015). Dentro de los factores con mayor importancia
son la morfologia de los granulos de almidon, la presencia de poros o canales en la superficie
del almidon podria favorecer la difusion de la enzima hacia el interior del granulo, acelerando
la velocidad de hidrolisis (Blazek & Gilbert, 20; Dhital et al., 2010; Planchot et al., 1995). Otros
factores importantes que deben ser considerados en la velocidad de hidrélisis del almidon son
el tipo de cristalinidad (patron de difraccion A, B o C), distribucidon de la longitud de las cadenas
(Blazek y Gilbert, 2010; Gérard et al., 2001; Huang et al., 2015; Lauro et al., 1999; Tester et
al., 2006). Algunos autores han reportado que la a-amilasa pancredtica de porcino degrada
almidones tipo A (maiz, trigo y arroz) mucho mas rapido que los almidones tipo B (papa y
amilomaiz). Estas diferencias en la velocidad de hidrélisis podrian ser explicadas por las
diferencias en aspectos estructurales que presentan las diferentes fuentes de almidéon (Blazek &
Gilbert, 2010; Tester et al., 2006).
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Figura 22. Produccion de azucares reductores por medio de la hidrolisis del almidon comercial
empleando la a-amilasa (AmiJ33) de B. amyloliquefaciens. Condiciones del experimento;
45°C, como sustrato almiddn nativo (10 g/L), 44.2 U/mg de proteinas. Tukey, p>0.05, n=2.
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Durante la cinética también se observaron los productos de hidrdlisis del almidén con
AmiJ33, donde estan presentes: glucosa (GP1), maltosa (GP2) y maltopentosa (GP5),
predominando la glucosa. Durante los primeros 20- 80 min de hidrolisis, se observo una baja
cantidad de glucosa y maltosa, lo cual correlaciona con la baja cantidad de azucares reductores
observados en ese periodo (Fig. 23). Despues de los 100-160 min la generacion de productos
(glucosa, maltosa) se incrementd, lo que correlaciona con la maxima cantidad de azucares
reductores observados. En cuanto a los productos, al final de la reaccion, se observo
principalmente la presencia de glucosa (GP1) y maltosa (GP2) (Fig. 23). Estos resultados son
similares a los reportados para la a-amilasa de B. subtilis AX20 (Mohsen et al., 2005) donde se
observo que los productos finales de la hidrolisis del almidon fueron: glucosa y maltosa. En
cambio otras amilasas como las de Bacillus sp. 18, Bacillus sp. BL3, Bacillus sp. 12B
(Gligorijevic et al., 2014) en sus productos de hidrdlisis generan principalmente: glucosa,

maltotriosa y maltopentosa.

Figura 23. Cromatografia en capa fina (TLC) de las reacciones de AmiJ33 (10 g/L) empleando
como sustrato almidén (10 g/L). Sistema: Butanol/etanol/agua 30:50:20. Estandares: GP1,
GP2, GP4, GP5, GP6 y GP7, 0; Almidon insoluble pH 5.0 (control negativo), los carriles 1-10
son productos de hidrolisis de 0-180 min.
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4.1.7 Hidrolisis enzimatica del almidén comercial con la enzima comercial Licuamil 340

La hidrolisis del almidon insoluble comercial con Licuamil 340, se realizo durante 180 min.
Se observo que durante los primeros 20-60 min las hidrolisis fue muy rapida, generando una
alta concentracion de azucares reductores 1.62-5.55 g/L respectivamente. Después de los 80
hasta los 140 min se observo que la produccién de azucares reductores fue constante 5.5, 5.6,
5.7 y 5.76 g/L respectivamente, finalmente entre los 160-180 min la produccion de azlcares
reductores disminuy6 5.44 y 5.12 g/L respectivamente (Fig. 24). Es decir la reaccion enzimatica

alcanzo rapidamente el equilibrio.
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Figura 24. Produccion de azucares reductores por medio de la hidrolisis del almidén comercial
empleando la enzima comercial Licuamil 340. Condiciones del experimento; 70°C, como
sustrato almiddn nativo (10 g/L), 44.2 U/mg de proteina. Tukey, p>0.05, n=2.

Durante la cinética tambien se observaron los productos de la hidrolisis del almidon,
presentes: glucosa (GP1), maltosa (GP2), maltotriosa (GP3) y maltotetraosa (GP4). Entre los
primeros 20-60 min se observé una mayor cantidad de productos hidrolizados debido a que la
hidrolisis del almidon es muy rapida. Después de los 80-140 min se observo que los productos

finales de la hidrolisis permanecen constantes. Finalmente entre los 160-180 min la generacion
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de productos disminuye. En cuanto a las maltotreosa generadas por la hidr6lisis con Licuamil

340 se observé una menor cantidad (Fig. 25).

Figura 25. Cromatografia en capa fina (TLC), de las reacciones de Licuamil 340, empleando
como sustrato almidon (10 g/L). La placa fue eluida una vez en el sistema: Butanol/etanol/agua
30:50:20. Estandares: GP1, GP2, GP4, GP5, GP6, GP7, 0; Almiddn insoluble pH 5.0 (control
negativo), 1-10; productos de hidrdlisis de 0-180 min.

La hidrolisis del almidén comercial con AmiJ33 durante los primeros 0-60 min fue muy lenta
obteniéndose finalmente 0.87 g/L de azucares reductores, en comparacién con la enzima
comercial Licuamil 340, durante los mismos tiempos, la hidrolisis del almidén fue rapida
obteniéndose 5.45 g/L de azucares reductores, durante los 80-140 min Licuamil se mantuvo
obteniendo alrededor de 5.43-5.76 g/L de azucares, mientras que AmiJ33 aumento la produccién
de azucares reductores obteniendo 2.37 g/L. Finalmente durante los 140-180min AmiJ33
mantiene finalmente 2.27 g/L, mientras que Licuamil mantiene 5.2 g/L de azUcares reductores,
casi el doble que AmiJ33 (Fig. 26). Licuamil es una enzima comercial por tal motivo tiene todas
las caracteristicas deseadas para poderla incorporar en algun sector industrial, y poder trabajar
con ella sin ningin problema, mientras que AmiJ33 es una enzima aislada la cual se caracterizo
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bioguimica y enziméaticamente, a pesar de las desventajas que tiene AmiJ33 sobre Licuamil las
cuales son: menor produccion de azlcares reductores, la estabilidad a temperaturas. AmiJ33
tiene algunas ventajas como la vida media a 40°C por 16 h, la temperatura 6ptima es de 80°C,
aunque no es estable a esa temperatura, AmiJ33 se puede mejorar genéticamente para adquirir

caracteristicas deseadas y asi aumentar con ello la produccion de azlcares reductores.

Figura 26. Comparativa de la hidrolisis del almidon nativo con © AmiJ33y la enzima
comercial ® Licuamil 340. Condiciones del experimento; 45°C y 70°C, respectivamente.
44.2 U/mg de proteina y como sustrato almidon nativo (10 g/L). Tukey, p>0.05, n=2.
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CONCLUSIONES

La a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M (AmiJ33) se recuper0 saturando el extracto crudo
enziméatico al 60 % con (NH4)2SOa4. Con electroforesis SDS-PAGE desnaturalizante se

corrobord el peso molecular de AmiJ33 que fue aproximadamente de 50 kDa.

AmiJ33 mostro su mayor actividad a pH 5.0, también mostrd su mayor estabilidad a ese pH 5.0

manteniendo el 100 % de su actividad.
La temperatura 6ptima de AmiJ33 es de 80°C. Aunque solo es estable entre 40 y 50°C.
AmiJ33 tiene una vida media a 40, 50 y 60°C de 16.5 h, 2.31 h y 15 min respectivamente.

AmiJ33 en comparacion con Licuamil hidroliza muy poco el almidén comercial (Jalmek),
AmiJ33 alcanza a generar 2.5 g/L de azucares reductores en 1 h, mientras que Licuamil en ese

mismo tiempo genera 5.45 g/L de azucares reductores, casi el doble que AmiJ33.

Los productos de hidrdlisis de AmiJ33 fueron: Glucosa, maltosa y maltopentosa, mientras que

los de Licuamil fueron: Glucosa, maltosa, maltotriosa y maltotreosa.

Se acepta la hipotesis de este trabajo, ya que AmiJ33 presenta una mayor actividad a pH 5.0 y
a 80°C, aunque a esta temperatura AmiJ33 no es estable. Debido a que el pH 6ptimo de AmiJ33
es de 5.0 se puede proponer para las industrias de panificacion, textil y alimentaria.
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PERSPECTIVAS

¢+ Evaluar a AmiJ33 empleando diferentes tipos de almidones como sustrato.

+ Determinar el comportamiento cinético de AmiJ33 en un rango de concentracion
de sustrato de 10 g/L a 150 g/L.

¢+ Cuantificar los productos finales de la hidrolisis del almidén por Cromatografia

de Alta Resolucion (HPLC).
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ANEXOS

ANEXO |. PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE LAS a-AMILASAS

Glucosa (DP1)
www.v-labs.com

Maltotriosas (DP3)
www.v-labs.com

Maltopentosa (DP5)
www.v-labs.com

Maltosa (DP2)
www.v-labs.com

Maltotetraosa (DP4)
www.v-labs.com

Maltohexosa (DP6)
www.v-labs.com
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ANEXO Il. SECUENCIA GENETICA Y SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE AmiJ33

Gen de AmiJ33

AGGCGTTCTGTTTTTGCTTCGGTATGTCATTGTGAAGCTGTCTTACAGAAGAGCGATAAA
AGAAGTGAAAAAGAAATCATCTTGATAGGTGGTTTCTTTTTTTGTTGATCTGATAGGAAT
ATAGATTTGATTTCACTCTGACACGTTGCTTTGATAGAGAGTGTGTGATAAGTTGAAATG
AAAGCGTTAACAAAATTCTCCAGTCTTCACAACATTCGAAAGGGGGAAGCTGAAGAAAGG
GTAAGAGGAATTTTTGACTCCGCAGTCAGTCTTCAAAAAATCAAATAAGGAGTGTCAAAA
ATGTTTGAAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTGCCGTTAGTCGCCGGATTTTTATTGCTG
TTTCATTTGGTTTTGTCAGGGCCTGCGGCTGCAAACGCTGAAACCGCTGACAAATCAAAT
GAGGTGACCGCATCTTCAGTCAAAAGCGGAACCATCCTTCATGCCTGGAATTGGTCATTC
AATACGTTAACACAAAATATGAAAGATATTCGTGATGCAGGCTATGCAGCCATTCAGACG
TCTCCGATTAACCAAGTAAAGGAAGGGAACCAAGGAGATAAGAGCATGAGGAATTGGTAC
TGGCTGTATCAGCCGACATCGTACCAAATCGGCAACCGTTACTTAGGAACTGAACAAGAG
TTTAAGGACATGTGCGCAGCCGCAGAAAAATATGGCGTAAAAGTCATTGTCGATGCGGTC
ATCAATCATACGACCAGTGATTATAGCGCGATTTCTGACGAGATTAAGCGTATTCCAAAC
TGGACCCATGGAAACACACAAATTAAAAATTGGTCGGACAGATGGGATGTCACTCAAAAT
TCACTATTGGGGCTGTATGATTGGAATACTCAAAATACTGAGGTGCAAACCTATCTGAAA
CGCTTCTTGGAAAGAGCATTGAATGACGGAGCGGACGGATTCCGTTATGATGCTGCCAAG
CATATAGAGCTTCCGGATGACGGGAATTACGGCAGCCGATTTTGGCCGAATATCACAAAT
ACAGCGGCGGAATTCCAATACGGAGAAATCCTGCAAGACAGCGCGTCCAGAGATACTGCT
TATGCGAATTATATGAATGTGACCGCTTCAAACTATGGACATTCCATCAGGTCCGCCTTG
AAGAACCGCAATCTGAGTGTGTCGAATATTTCCCATTATGCATCTGATGTGTCTGCGGAC
AAATTGGTCACATGGGTGGAATCACATGATACGTATGCCAATGATGAGGAAGAGTCTACA
TGGATGAGCGATGACGATATCCGTTTAGGCTGGGCAGTGATCGGTTCCCGCTCAGGAAGT
ACACCTCTTTTCTTTTCCAGACCTGAGGGCGGAGGAAATGGTGTAAGATTTCCCGGAAAA
AGTCAAATAGGCGATCGCGGGAGTGCATTATTTAAAGATCAAGCGATCACTGCGGTCAAT
ATCTTTCACAATGTAATGGGCGGTCAGCCTGAGGAACTCTCGAATCCGAATGGGAACAAT
CAAATCTTTATGAATCAGCGCGGCTCAAAAGGCGTTGTGCTGGCAAATGCAGGATCGTCT
GCCGTTGCCGTCAATACGTCAACGAAATTACCTGACGGCAGGTATGATAATAGAGCCGGC
ATCGGTTCATTTCAAGTGACGAACGGTAAACTGACAGGCACGATCAATGCCAGATCCGTT
GCTGTTCTTTATCCTGACGATATCGGAAATGCGCCTCATGTCTTCCTTGAGAATTATCAA
ACGGGAGCAGTCCATTCTTTCAACGATCAGCTGACGGTCACCCTGCGTGCAAATGCGAAA
ACAACAAAAGCCGTTTATCAAATCAATAATGGGCAGCAGACGGGATTTAAGGACGGAGAC
CGATTAACGATCGGAAAAGGAGATCCAATCGGCACGGCATACGACATCAAGTTAACCGGA
ACGAACAGCGAGGGTGCAGCAAGAACCCAAGAATACACGTTTGTCAAAAAAGACCCGTCT
CAAGCCAACATCATTGGCTATCAGAATCCGGACCATTGGGGCCAGGTAAATGCTTATATC
TATAAACATGATGGAGGCAGGGCCATAGAATTAACCGGATCGTGGCCGGGGAAAGCCATG
ACTAAGAATGCAGATGGAATTTACACGCTGACACTGCCTGAGAATGCGGATACGGCCAAC
GCCAAAGTGATTTTTAACAATGGCAGCGCCCAAGTGCCCGGACAGAACCAGCCCGGCTTT
GATTATGTGAAGAATGGTTTGTATAACAATTCTGGTTTGAATGGCTATCTTCGGCATTAA
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Secuencia de aminoacidos de AmiJ33

MFEKRFKTSLLPLVAGFLLLFHLVLSGPAAANAETADKSNEVTASSVKSGTILHAWNWSENTLTQNMKD
IRDAGYAATQTSPINQVKEGNQGDKSMRNWYWLYQPTSYQIGNRYLGTEQEFKDMCAAAEKYGVKVIVD
AVINHTTSDYSAISDEIKRIPNWTHGNTQIKNWSDRWDVTONSLLGLYDWNTONTEVQTYLKRFLERAL
NDGADGFRYDAAKHIELPDDGNYGSREWPNITNTAAEFQYGEILODSASRDTAYANYMNVTASNYGHST
RSALKNRNLSVSNISHYASDVSADKLVTWVESHDTYANDEEESTWMSDDDIRLGWAVIGSRSGSTPLEF
SRPEGGGNGVREPGKSQIGDRGSALFKDQAITAVNIFHNVMGGOPEELSNPNGNNQIFMNQRGSKGVVL
ANAGSSAVAVNTSTKLPDGRYDNRAGIGSEFQVTNGKLTGTINARSVAVLYPDDIGNAPHVFLENYQTGA
VHSENDQLTVTLRANAKTTKAVYQINNGOQTGEFKDGDRLTIGKGDPIGTAYDIKLTGTNSEGAARTQEY
TEVKKDPSQANIIGYONPDHWGQVNAYIYKHDGGRATIELTGSWPGKAMTKNADGIYTLTLPENADTANA
KVIFNNGSAQVPGONQPGFDYVKNGLYNNSGLNGYLRH-
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ANEXO I1l.CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA Y BSA

Curva patron de glucosa
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ANEXO IV. CURVA DE LINEALIZACION PARA LA OBTENCION DE PM

Curva PM vs Rf
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ANEXO V. TABLA DE ANOVA

Parametros evaluados con el programa OriginLab 9.0

Tabla 7. Pardmetros cinéticos evaluados con el programa OriginLab 9.0

Valor Error estandar Coeficiente de correlacion
V max 41.03225 6.72916 0.95522
Km 10.66019 3.12168

Tabla 8. Tabla de ANOVA

GL SC CM Feal Prob>F
Regresion 2 2986.98672 1493.49336 579.57592 7.25238E-11
Residual 11 28.3456 2.57687
Error 13 3015.33232
Total 12 690.54572
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ANEXO VI. HOJA TECNICA DE LA ENZIMA COMERCIAL LICUAMIL

ENMEX

LICUAMIL

BOLETIN TECNICO

ALFA AMILASA BACTERIANA PARA LICUEFACCION DEL ALMIDON

DESCRIPCION

LICUAMIL es una alfa Amilasa Bacteriana grado alimenticio producida por Bacilhis suhtilis vur.
Esta enzima es una endoamilasaque hidroliza aleatoriamente los enlaces glucosidicos alfa-(1,4) del
almidon gcelalinizado. Como consecuencia, la viscosidad se reducey se obtienen dextrinas solubles y

pequefias cantidades de glucosay maltosa.

LICUAMIL presenta una estabilidad excepcional a la temperatura. LICUAMIL puede ser
agregado a las lechadas de almidén a temperaturas menores a las de gelatinizacion y la!icucfaccion
puede ocurrir durante el cocimiento, tanto a la temperatura de gelatinizacién o por arriba de ésta. De
cal forma que con LICUAMIL se pueden manejar altos solidos y se evita la necesidad de enfriar

antes de que se adicione la enzima.

PROPIEDADES

LICUAMIL 340
Aspecto ; Liquido no viscoso
Color : De ambar a café
Actividad X 340,000 MWU/g

AMILASA
GLUCANOHIDROLASA

Liquido no viscoso
De ambar a cafe

70,000 MWU/g

81



82



83



