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RESUMEN

En el presente trabajo se realiza el estudio de cepas microbianas aisladas de diferentes nichos ecolégicos,
productoras de las enzimas amiloliticas, asi: procesado de maiz, de papay de yuca. Los criterios utilizados
para el aislamiento de las cepas amiloliticas, son el crecimiento sobre los medios modificados con almidén
y la positividad frente al test de lugol. Los medios empleados fueron CZAPEK, PCA y MRS modificados.
Las cepas obtenidas son debidamente purificadas, crio conservadas e identificadas bioquimicamente,
obteniendo un total de 103 cepas nativas. De éste total de cepas, se seleccionan debido a la similitud
fisiol6gica entre microorganismos aislados, 9 cepas. Estas tiltimas son identificadas bioquimicamente y se
obtienen los géneros Bacillus sp ,Clostridium sp y Kurthia sp. Las enzimas amiloliticas obtenidas a partir de
las cepas nativas presentan pesos moleculares que oscilan entre 30 y 150 kDa aproximadamente.

Palabras clave: amiloglucosidasa, ai-amilasa, almidén de yuca, enzimas amiloliticas, Bacillus sp, Clostridium
sp, Kurthia sp.

ABSTRACT

The present work studies isolated microbial stocks of different ecological niches, amylolitic enzyme
producers, such as: cassava, potato and corn starches. The criteria used for the isolation of the amylolitics
stocks were the growth on modified starch medium and positive results in the test of lugol. The cultures
employed were modified CZAPEK, PCA and MRS. The obtained stocks were properly purified, conserved,
and biochemically identified leading to a total of 103 native stocks. From these, 9 were selected based
upon their similarity between isolated microorganisms and were biochemically identified. The resulting
genuses were Bacillus sp, Clostridium sp and Kurthia sp. The obtained amylolitics enzymes from the native
stocks display molecular weights that oscillate between approximately 30 and 150 KDa.

Keywords: amiloglucosidase, a-amilase, cassava starch, enzymes amylolitics, Bacillus sp, Clostridium sp,
Kurthia sp.
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INTRODUCCION

La produccidn de jarabes glucosados y/o fructosa-
dos se basa en la degradacion del almidon, y ha sido
empleada industrialmente desde la década del 70.
Desde entonces, se han venido desarrollando proce-
sos enzimaticos que permiten transformar el almidon
en los llamados jarabes con alto contenido de glucosa
y/o fructosa, dando origen a nuevos productos con
mayor poder edulcorante y menor costo en relacion
con el azucar de cafia (1, 2). La produccion de jara-
bes se da en dos etapas, en la primera se utiliza una
enzima o-amilasa y en la segunda una amilogluco-
sidasa. En el mundo actualmente se buscan enzimas
o amilasas y amiloglucosidasas con caracteristicas
diferentes a las ya comercializadas (3).

Los jarabes glucosados son soluciones de glucosa
en alta concentracion que se utilizan en diversas apli-
caciones de la industria alimenticia y biotecnolégica
(1). Los jarabes de glucosa se obtienen por hidrolisis
enzimitica del almidén (3, 4). Este proceso requiere
dos etapas, la primera etapa, denominada de licue-
faccién, que consiste en una hidrélisis de las largas
cadenas de almidén para obtener maltodextrinas
(cadenas mas cortas de almidén), esta es llevada a
cabo por la enzima a-amilasa que corta los enlaces
glicosidicos a-1,4 internos en forma aleatoria del
almidén. En la segunda etapa, denominada sacarifi-
cacién se hidrolizan los enlaces a-1,4 y/o a-1-6 del
terminal no reductor de la cadena de dextrina, por la
enzima amiloglucosidasa, liberando glucosa (5, 6).

Hasta el momento el proceso de hidrdlisis en-
zimitica del almidén hasta glucosa, se ha llevado a
cabo en dos etapas, licuefaccién y sacarificacién, por
lo que ha sido necesario cultivar y manipular dos mi-
croorganismos productores de enzimas amiloliticas
separadamente, conllevando a un alto consumo de
energfa y de equipos para el proceso ademads de las
diferencias existentes entre el pH y la temperatura
que necesitan las dos enzimas, es dificil que ambos
acttien simultineamente con el almidén (3, 6).

Las perspectivas futuras con respecto a la hidrdlisis
del almidén es acortar las etapas del proceso, a una
sola etapa ya sea con dos cepas microbianas juntas
con sus respectivas enzimas, con una sola cepa con las
dos enzimas amiloliticas, o con una enzima que tenga
capacidad de romper todo tipo de enlace de las molé-
culas de almidén como lo hace la Glucoamilasa.

La amiloglucosidasa:AMG (Glucoamilasa o
alfa-1,4 glucohidrolasa, EC 3.2.1.3) es una enzima
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“GRAS” (Generally Registred As Safe), extracelular
producida por los hongos de los géneros Aspergillus,
Rhizopus, principalmente, y de Mucor, Candida, Sa-
ccharomyces, Schwanniomyces, y de los géneros bacte-
rianos Bacillus, Clostridium, Arthrobacter y una enzima
tipo “Glucoamilasa” de Flavobacterium (7, 8. 9. 10,
11). En otros trabajos se presenta un alineamiento
de 14 amiloglucosidasas por anilisis de clusters
hidrofébicos (12, 13).

La enzima es una glucoproteina que contiene
manosa, glucosa, galactosa y dcido urénico, con
un peso molecular de 60-100.000 Da., con un pH
optimo de 4.3-4.5, que hidroliza ficilmente enlaces
glicosidicos alfa-1,4 y alfa-1,6 con menor afinidad
(14). La rata de hidrdlisis enzimitica es afectada por
el tamano del sustrato, por la estructura y los enlaces
en lasecuencia de la cadena. Al usar una preparacién
altamente purificada de A. niger se demostré que la
amiloglucosidasa hidroliza maltosa 100 veces mas
ripido que isomaltosa, mientras que la panosa se
hidrolizada en un 45 % de la rata de maltosa, lo
que indica que los enlaces alfa-1,6 cerca a los enla-
ces alfa-1,4 fueron atacados mis ripidamente que
los mismos enlaces solos. Con enlaces alfa-1,6, un
incremento en la longitud de la cadena causa un
incremento en la rata de hidrélisis. La glucoamilasa
tiene gran afinidad por cadenas largas, asi la rata
miéixima incrementa con la longitud mientras que
la constante de Michaelis disminuye (7).

La amiloglucosidasa se utiliza a gran escala en
la industria del procesado del almidén en tanques
discontinuos a 55-60°C y pH de 4.5 y con perio-
dos de incubacién de 48-92 h. para transformar las
dextrinas formadas por la alfa-amilasa en glucosa.
El calcio la estabiliza frente a la desnaturalizacién
por el calor o el pH (9, 15, 16).

En las industrias de alimentos y bebidas, las en-
zimas han sido aplicadas satisfactoriamente desde
hace muchos afios y la necesidad de controlar los
costos es dominante. Por ejemplo, en la produccién
de edulcorantes se han venido reemplazando la saca-
rosa de cafia por otros provenientes de una materia
prima mds barata y accesible; como es el almidén de
maiz que se puede transformar en glucosa y de ella
producir jarabes ricos en fructosa con mayor poder
endulzante y a menor costo, ademds, de las ventajas
que tiene por ser producidos por via enzimitica y
no por via quimica. (1, 16).

Desde hace mds de una década, en el mundo
se estin buscando enzimas o amilasas y amilo-
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glucosidasas con caracteristicas diferentes a las ya
comercializadas. Esto se hace mediante estudios de
bioprospeccién microbiana, que tratan de identificar
las potencialidades de la flora microbiana presente
en los diversos nichos ecoldgicos del mundo, que
posibiliten la formacién de industrias productoras
de enzimas y las industrias derivadas de su aplicacién
(4,7,17,18,19, 20, 21, 22). En Colombia no se han
realizado este tipo de estudios, pese a que posee
una elevada diversidad bioldgica, esto se sustenta
en la poca informacién publicada al respecto (23,
24). Por tal razén, el objetivo del presente trabajo
fue el estudio de cepas microbianas aisladas de di-
ferentes nichos ecolégicos, productoras de enzimas
amiloliticas. Los resultados obtenidos incluyen el
aislamiento de 103 cepas amiloliticas. De estas,
debido a la similitud entre microorganismos aisla-
dos, se seleccionaron 9 cepas. Estas tiltimas fueron
identificadas bioquimicamente.

De las cepas estudiadas se selecciond la que pre-
sentd mayor halo en la prueba de lugol (Bacillus sp)
para establecer si presentaba mayor actividad amilo-
litica, para lo cual se estudié el efecto que presentan
diferentes fuentes de carbono en la expresion de di-
cha enzima. Para la cual no se obtuvieron resultados
satisfactorios de actividad amilolitica tanto para alfa
amilasa como para amiloglucosidas, en cinéticas de
72 horas de duracién.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Se aislaron cepas microbianas de diferentes fuen-
tes de almidén (maiz, papa y yuca) procedentes de
sus respectivas procesadoras. Se identificaron por
medio de coloraciones y crecimiento en cultivos
selectivos (MRS, CZAPEK y PCA) (25), para que
crecieran, segtin fueran mohos, levaduras o bacte-
rias.

Recoleccion de las muestras de almidon

Recoleccion de las muestras de almidén de maiz

Las muestras fueron colectadas de los tanques
de procesamiento final y de lavado, de la empresa
“Industrias del Maiz” en 2 frascos estériles de 1000
mL, los cuales se llenaron completamente con la
muestra liquida proveniente de los compartimientos
descritos, se obtuvieron 1000 mL de muestra por

23

cada tanque mencionado; luego de 2 horas de ser
recolectadas las muestras se procedi6 a su siembra.

Recoleccion de las muestras de almidén de papa

Las muestras fueron colectadas del tanque de
agua de lavado de la empresa “Mekato”, cuya materia
prima es la papa, en un frasco estéril de 1000 mL, el
cual se llend en su totalidad, obteniéndose asi 1000
mL de muestra; luego de 2 horas de ser recolectada
la muestra se procedi6 a su siembra.

Recoleccion de la muestra de almidén de yuca

Las muestras fueron colectadas de la empresa
“Almidones La Marfa”, en tres frascos estériles de
1000 mL, los cuales fueron llenados completamente
con almidén sélido perteneciente a tres puntos di-
ferentes del tanque de fermentacidn, estas muestras
fueron enviadas desde la empresa hacia la universi-
dad, se procedié a su inmediato cultivo.

Procesamiento de las muestras

Procesamiento de las muestras de almidén de
maiz: por cada muestra de almidén de maiz (una
perteneciente al tanque de procesado final y otra
proveniente del tanque del agua de lavado), se toma-
ron 50 de los 1000 mL recogidos inicialmente, luego
se resuspendieron en 450 mL de agua peptonada
estéril y se homogenizaron durante 10 min.; segui-
damente se realizaron diluciones seriadas hasta 10”
en tubos que contenfan 9 mL de agua peptonada.

Se continué con la siembra, por triplicado, de
100 pL de cada dilucién en cajas de petri con los
medios: MRS, CZAPECK y PCA, modificados con
almidén. Posteriormente se dejaron incubando a
30 °C durante 72 horas, tiempo en el que se hizo el
conteo de colonias, descartindose las cajas de petri
que presentaban un contenido mucho mayor de
300 colonias.

Procesamiento de la muestra de almidén de
papa: la muestra obtenida, fue procesada siguiendo
los mismos pardmetros utilizados para la muestra
de almidén de maiz.

Procesamiento de la muestra de almidén de yuca:
se tomaron 100 g. de almidén de yuca, a partir de
la mezcla de las tres muestras colectadas y se resus-
pendieron en 900 mL de solucién salina, luego se
homogenizaron durante 20 min.; seguidamente se
realizaron diluciones seriadas hasta 10 en tubos
que contenfan 9 mL de agua peptonada.
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Se continué con la siembra por triplicado; de
100uL de cada dilucién en cajas de petri con los me-
dios: MRS, CZAPECK y PCA, modificados. Poste-
riormente se dejaron incubando a 30 °C durante 72
horas, tiempo al que se hizo el conteo de colonias,
se descartaron las cajas de petri que presentaron un
contenido mucho mayor de 300 colonias.

Aislamiento e identificacion de cepas micro-
bianas con actividad amilolitica

Aislamiento de las cepas amiloliticas

Con base en el crecimiento sobre los medios
modificados con almidén, la respuesta positiva
frente al test de lugol, y los aspectos morfolégicos
de los microorganismos, se hizo el aislamiento de
las cepas amiloliticas.

Estas cepas se sembraron por agotamiento en el
medio sélido en el que anteriormente habian crecido
y se dejaron incubando a 30 °C por 24 horas. Lue-
go se describié su morfologia gruesa, teniendo en
cuenta tamano, tipo de borde, coloracién y textura;
seguidamente se les practicé la prueba de lugol,
notificando como positivas aquellas que presentaron
la formacién de un halo transparente alrededor de la
colonia luego de afiadirle lugol en la superficie del
agar. Las cepas positivas fueron sembradas en 5 mL
del respectivo medio liquido e incubadas 2 30°C por
24 horas. Las cepas se crioconservaron en glicerol
al 30% y a -20°C.

Purificacion de las cepas amiloliticas aisladas

Las cepas aisladas fueron purificadas, sembran-
dolas en 5 mL del respectivo medio de cultivo e in-
cubindolas a 30°C durante 72 horas; seguidamente
se les aplicé coloracién de Gram, notificindose los
resultados obtenidos. Luego se sembraron en me-
dio sélido por agotamiento y se incubaron a 30°C
durante 48 horas, después se les aplicé la prueba
de filancia (KOH), agregindoles directamente a las
colonias este reactivo; se notificaron como positivas
aquellas que formaban un filamento, luego de agitar-
las con un asa de ojo. Posteriormente se sembraron
estas cepas, (tomindose una sola colonia con asa de
0jo) en 5 mL del medio en el que habian reportado
crecimiento y se incubaron a 30°C durante 48 horas.
Por altimo, se crioconservaron en glicerol al 30% y
se dejaron en nevera a —20°C (26).
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Identificaciéon bioquimica de las cepas ami-
loliticas aisladas

Para la identificacién de las cepas obtenidas, se
tuvieron en cuenta los aspectos morfol6gicos macro
y microscépicos y se realizaron las pruebas bioqui-
micas de oxidasa, catalasa, citrato, SIM (sulfuro- in-
dol - movilidad) y TSI (triple- azticar -hierro). Los
pardmetros utilizados para el andlisis de resultados
y la clasificacién de los microorganismos manejados
son los descritos por el Manual de Bergeys (27).

Condiciones de cultivo

Se utilizaron frascos tapa rosca de 500 mL
conteniendo medio de cultivo PCA en volumen
de 150 mL por duplicado, incluyendo el almidén
como substrato de degradacién para las enzimas
amiloliticas y como fuente de carbono para los mi-
croorganismos (28). Estos cultivos se colocaron en
agitadores orbitales (BOEKEL cerant ORS 200) a
una velocidad de agitaciéon de 130 r.p.m., tempera-
tura de 30°C, durante 72 horas.

Determinacion del peso molecular de las de
enzimas producidas por las cepas amiloliti-
cas aisladas

Las cepas positivas al lugol, fueron crecidas en
medio liquido, PCA modificado con almidén, se
centrifugaron a 8000 g y 4 °C. El sobrenadante se
recuperd y someti6 a electroforesis de proteinas en
SDS-PAGE, en geles al 8% de poliacrylamida se uso
un marcador de peso molecular conocido (Sigma
B2787) para determinar asi la presencia de enzimas
extracelulares y sus respectivos pesos moleculares
(26, 29).

Nota: Se estimaron como cepas amiloliticas aque-
llas que presentaron la prueba de lugol positiva. El
principio de esta prueba se basa en la incapacidad
que presenta el lugol para pigmentar las zonas en
las que el almidén ha sido hidrolizado por accién
enzimdtica. Por esta razén se utilizé la prueba de
lugol para la determinacién de microorganismos
que producen enzimas amiloliticas exocelulares,
ya que este test permite el reconocimiento de las
mismas por la formacién de un halo no pigmen-
tado y de didmetro variable alrededor de aquellas
colonias que sintetizan este tipo de enzimas. Este
fenémeno se observa cuando se expone el cultivo a
la accién del lugol durante un periodo aproximado
de 123 min.
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Determinacién del efecto de diferentes
fuentes de carbono sobre la expresion de
proteinas extracelulares para la cepa 24

La fermentacion se realizé en erlenmeyers de 250
mlL, se sometié a un bafo agitado (BOEKEL cerant
ORS 200) a una velocidad de agitacién de 130 r.p.m.
y a 30 °C, 50 mL del medio PCA modificado con
5 g/L de cada una de las tres diferentes fuentes de
carbono utilizadas (almidén, dextrinas y glucosa)
fueron inoculados con la cepa seleccionada (Bacillus
sp). Se realizé toma de muestra en cdmara de flujo
laminar para evitar la contaminacién del cultivo.
Posteriormente se sometieron a centrifugacién,
recuperindose los sobrenadantes a los cuales se les
realizé electroforesis SDS-PAGE para determinar

la presencia y pesos moleculares de las proteinas
obtenidas (23,24, 30).

Fermentacioén

El in6culo para la fermentacién, se preparé con
la cepa incubada en cajas petri. Tomando una asada
de células y adicionindola a 20 mL de medio liquido
PCA, hasta obtener una concentracién adecuada,
verificada con la lectura de la densidad 6ptica de la
muestra en un espectrofotémetro, a una longitud
de onda de 600 nm. Posteriormente se adiciond al
medio liquido para ser fermentada en un bafo agi-
tado a una velocidad de 130 r.p.m. y 30 °C durante
un periodo de 24 a 96 horas.

Determinacion de la Actividad enzimatica

Se tomaron 10 mL de muestra de la fermentacién
alas 24,48, 72y 96 horas, en cdmara de flujo laminar
para evitar contaminacién. Posteriormente la mues-
tra fue centrifugada a 4000 r.p.m durante 5 min. a
temperatura ambiente. Se tomo el liquido decantado
y se practico la determinacién de actividad enzima-
tica de la AMG, utilizando la técnica desarrollada
por Industrias NOVO, en la que 1 AGU (unidad
de amiloglucosidasa) es la cantidad de enzima que
a condiciones estindar hidroliza una micromol de
maltosa por minuto a 25° Cy pH 4.3 (31).

Se realiz6 también la determinacién de la ac-
tividad enzimdtica de la alfa amilasa siguiendo el
protocolo descrito en el método analitico Novo-
zyme. EB-SM- 0009 02/01. Método basado en la
degradacién de almidén por la enzima alfa amilasa,
en el que 1 KNU (Unidad Kilo Novo) es la cantidad
de enzima la cual degrada 5 mg de almidén soluble
por hora bajo condiciones estindar.
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Adicionalmente, se realizd la concentracion de las
muestras y se les practicé las pruebas de medicién de
la actividad tanto amiloglucosidasa como alfa amilasa,
siguiendo los protocolos establecidos. Para la concen-
tracion se tomaron 5 mL de muestra se le adicionaron
15 mL de sulfato de amonio concentrado (solucién
saturada), se guardé en nevera a 4° C por 60 minutos,
luego se centrifugd a 10000 r.p.m por 10 min a 4° C,
se elimind el decantadoy se resuspendié el precipitado
en 200 pL de solucién buffer fosfato (23, 26) .

RESULTADOS Y DISCUSION

Proceso de aislamiento y seleccion

Se aislaron 103 cepas, teniendo en cuenta los pa-
rametros morfoldgicos, el crecimiento en los medios
modificados con almidén y la positividad frente al
test de lugol. Dentro de las cepas obtenidas figuran
microorganismos de tipo bacilos y cocos Gram
Positivos y Gram negativos. Debido a la marcada
similitud fisiolégica y bioquimica existente entre
algunos de las cepas aisladas, entre ellas, y con base
en las diferencias de tipo morfoldgico, se seleccio-
naron 13 para su respectiva identificacion, las cuales
se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Seleccién de algunas cepas amiloliticas aisla-
das de diferentes fuentes de almidén

] ©
S5 . S S
o _8 DESCRIPCION 2| TIPODEM.O s
c o | L:

Colonia irregulares,

1 Amarillas en forma de + | Bacilos Gram + | -
abanico
Colonias regulares, +

24 Medianas, blancas y Bacilos Gram + | +
brillantes
Colonias medianas,

43 Planas, regulares y + | Bacilos Gram+ -
blancas
Colonias pequefas .

72 peq + | Bacilos Gram - +
blancas y cremosas.
Colonias irregulares, .

115 o g + | Bacilos Gram + | -
pequefias y blancas
Colonias regulares, .

116 - 9 + | Bacilos Gram - +
brillantes y cremosas
Colonias irregulares, .

123 9 + | Bacilos Gram - +
grandes y blancas
Colonias irregulares, .

134 ) 9 + | Bacilos Gram - +
medianas y blancas
Colonias regulares, .

165 ; 9 + | Bacilos Gram - +
medianas y cremosas

M.O: microorganismo, las muestras seleccionadas fueron del muestreo
de almidén de maiz, estas presentaron una mayor formacién de halo.
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Identificacion bioquimica

Las cepas amiloliticas seleccionadas fueron
identificadas bioquimicamente, encontrando que
pertenecen a los géneros Bacillus sp, Clostridium sp y
Kurthia sp., siendo el primero el mis predominante
dentro de las cepas seleccionadas. Los resultados ob-
tenidos a partir del anilisis bioquimico de las cepas
seleccionadas y de la clasificacién segin género de
las mismas se ve en la Tabla 2. Clasificacién de las
cepas amiloliticas seleccionadas segtin género. Los
pardmetros utilizados para la clasificacién y andlisis
de resultados de los microorganismos manejados
son los descritos por Bergeys (27).

Tabla 2: Clasificacién de las cepas amilioliticas
seleccionadas segun género.

© Pruebas bioquimicas

'g Practicadas

§ § % g | 5 - Género

1 _ + + - + Bacillus s.p
24 _ + + + Bacillus s.p
43 _ + - + + Bacillus s.p
72 - |+ |+ | -]+ i
115 - + - + - Kurthia s.p
116 _ + + + + Bacillus s.p
123 - - + + - Clostridium sp.
134 - + + + - Bacillus s.p
165 + + + + + Bacillus s.p

NOTA: La colonia 72 no pudo ser identificada por la ambigiiedad
que presentan sus comportamientos bioquimico, razén por la cual
su clasificacién segtin género requiere la realizacién de otras pruebas
confirmatorias.

Determinacion del peso molecular de las de
enzimas producidas por las cepas amiloliti-
cas aisladas

Se realizé la prueba de electroforesis SDS-PAGE
a los caldos de fermentacién de las cepas seleccio-
nadas para determinar el peso molecular promedio
de las proteinas presentes después de 48 horas de
cultivo. Los resultados se observan en la Tabla 3,
donde se obtiene una variacién del peso molecular
de las proteinas de acuerdo con la especie; el peso
molecular oscila entre 38-175 KDa coincidiendo
con los datos reportados (5, 31). De los resultados
obtenidos es posible que las cepas estén expresando
proteinas de AMG, ya que estdn en rango de pesos
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moleculares esperados; corresponde entonces reali-
zar la prueba de actividad enzimitica para corroborar
si son AMG o alfa amilasas.

Cabe anotar que, las a-amilasas microbianas
oscilan entre 23-96 KDa, mientras que las amiloglu-
cosidasas estin entre 82-114 KDa. Por esta razén, no
es clara la determinacién si las enzimas producidas
son oi-amilasas o amiloglucosidasas, dada la diver-
sidad de tamafios moleculares presentes en ellas.
Se recomienda una purificacién de las proteinas
con membranas de didlisis para medir la actividad
especifica de cada una de estas enzimas.

Determinacion del efecto de diferentes
fuentes de carbono en la produccion de en-
zimas para la colonia 24

Las modificaciones de la fuente de carbono del
medio estindar seleccionado utilizando almidén,
glucosa y dextrina en una cantidad de 1 g/L permi-
tieron establecer que el comportamiento de las cepas
seleccionadas cuando se utiliza un medio de cultivo
con almidén o dextrina como fuente de carbono es
similar; es decir, al realizar la electroforesis de las
respectivas muestras de las fermentaciones realizadas,
se observé que las proteinas presentes en el medio
de cultivo modificado con almidén son exactamente
las mismas que se expresan en el medio de cultivo
modificado con dextrina. Las proteinas expresadas
por la cepa en el medio de cultivo modificado con
glucosa, y observadas en la electroforesis no presen-
taron un comportamiento diferente. Estos resultados
se pueden apreciar en las Figuras 1y 2.

En la Figura 1 se pueden apreciar las enzimas
patrones utilizadas y el marcador molecular con
los diferentes pesos moleculares. La primera banda
observada corresponde a la enzima patrén Terma-
my® 120L (T), la segunda banda corresponde a la
enzima patrén Amiloglucosidasa: AMG® 300L (A).
El marcador (M) presenta 7 bandas que correspon-
den de manera descendente a los siguientes pesos
moleculares: 116, 97, 58.1, 39.8, 29 KDa.

Se selecciond la cepa 24 ya que se logré un mejor
crecimiento en medio liquido y presenté el mejor
perfil electroforético (mayor definicién), en cambio
en la cepa 115 si bien se lograron dos bandas, estas
fueron muy tenues. Los perfiles electroforéticos de
los diferentes aislados presentaron bandas claramen-
te definidas a 30 y 58 KDa, acordes con los tamanos
definidos para a-amilasas, como lo muestra la cepa
24 (Véase figura 2).
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A partir de lo observado en la electroforesis rea-
lizada a las muestras tomadas de las fermentaciones,
se aprecia que la cepa 24 presenta trazas de diferentes
proteinas. Se seleccioné por lo tanto ésta cepa para
realizar la determinacién de actividad amilolitica y
para realizar el seguimiento de la cinética de fermen-
tacion. Se eligid, ademads, el almidén como fuente de
carbono, ya que como se observa en las electroforesis
éste no inhibe la expresién de diferentes proteinas
del microorganismo vy el interés es obtener una
enzima que degrade este sustrato.

Tabla 3: Peso molecular de las proteinas obtenidas a
partir de las cepas amiloliticas nativas seleccionadas.

N° de colonia Peso molecular (KDa)

1 97

24 30-49

43 100

72 100-170-49

115 49-29-70-60

116 50-30

123 150-50-30

134 45-29

165 45-29

Tiempo de fermentacién 48

Existen muchos factores como la temperatura,
la deshidratacién, la purificacién, la congelaciéon
etc., que pueden desnaturalizar las proteinas y
enzimas. La actividad de las enzimas depende de
la concentracién de éstas en el medio fermentado.
La electroforesis es un medio bastante sensible,
que no requiere de grandes cantidades de proteina
para arrojar resultados positivos. Sin embargo, los
protocolos utilizados para la determinacién de las
actividades, tanto, de amiloglucosidasa como alfa-
amilasa requieren de una concentracién minima de
enzimas para llevar a cabo con éxito la cuantifica-
cién. Las fermentaciones realizadas con el medio,
y el volumen establecidos en la metodologfa, no
presentaron una concentracién de enzima que
fuera detectable por los métodos establecidos. Se
plantea la necesidad de desarrollar un nuevo disefio
experimental que permita trabajar con un volumen
mayor de muestra que garantice la concentracién
minima de enzima requerida para la determinacién
de la actividad enzimitica.
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Figura 1: Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) obte-
nidos usando el marcador de peso molecular de Sigma
B2787 (M), y las enzimas comerciales, o-amilasa
bacteriana (Tarmamyl® 120L) (T) y la amiloglucosidasa
fangica (AMG® 300L) (A).
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Figura 2. Influencia de la fuente de carbono en la
expresion de enzimas amiloliticas en la cepa 24 a las
72h de fermentacién. T: enzima Tarmamyl® 120L, A:
AMG® 300L, 24-A: medio con almidén, 24-D: medio
con dextrina, 24-G: medio con glucosa, M: marcador
de peso molecular (Sigma B2787).

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de referencia se logré obte-
ner un cepario de 103 cepas amiloliticas, de las cuales
9 presentaron cualitativamente mayor actividad
amilolitica y fueron identificadas bioquimicamente,
éstas pertenecen a los géneros Bacillus sp ,Clostridium
sp y Kurthia sp, presentes en el almidén de maiz.

El peso molecular de las proteinas varia de acuer-
do con la especie empleada; el peso molecular oscila
entre 38-175 KDa

Se plantea la necesidad de realizar futuras inves-
tigaciones, orientadas a la experimentacién con otros
medios de cultivo diferentes al PCA, que proporcio-
nen los nutrientes necesarios para el mantenimiento
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del microorganismo, y que estimulen la expresién
de la enzima amilolitica AMG. A su vez, se puede
recomendar una metodologfa diferente, donde se
realice un seguimiento durante un mayor tiempo,
con el objetivo de verificar el comportamiento del
microorganismo y la produccién de proteinas a
periodos mis largos de fermentacion.
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