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1.- IN'fRClllX]CJ,I 



ma• auge. k.t.ual ment.e • -ta11 •• orrecen comercialmente en 

tor.as alt.am.nte puriticadas. y aunque sus costos son a.l~os 

4et.as •• aminoran debido a que pequeffas cant.idades de ellas 

son capac .. de act.uar sobre una gran cant.idad d• sust.rat.o. 

El mot.ivo principal de est.e t.rabajo es co_.-ar 1• acción· 

de enzimas comerciales puriticadaa y enzimas no pqri~icadas en 

la hidrólisis de alal.dón, con t.al · f'in se llevó a cabo un 

-t.udlo det.allado en cuant.o a la duración· de loa t.i._ ·de 

hidrólials y t.1.-po del proc .. o d• terment.ación. valorando la• 

vent.aj- y d-vent.ajas d• cada procedimlent.o para tina.l-nt.e 

sel.ccionar el proc-o _. redit.uable en la obt.encidn de 

glucoea. a t'in d• ut.ilizar .. t.• hidrolizado para la produccldn. 

d9 Acido 1.4.ct.ico. 

c..... f'-..t.e de alal.·d6n se. sel.ccionó a la papa de d .. echo 

ya que una gran cant.idad de -t.e ·t.uMrculo .. d-p.rdlciada 

anualment.• y al ser usada en -t.a f'or- •• obt.1- una 

alt.ernat.iva d9 aal.norar coat.os ..,. la producción de 'ciclo 

Uctlco. alcohol. y ot.ros procesoe cuya u.t.eria prima - la 

glucosa. 
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GENERALIDADES 

La mayor part.a de los 

nat.uraleza se encu1itnt.ran 

glúcidos 

COlllO 

present.es en 

polisacáridos. 

la 

Los 

polisacáridos t.ambién denominados glucanos dirieren t.ant.o en 

la nat.uraleza d• sus unidades monosacáridas como en la 

longit.ud de sus cadenas y grado d• rami.Cicación. Est.os s~ 

dividen •n homopolisacáridos const.it.uidos por un solo t.ipo d• 

unidad monomérica y het.eropolisacáridos con dos o más unidades 

mondmeras dif'erent.es. El almidón es un homo¡:x>lisacárido 

cons~i~uido pcx- unidad .. de O-glucosa. C17) 

El almidón es el principal const.it.uy.nt.• de muchosM 

V9get.ales. Al aicroscopio se observa como gránulos diminut.os 

circulares de t.amaf\o y f'orma caract.erist.ica dependiendo de la 

t't»nt.• de procedencia. Dichos grilnulos cont.ienen dos polimeros 

de glucosa unidos mediant.e enlaces glucos!dicos alta. Est.os 

son la amilosa y la amilopect.ina .. La proporción de los dos 

poli-.rcw varia d• acuerdo al origen del almidón pero 

general es de 1!!1 a 30"-< d• aJftilosa y da 70 a 

ainilopec~ina.C17,1Q,29J 

por lo 

~ d• 

La est.ruct.ura molecular de amiloss la const.it.uye una 

cadena lineal ~lexible no ramiticada de eoo ó m4s unidades de 
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gluc09a unidas media.nt.• enlaces gluc:ostdico. a.-1.• la cual es 

caP'Z ~ torcerse y enrollarse en espiral en un .. pacio 

t.rid.1-nsional. En cont.rast.e. la es.t.ruct.ura de la aallopect.ina 

~d.u.s de pos .. r cadenas lineales similar- a las de la 

alllilosa cuent.a con numerosas r&llli.C'icaciones conectadas a la• 

porcio.,.. lin•al- por enlaces a-1,19. t.os pesos -lecular

indican que hay haat.a un milldn de unidad- d• D-gluca11a por 

-11'cula. La longit.ud media de las raa1f'1cac1~ - de 24 a 

3o r-iduos de glucosa según el t.ipo d• almidón del que 

provwngan. Cl9,1Q,2B,40) 

Una de las propiedades inher""'t.- del alal.ddn - au 

capacidad de geliticars• cuando una susp9naidn acuoma de ést.• 

· .. a099t.1da a un t.rat.a.alent.o t.4rm.lco con el. cual la •nergta 

calorU'.f.ca di•oc.f.a las region- llloll.a cWbU-nt.• unidaa dent.ro 

de los gr"-ulos y -1.os empiezan a hincharse, la auspens16n 

entone- ae t.ranstorma en una past.a y la Viscosidad •• 

incre-nt.a. En -t.a f'or- el allliddn - suscept.1bl• al at.aque 

qu1m1co,mec'1Uco 6 enz18Ul.t.1co ya que en •u -t.ado nat..f.YO -

r-i•t.ent.e a -t.Oll agent.- y t..f.•n• baja capacidad para 

cOllb1nar•• con el agua.C17' 

Dae de la• enzima• r .. pon•a.bl- del at.aque hidroltt.ico 

del alal.d6n gelat.1n1zado aon la a-aal.laaa y la glucoallilaaa. 

CQ,17:1 

La a-amilaaa Ca-1,4-glucan-qlucanohidrolaaa E.C.3.2.1.1) 



es un& enzima. da la clase de las hidrolasas, especializada en 

la hidrólisis de compuestos o-glicosil. Este tipo de enzimas 

se encuent.ran en plantas y en tejidos da m ami teros y 

algunos microorganismos tales como hongos del género 

A•e•raillus y bacterias como Bacillus sp. CQ) 

En lo que se ret'iere a sus pesos moleculares éstos se 

encuentran en el rango de 40,000 a 60,000 incluyéndose las 

a-amilasas túngicas y bacterianas, con ligeras variaciones 

como es el caso de la a-ami.lasa de Bacillys lich90i~ormis cuyo 

peso molecular es de ea,ooo. c1e,41) 

Las a-amilasas constan de una estructura primaria que 

comprende una cadena polipept!dica en donde se localizan sus 

grupos Cuncionales y sit.ios activos. Esta secuencia amino,cida 

est~ bien detinida y sus grupos t'uncionales y terminales son 

siempre los mismos en amilaaas de la misma pr;ocedencia en 

t.ant.o que varian •n amila&as de dit'erenle origen y con ello 

las propiedades de la enzima. C10,1e,3Q,41) 

Aunque la int'ormación acerca d• los grupos Cuncionales .es 

aún muy ditu•a, los estudios realizados indican que los grupos 

amino primarios son indispensables para su acción catal!lica, 

asi como los grupos t.lrosU. Col.) 

Loa grupos sulthidril y disulturo no estan prese~tes en 

~odas las a-amilasas. sin embargo las enzimas que los 

contienen muestran su participación en la actividad 
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enzi°"-tica ya que mantienen la conriguración activa para 

quelatizar con el 'tomo de Calcio que es esencial aunque no 

corresponda al sitio activo.(4.13.21) 

Las a-amilasas no contienen residuos gldcidos a excepción 

de la a-amilasa de A1perailly1 ~ que muestra pequeñas 

cantidades de glúcidos los que no torn.n parte en su actividad 

enzimática y casi desaparecen al obtener la enzima. en un nwdio 

sint.ét.ico. C4D 

Este tipo de enzimas presentan además una estructura 

secundaria y terciaria que las cataloga como proteínas 

globulares y que se presume deben ser ext.rema.damente 

iepermeables y plegadas aportando un agrupamiento de grupos 

ligantes distribuidos a lo largo de las cadenas polipeptidicas 

creando sit109 quelantes .. pec1t1cos para el C&lcio.C10,1Q) 

O. este modo las a-ami.lasas han sido clasiricadas como 

met..aloenzim.aa teniendo como cotact..or al Calcio. La 

completa eliminación del C&icio da por result..ado una 

inact.ivación y pérdida de est.abilidad a la desnat.uralización 

con calor y con proteasas. El calcio no participa 

directamente en la f"ormación del complejo Enzima-Sustrat..o 

pero mantiene a la molécula en la configuración óptima para la 

-ma act.ividad y est.abilidad por la formación d• una 

estructura cerrada int..ramolecular met..al-quelato. El C&lcio 

desempeña una doble ~unción, mantiene a la proteina en la 
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contiguración apropiad& p&ra la act.ividad biológica y 

.. t.abiliza la eslruct.ura secundaria y terciaria contiriendo 

a la. molécula de ami.lasa su arquit.ect.ura compact.a. Se ha 

comprobado que t.razas de Calcio son suticient.es para compensar 

incluso a las enzimas libres de Calcio. En conclusión, la 

acción est.&bilizant.e del calcio no est.á localizada en el sit.io 

a.ct.ivo, pero a.tect.a. la est.ruct.ura complet.a d• la mol4cula de 

...U.lasa. ca.19,17,41) 

La especif'icidad de las cx-&lllilasas es la de cat.alizar ia 

hidrólisis de enlaces glucosidicos cx-1,4 en polisacáridos y 

•ua product.oa de degradación. Ea una endoamilasa que act.úa de 

cl1vwrsas f"orma• aunque au acción es d-crit.a 

azar.CB,I» 

como al 

Exiat.en div.raoa Mt.odos para la valoración de au 

act.ividad enziU.t.ica ball"-ndose en alguno de l·os tenómenos 

siguient.es.-pecial-nt.e los t.res primeros: 

a). -0.Cre-nt.o de la viaco.idad 

b). -Increment.o de los grupos reduct.or .. 

e). -ca.bio de las propiedad- de t.el'Udo del yodo 

d). -<:&slbio en la rot.ación 6pt.ica 

La act.ividad de ami.lasa -t."- expresada como: 

a>.-Poder licuetact.or, b).-Poder aacarif"icador y c).-Poder 

dext.rinizan~•. reapect.iva .. nt.e. 

la 

Para det.erlninar el poder licuef'act.or unicament.e •• 

dislllinucidn de la viscosidad del sust.rat.o. El 

8 
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sacariticador se evalúa a t.ravés de la det.ermi nac1 ón 

colorimét.rica de los grupos reductores. El poder dext.rinizan~e 

es valorado por la medición de la degradación del sust.rat.o 

Calmid6n soluble o dext.rinas). usando una concen~ración que es 

suticient.ement• alt.a para sat.urar la enzima hast.a que la 

cin4tica se aproxima al orden cero con respect.o al sustrato 

La desaparición del sustrato es est.imada por la 

determinación de los cambios del valor a.zul •n el complejo 

&al.losa-yodo. C3,38.~) 

El mecani smoi de acción de las Ol- amllasas 

involucra la rupt.ura de los enlaceft glucosid.1Cot1 con ret.enci6n 

de la contiguración y •• etect.uada por un grupo carboxilo y la 

f'unci6n illlidazol de un residuo de hist.idina. C10,1T.I 

La cin4t.ica d• la• a-aal. 1011 t.icas 

mas complicadas que las d-crit.as por la ecuacidn 

son 

de 

Michaelis-Ment.en por la torma d• at.aque al su.t.rat.o. Adenwls 

lo• product.a. d• degradación del at.aque inicial sirvwn C09::) 

•u.t.rat.o para que la enzima lot1 reduzca al nivel de aalt.08& y 

malt.ot.riosa. La velocidad con la cual las a-&Blilamam 

hidrolizan glucanos de dif'erent.- grad- de poli-rizac16n 

decrece rapidament.• con la 

po11-r1zac16n. Ade!Ms la 

dislllinuci6n 

ami losa -

del 

-· 
hidrolizada que las mol4cula• ramif'icadas de alllilopect.ina y de 

gluc61;Jeno. L.os indices cin,t.icos búicos de Km y Vmax para loa 

dif'erent.es sust.rat.os varian haciendo dif'icil la 
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int.erpret.ación de la cinética de la reacción. C10) 

Usando sust.rat.os de bajo peso molecular para dilucidar su 

mecanismo cat.alit.ico resulta en un conocimient.o incomplet.o de 

la int.eracción Enzima.-SUstrat.o. además 

termina.les reduct.ores y no reduet.ores de 

si 

J.os 

los grupos 

polisacáridos 

t.ienen una inrlueneia negat.iva en la susceptibilidad del 

sust.rat.o a la hidrólisis. su proximidad y acción int.ima en 

las moléculas de cadena corla puede arect.ar consid•rabl....,nt.e 

t.oda la reacción. c~.17l 

La reacción amilolit.ica es de por si complicada debido a 

la nat..ura.leza poliZDlfrica del sust.rat.o, la rupt.ura de cada 

enlace glucos!dico origina product.os nuevos los cuales act.úan 

a su v.z como sust.rat.os para la misma molécula d• enzima. En 

el especitico at.aque al azar de las a-amilasas sus productos 

varian considerablement.e en peso molecular. por lo que la 

enzima act.uar' en una serie de sust.rat.os para los cuales 

muest.r• atinidades direrent.es.C10,17,,1) 

A .,..sar d• lodos est.os problemas, se ha demost.rado que se 

pueden obt.ener velocidades iniciales comparables y precisas 

cuando la. v.loc:idad inicial CVo) es expresada •n t.érminos de 

t.iempo de reacción Ct.) naic:esario para la hidrólisis de una 

pequeffa f"racción de enlaces CF) donde a.o as la concent.ración 

inicial del sust.rat.o. '''-) 
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'Los valores obt.enidos ent.re los 20° y los 30° para la 

~onst.ant.e de Michaelis Ment.en de diversas amilasas aplicadas a 

una variedad de almidones 6 component.es de ést.cs, muest.ran 

similit.ud alcanzando va.lores de 1 a !!bd.O_. moles de enlaces 

glucosidicos por lit.ro. La Km pr .. ent.a valor .. úw alt.oa para 

las ft-d•xt.rinas y glicógeno y mucho m.tls alt.os para los 

Sust.rat.os sint.ét.icos corno a-tenil malt.ósido. Las 

act.ivacidn recorren desde 10 a US Kcal.......,l. C13,37,44-) 

Se ha. propuest.o que en. la reacción, el aust.rat.o -

orient.ado primero en la supert'ici• de la enzima. 0..pu4s de la 

· prot.onac16n del puent.e de oxígeno para t'ormar un 16n oxonio, 

el enlace glucosidico es rot.o en el lado del C-1 dejando un 

idn carbonio int.el"'madi&rio. Durant.• la aolvólisis la cual 

complet.a .. t.a reacción SN&, la.a r .. t.riccion- -t.éricaa 

i-t.as por la •UPM"f'icie de la enzi- en el r-iduo 

pot.encial · reduct.or det.•rial.n& la conror-cidn del anillo y 

f'inal..nt.e la conf'iguracidn del grupo reduct.or. Si· por el 

cont.rario •• asume un ~arda-=> d• doble d-plaz.aalent.o para 

la reacción de a-aailasa. -t.a proced•ria a1·n un cambio en la 

cont'iguración ópt.ica del 't.º"'° d• carbono ano-'rico. C23:> 

La int'luencia del pH y la t.•-rat.ura sobre las enzima• 

es d• considerable illPOf"t.ancia. 

Las curvas obt.enidas al graf'icar act.ividad cont.ra pH son 

11 



tipicamente en Corma de campana. La mayoria de las Q-amilasas 

muestran actividades máximas en la región 'cida a pH• ent.r• 

C..!S y 7 pero las Cormas de aus curvas y localización de sus 

pffa dpt.i- dU'ieren dependiendo de la f'uent.e de la -1ma. 

Sin embargo •• ha encontrado que •xi•t.•n a-ami.lasas alcalina•. 

en concret.o la a-andlasa de lacltlya lis;tw,ifpcmla exhibe un& 

act.lvidad dpt.l- en el amplio rango de pH de e.e a 10. 

Ct0,27,,1) 

El\ cuant.o a la t..,....at.ura laa .. -aatlaaaa con un 

coapl-t.o t.ot.al de Calcio aon -noa l~l- al calOI" y au 

-t.abilidad hacia 41 varta dependiendo de au origen. Las 

a-a.al.lasas de Becillya aubtilie y Beslllyw 1t;aarot;twreqphilyw. 

enzima• ... 
t.er-.t.abl- en part.icular la '11.t.i- • .la cual pos- un rango 

de ~at.ura dpt.1- de ea a ?o0 c. 
Por lo -al au act.ividad •• incr-t.a c:onat.ant.-t.e 

deade oº hast.a un -- de '°ºe aunque como · •• ci t.d 

ant..,..ior-nt.• e><1at.en -t....,...at.uraa de 70°c. No obat.ant.e, en -t.ud1°" recient.- •• ha 

da-at.rado que e><1at.e una .. -ami.lasa mas r-ist.ent.e al calor 

que el r-t.o de aal.la•aa y 4at.a - la <l-aa1laaa de lacillya 

lidW)ifcr•i• la cual - cap.6z de r-i•t.ir t.emperat.ur- de 

hast.a 100°c conservando hast.a el 

--· ce,iO,e?,,i> 

"°" de su act.ivi dad 

Ellt.• t.ipo de enzimas t.erll'09St.abl- t.i•n•n aplicacion-

12 



comercial- variadas como por ejemplo en 1ndU8t.rias t.ext.iles y 

del papel, licuef'acci6n del almid6n, ali-nt.os adhemivoc y 

produccidn de azllcar. C2,8,i0,1T.> 

Ot.ra de las enzimas involucradas en la hidr611•1• del 

almiddn - la glucoamlla•a. conocida 

glucaml..a. 

c ..... 

cuyo ....-.. 

•i•t.--6t.ico .. 1.4-o D-gluc~n glucoh1drola9a E.C.3.2.1.3 y que 

al igual que la o-alllllaaa pert.- a la c1... de 1&9 

hidrolaaaa apt.&9 para hidrolizar coepueat.os o-glicosil. Co:I 

La glucoamilaaa es una enzi- indu9t.rial i'"f'Ol"t.ant.e U9ada 

para hidrolizar almidón 

preparaci- cosercial-

y dext.rina• a 

de -t.a enzi-

principal..nt.• de diY9f'•a• -peci-· f'llngic&9 de los grupos 

a.pwrg&llya y Bhi&!MIU•~ 

purif'icacidn se lleva • cabo 

cro.at.ogrUicos o poi" ret.encidn a un pll bajo de 2. a para 

-t.ruir. a la a-aeil&9ao sin embargo a.in 1&9 gluc-la•a9 

alt.-t.• puriticada9 originan t.r- de ot.ros product.os 

dit--'-- a la glucosa, en part.icular i•~t.osa. llat.o -

debido· a una ·propi-d de la. glucoaeil&9a -nada r__.•idn 

y que •• c9' en •oluciones concent.radaa de P-glucosa. en donde 

par accidn de .. t.a enzi- ocurren reacciones de c-idn 

de la glucosa. c10,17.24,2e) 
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Además si la glucoamilasa no ast.á libre de D-glucosil 

t.ransterasa, ést.a t.ambién tormará l.os product.os da reversión. 

C1!!1,33,3e> 

En consecuencia para usos indust.riales de est.a enzima se 

debe t.ener un cent.rol cuidadoso del 

re..,...•ión.Ca> 

En relación a la est.ruct.ura de 

alcance de 

3 isoenzimas de 

glu.::oamila.a provenient. .. de una mut.ant.e·de Aapwrgllluw .niJlac. 

•• encont.r6 que nt.as pr-•nt.aban una cadena. polipept..idica 

dnica y que-. est.aban const.it.uidas por una part.e glúcida. 

('1) 

Sin -..go, en ot.ros est.udJ.os realizados en e_. de 

ftapwcgillu• .tl1sla!: no mutadas se encont.r6 que solo exlst.en dos 

isosnzJ. ... de glucoamilasa, Glucoaailasa I y Glucoamilasa II. 

CZ&,20) 

S. det.ermin6 que el peso -.lecular de glucoaai·lasa oscila 

ent.re 07,000 y 100,000, -.:ont.r-"-• a~ que cont.J.

r-i~ gldcl- de ~. D-gluc-a y D-galact.-a co.o 

unida- -t.ruct.urales int.egral- de la mol<lcula enziút.ica. 

La t'unc16n de -t.os r-iduos es -t.abilJ.zar la -t.ruct.ura 

int.egral ds la .,lk.ula.C33,31D 

Exi•t.en val. or aci 6n para 



glucoamilasa. uno de ellos es el microprocedimiento que sigue 

la ac~ividad enzim'.tica duran~e la s!ntesis y la puriticación 

de esta enzima. Para ello, en la mezcla de reacción se u~1liza 

uÍ\ cromógeno Co-diani•idina:> , .. y la abaorc16n W del cromógeno 

reducido es moni~oreada con~inuamenLe con un especLrofo~ómetro 

a una longitud de onda de 440nm. C33) 

ot.ro de los mé~odos es aquel que usa un pequefio número de 

valoraciones que involucran la de~•rminaci6n de la glucosa 

producida de almidón bajo condicion- .. tandarizadas. La 

determinación se hace cuanLita~ivamente por medición de la 

cantidad de azúcares reductores de acuerdo a canLidades 

equi-1ecular- de amilosas, amilocect.in&a 6 almidón de 

'cadenas de diterent- longitudes.C3e:I 

El •iguJ.ente procedimiento .. un 9'todo de biovaloracidn 

basado en la -ción d• halos de hidrólisis por el d .. arrollo 

de lllcroorgani•- en un -o de agar allllcldn y -
part.lcularment.e lit.il para valorar un gran n-o de -tr-. 

Loa dilaetros de los halos de hidrdlisl• son una a.dida de la 

act.ividad enziútica en las muestras. C31!D 

Los rnult.ados obtenidos en la Lranstormacidn del 

alllldón, la allllopect.ina y la allllosa, determinados por los 

11116t.odoa de Shatter y S'omogyi tueron de eme en el almidón, -

en la ami.losa y - en la amilopectina lo que indica una 

conversión practicamente completa. C3'D 
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La glucoamilasa es una exoenzisna que remueve unidact.. 

de glucosa desde el ext.r•mo no reduct.or de los polímeros de 

allllidón. El enlace CC1)-0 es rot.o por la acción d• la 

glucoam.J.lasa acompañándos• por un mecanismo mult.icadena en el 

enlace a-D glucom!dico del •xt.r9'111C> no reduct.or con inversión 

de la conf"iguracidn del grupo hidroxilo nuevament.e generado 

unido al CC1). obt.eniéndose siempre come> product.o f'inal 

¡J-glucosa. C4!D 

El at.aque se •f"ec:t.da en una proporción N.s rápida si la 

unidad t.erlllinal est.' unida por un enlace a-DC1-4' en luvar de 

un enlace a-IX1-0l para liberarlo de 

oligosac,rido. C24,34,3!D 

la molécula de 

La unidad est.ruct.ural mínima necesaria en un sust.rat.o 

para la act.ividad de la allliloglucosidasa - una unidad 

glucosil unida a t.ravofs de un enlace a-IXl-4:> 6 a-DC1-tD a una 

porci6n de glucosa la cual puede -t.ar libre o suat.it.uida en 

en la posición 1. ClB,34,43:> 

Aún las dext.rinas lhut.e después de una hidrólisis 

int.ensa de almidón por est.a enzima incr-nt.an su rendimient.o 

de glucosa y decrecen su porcent.aje de dext..rinas res~dual•s, 

por .. t.a razón han sido denominadas t.amb14n como dext.rinasas 

lial.t.e o malt.asas. Cle:l 

t6 



Se ha encon~rado que hay ciert.a similit.ud •nt.re la 

glucoamilasa y la. fl-amilasa. sin embargo. puesto que las 

dextrinas Schardinger no son inhibit.orias a la acción de 

l.a glucoamilasa y su eficiencia es menor que la de la 

~-amilasa se considera que 4st.a puede ser la diterencia ~sica 

en el modo de acción de .. t.as enzima•. C17) 

Esto t.ipo de enzimas solo actúan en almidón gelat.inizado 

exc,eplo para la glucoamilasa de Aapergillus Wl!2l:.L que es 

activa t.ambi4n •n almidón crudo.C17) 

Las proporciones de hidrólisis de enlaces a-1,4 no 

reduct.ores depende del tamaño y est.ructura molecular del 

sust.rat.o increment.ándose con el aum9nt.o del peso molecular 

del •u•t.rat.o y por encima de la ~t.opento•a.c1e.1e.3e.3e) 

Se han encont.rado cuat.ro grupo• carboxi1o en el •it.io 

act.ivo a•i colDOI t.aab14n la pr-encia. de un grupo imidazol. 

&:at.om grupos carboxilo están di•ociad09 y au• terma• activa• a 

pH 4.!!I Cel pH ópt.imo de la glucoaailasa:> •on COO-y COOH 

respect.1V&JD9nle. Se sugiere que el sust.rato unido incrementa 

la habilidad del pri-r grupo carboxilo para disociarse pero 

no cambia la conducta del segundo grupo carboxilo. C2e) 

Aunque la glucoamilasa es capáz de romper enlaces a- 1. e 

glucosídicos en moléculas ramiticadas. no lleva a cabo una 

completa degradación a menos que sea durant..e periodos 

17 



prolongados de hidrólisis y ut.lizando la enzima alt.ament.e 

puriCicada. No obst.ant.e, se ha comprobado que en presencia de 

a-ami.lasa puriCicada, la acción sinérgica de ambas enzimas •s 

cap.íz de producir una complet.a degradación en mucho menor 

t.iempo. En el est.adío pri~rio de la reacción, las moléculas 

de alaidón son -cir1dJ..das por la acción de la a-ami.lasa. lo 

que Cacilit.a la acción de la glucoamtlasa. Est.o sucede hast.a 

~ al peso molecular del sust.rat.o decrece a un ciert.o ni vvl a 

part.ir del cual la cin4t.ica solo será expresada por la 

proporción de la reacción de la glucoam.ilasa. C11) 

En experimentos rec:ient.es se ha logrado modU'icar 

quimicament.e a la glucoanú.lasa por int.roducción de grupos 

amJ.no adicional.es y por acoplamient.o a dext..rana soluble por 

alquilación reduct.iva, con el objet.o de. darle rigidéz a la 

conCormación de la prot.eína. t.eniendo est.o colDO ~inalidad la 

t.er.-st.abilización de la enzima. Sin eaab&rgo. 'est.o s• ha 

logrado solo •n part.e. debido a que est.a enzima madJ.~i'cada -

caP'Z de resist.ir t.emperat.uras mas alt.as •n coq>arac16n con la 

enzima no modtt~cada. pero su niv.l de t.erJDOeSt.abilidad no es 

t.an alt.o co-=si aqu41 observado para ot.ras enzi-. adeús. el 

~mpediment.o est.érico en •1 sit.io act.ivo result.a del 

acoplmni•nt.o covalent.• a dext.rana y la pt&rdida de act.ividad 

debida a la conjugación, es proporcional al t.amafio d•l 

sust.ra~o. Por lo t.ant.o. la glucoamilasa result.a ser una·enzima 

IMIY d1rtc1l d• ~•rmoes~abilizar. C20) 

18 



~a de las razones de que la glucoamilasa no s•a usada en 

f'orma inmovilizada. es porque hay un decrement.o en el 

rendimient.o de glucosa, con réspect.o al encont.rado cuando se 

ut,iliza la f'orma. soluble de la enzima. Est.o se debe a la baja 

clU'usión del product.o a t.ravés de las part.!culas de 

glucoamilasa qu• -t.án inmovilizadas, provocando que la 

glucosa acumulada acelere la f'ormación de los product.os de 

rev.rsión. C24:> 

1A 
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Como su•trato se empleó papa de tres tipos: 

Papa alta 

Papa chica 

Papa criolla 

S. u~~lizaron dos enzima• comerciales que corresponden 

a Talcatherm y Oiazime ~-200 proporcionadas por ENMEX C su 

origen y caracteristicas se describen en el apéndice 7.2:> 

En la Fermentación del hidrolizado de papa se empleó el 

mlcroorganJ.smo L1ct,qbas:&llya ~JtU. cepa ATCC Q&&Q. 

3.1.- Determinación del contenido de allOiddn y 

car-.1drat.os total .. en papa. 

a.1.1.-CO..tenido de alaiddn.- El pri-r punto en •l 

t.r&b&Jo experi..,.t.al ""' la realización de la curva patrón de 

almidón con la cual f'w posible cuantif'icar el contenido de 

almidón d• diwrs&8 vari-des de papas. 



3.1. 2. -Det.erminación de C&rbohiclrat.os t.ot.al- c12,30,32) 

Se hizo en el macerado de papa, por nwdio del mét.odo de 

Ant.rona y ccn •l objet.o de t.ener como retereneia la can~idad 

de carbohidrat.os de que se part.ia al inicio de la hidrólisis. 

3.2.-Hidrólisis Enzimát.ica 

3.2.1.-Preparación de la ....... t.ra y gelat.inizaci6n del 

al a1. d6n e e:> 

Se col.ocaron 'º g de papa en 100ml de agua dest.ilada; 

S. licuaron durant.e 2 minut.os, se t.omó la muest.ra para la 

dmt.erminación de carbohidrat.os t.ot.ales. S. t.ranstirieron los 

100 ml del macerado a mat.races •rle~ de 300 ml se agreg6 

Cloruro de calcio CO. 04g) y se ajust.ó el pH a e. e. Se 

gelat.1n1zó •l almidón por -.dio de calent.amient.o de los 

mat.races •n un baño d• agua. hirviendo durant.e 20 lllinut..os. 

3.2.2.-Pri .. ra tase de la Hidrólisis COf'l o-ami.lasa. C8) 

Transcurridos los 20 al.nut.os, t.ie_, en •l que el alal.d6n 

-t.uvo cOlllplet.&meht.• gelat.inizado se agregaron 0 .. 072Ml. de 

o-ami lasa CTakat.herm:>, cant.idad necesaria para hidrolizar el 

alal.d6n cont.en1do en .f.Og de papa. 

La enzi-. se deJ6 act.uar durant.• t.res horas a t....,.rat.ura 

de ebUllición •n •l mismo baño de agua., rot.ando ligera-nt.e 

lo. ... t.rac- a int.ervalCMI rergular- de 11!1 a 30 ainut.09 con el 



tin de homogenizar y tavorecer el cont.act.o ent.re enzima y 

sust.rat.o. 

3.2.3.-Segunda Case de la Hidrólisis con Glucoa.rnilasa C8) 

Transcurridas las t.res horas se sacaron los mat.races del 

bal'io de agua, se ajust.6 el pH a 4.. a y se dejó •nf'riar el 

contenido de los mat.races hast.a conseguir una t.emperat.ura 

de eoºc. Una vez alcanzada est.a t.emperat.ura se les adicionó 

O. 001 m1 de la enzima glucoamilasa CDiazime L-200) .colocando 

nuevament.e los ma.t.races en un baño de agua a t.emperat.ura 

const.ant.• de eo0 c y en donde se mantuvieron hast.a •1 t4rmino 

de la hidrólisis durante la cual se procuró rot.ar ligerament.e 

los matraces a int.orvalos rc!tgulares de t..iempo, para que la 

enzi... t.uviera la maycr supert"icie de cont.act.o con •l 

sust.rat.o disponible. 

Para llevar a cabo un cent.rol de la. hidrólisis y 

determinar el t.tfraino de la aisma se cuant.if"icaron azúcar .. 

reductores por el Mt.odo de Nelson Somogyi. C!l,22,2'1) 

Los pa.ralJD9t.ros de concent.ración de sust.rat.o, 

concentración de enzima. acción conjunt.a, pH y 

t.e111perat.ura ópt.ima, para la hidrólisis, los 

-t.ablecidos en la lit.erat.ura proporcionada por ENNEX. C8) 

Tamblén se t.om6 en cuent.a la recomendación acerca del 

9111F11leo de las dos enzimas en roraa conjunt.a para que se 

llevara a cabo una completa degradación del sus~rat.o. 

Para -t.ablecer el t.1- d• hi-drólisis los •-ria.nt.os 

ant.- descrtt.- •• •valuaren para la a-Ulilasa a las a y 3 



horas y para la glucoamllasa a las ge, y 72 horas; de aqui se 

t.oru.ron los t.1empos IU.s conv.ni~nt.es para ambas enzimas. 

3.3.-Ferment.ación t.4.ct.ica. 

S. ut.ilizó la cepa Lactgbacilluw clelb(t.f9Ckii ATCC Qe4Q 

conservada en medio NRS Cde Han,Rogosa and Sha.rpe).(1¿) 

3.3.1.-Ver1t1cac16n 

-t.ab611c-. 

de pureza y caract.erist.ica• 

con objet.o de comprobar la pureza de la cepa. &91 como sus 

caracler1st.1cas met.ab6licas. •• realizaron observaciones 

m.lcroscópicas para -t.ablecer su mortologia y reacción a la 

t.1nc16n de Oraa y •e procedió a •tect.ua,. pruebas b1quhdcas de 

F•r-nt.ación de carbohidrat.08 para lo que se ut.11zó caldo MRS 

c...., 1119d1o de cult.ivo ba•al pero con ,algunas mod1t1cac1on•s 

que corr-pcnden a O. 2" de ext.ract.o de carne en v.z de 1~ y la 

lncorporación de O.°"" Cp/v) de rojo de cl.orofenol como 

indicador-. L.os carbohidrat.os problema tueron .. t.erilizados por 

t1lt.rac16n en equipo Millipor• y tueron adicionados al mecU.o 

baaal previament.e .. t.erilizado en una concent.ración final de 

uc. 

Se ut.ilizaron 1e Az~cares que tu•ron los siguient.es: 

Arab1nosa. Fruct.osa, Galact.osa, Glucosa, La.et.osa, Maltosa, 

Mu\it.ol. Manosa, M9lezit.oaa, Nelobiosa, Ratinoaa, Ramnosa, 

Sorbit.ol. Sacarosa, Xilosa. Lo8 t.ubos tueron incubados a la 

t.e-ral.ura ópl.1ma de d-arrollo d• r... clelbr119SkU y los 
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resul~ados ruaron ano~ados diarl..,.n~• por un periodo de 7 

di as. 

3.3.2.-Est.ableeimient.o d• la tas• log en el d .. arrollo de 

LactgbacillVS delbrt.19ckii. C12,32) 

Para det.erminar la curva de crecimient.o d~ Last¡.gbasillua 

dalbrs.mc¡kii •• procedió de la siguient.• torma.: del cult.ivo 

st.ock •• t.ranstiri•ron dos asadas a t.ubo9 con t.apón de rosca 

que cont.enian medio de cult.ivo NRS. los que •• incubaron a 

49ºc durant.• 24 horas. De los cult.ivom act.ivom s• 

~ransririeron 3 ml Cinóculo 3'0 a ma~races· nere1o""'~rlcos 

con~•niendo 100 ml del mismo -.:lio con un pH de e. 3. Los 

mat.races se incubaron a una t.emperat.ura d• 4eº. 

Las lect.uras de crecimient.o fueron t.omadas cada t.res 

horas el el Nerelóme~ro Kl•~~ equipado con r11~ro verde. Como 

t.est.igo •• ut.111z6 el medJ.o HRS •in inocular e incubado en la.• 

mi•,.,.. condicion... Est.a det.erminacidn cont.inuó hac14ndos• 

haat.a obt.ener un número const.ant.e de unidad .. Kl•t.t. que nos 

indicara el mo-nt.o en que •• alcanzó la tase .. t.acionaria. 

3. 3. 3. - Preparación del lnóculo. 

Un& vez det.errainado mediant.• la curva d• crecimi•nt.o el 

t..iitmpo requerido para que •l microor·ganismo •• •ncont.rara al 

f'inal de la ras• log de su desarrollo que .. cuando •• 

empieza a producir el A.cido ~c~ico. •• procedió a preparar el 

lnóculo para la rermentación, para lo que la cepa se sembró 

nuevament.• en t.ubos con t.apón de rosca que cont.enian el medio 



d• cul~1vo MRS, •• incubaron por 24 hora• y de este cultivo •• 

~ranstiri•ron aproximadamente e.eml a un ma~ráz netelomi5trico 

que contenia 100ml del nwdio 11 3, el que •• incubó & 4e0 c 

durant..• aproximadamente 48 hora• ha•~• obtener alrededor de 

230 unidades Klet.t. que corr-ponden a la población d-eada de 

bacterias lácticas. 

3.3.4.-Fermentaclón 

Para est..• propómito se utilizaron matraces Erlenmeyer de 

111!!!1 llll adapt.ados para mant.ener condiciones de microaerofili~. 

cont.eniendo 100 m1 del medio de Fer .. nt.ación Láct.ica C Ver 

ap4ndice 7. 3. !5J 

de las 

ter .. ntacion•s l'cticas tueron los que se dan a continuación: 

pH inicial e.o. 1n6culo eY., Temperatura de incubación 42-4e0 c, 

t.iempo del proceso 7 dia• c1ee horas). (32) 

Para ajust.ar el pH de la fer-ni.ación •e usó caco. 

eat..1151"'11 ha.ta que ést..e ascendió nuevamente lo cual •• realizó 

a los 3 , e y e di- de la fer-ni.ación, el pH final fué de .... 
Al t.ériaino de cada ferment.ación •e cuant.ificó. el Acido 

Láct.ico por el mét.odo de Nanni 8aldini. C12, 31, 32) 
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RESULTADOS 

En t.odaa las t.ablas se muestran los resultados de 

determlnacion .. hecha• por triplicado. 

Tabla 1. 

Result.ados de la curva pat.rón de almidón . 

Mat.raz 
.............. g de almidón en U.IC. 

1 

2 '2 Q.oooe 

3 84 0.001.0 

" 130 o. 001!5 

!5 1 '71 0.0020 

" 220 o.ooze 
7 298 0.0030 
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Tabla e 

Cent.en.ido d• almidón en diversas variedades de papa. 

Tipo de papa 

Alf'a 

CrJ.olla. 

Chica 

Tabla 3 

g de allllidón/g de papa 

0.1734 

0.1!5e4 

o.1e7e 

Carbohidrat.os totales en 40 g de papa sin hidrolizar, 

determinados por el método de Antrona. 

'"-r1-nto carbohidratos total .. 
g/loo.J. 

1 7.20 
e 7.ee 
3 e.7e 

' e.118 

30 



Tabla 4. 

Cuan~if'icación d• glucosa por el mé~odo de Nelson Somogyi 

duran~• el d .. arrollo de las dif'•r•n~•• hidróliaia con enziaaa 

purif'icadas. 

Tiempo de EXPERIMENTOS. 
HL,.611sis 

Choras) 1 2 3 ' g d• Gl ucosa/1 OOml 

e:7 3.718 4..3!5 4..ee e.4.!5Q 

151 e. 4!15 7.43 e.81 e. 242 

715 e. 73" 7.78 e. 40 e."°" 

lle e.87e 7.40 

Con base en los ,._ult.ados obt.enidos en los ·-.. 1-nt.os 

1 y 2 se conaide,.6 como t.iempo 6pt.imo de HLd,.61i•i• 7e horas, 

el que •• aplicó en los siguienL .. experi .. ntoa. 
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Resul~ados de las Pruebas Bioquimic~s de Fermen~ación de 

C&rbohidra~os por Lactqbacilluw c;Mlbryeckii cep& ATCC 084Q 

Azllcar Pat.rón de Reacción Producida 

Ferment..ación por la cepa en 
est.udio 

Arabinosa 

Fruct.osa + + 

Galac~osa 

Glucosa + + 

Lact..osa 

Mal~osa d 

Manit.ol 

Nan09a + + 

Nelezit.osa 

Nelobi-a 

Raf'inosa 

Ita.alosa -
Sorbit.ol 

Sacarosa + + 

Xilot1a 

Las pruebas s• hicieron con un ~ .. ~igo de cada az~car 

probado sin inocular. L.os result.ados t'ueron observados 

diariament.• duran~• si•t..• dtas. 

d..Sw:l-a 



Tabla e. 
Resultados del desarrollo de Lect.gbasillu1 d•lbruec;kii 

cepa ATCC Qe4Q a diterent.•• periodos de incubación. 

Tiempo Choras) Lect.ura CUIO 

o 10 

3 23 

e 2.j. 

g ee 

1!5 8Q 

18 137 

21 178 

2.j. 22e 

27 230 

30 2~ 

33 240 

3G 2"" 

"2 ~ 

"" ~ 

"ª 2"8 

!51 ~ 

"" ~ 



CURVA DE CRECIMIENTO 
Lactobaclllua delbrueckll CEPA ATCC 9649 

ux. 
aoo.--~~~~~~~~~~~~~~~~---, 

2&0¡--~~~~~~~~~::::;:::::;~~------, 

200¡--~~~~~~-1-~~~~~~~~~_J 

1&01-;-~~~---:T-~~~~~~~~.::.._:_~~J 

1001--~~~~r-~~~~~~~~~~~~~-i 

&0~~~~-1-~~~~~~~~~~~~~~-l 

o--..._~_.__.___.~..__....__.__._ __ ~.___.__.__.__..__, 

O 3 8 9 ~ • ~ ~ ~ ~ H H ~ ~ ~ ~-~ 
t/Mpollfl 

- DESARROLLO 

CIRAFICA 1 

.. .. 



Tabla 7. 

Result.ados de los paralmet.ros evaluados durant.e la 

hidrólisis del almidón y la Fer....,~aci6n Lllc~ica 

Fer-nt.acidn C&rbohidra~
Tot.ales 

Glucoea 
Inicial 

Acido Glucosa 
Lllc~ico R .. idual 

A e.72 e . .&o !!1.382 0.400 

B e.ge e.eo e.e1e 0.273 

Tabla e. 

Result.ados de porcient.os de t.ranst'ormaci6n del suat.rat.o y 

r-endiaien~o ob~enido del produc~o 

Fer-n~acidn Tranaroraación 
C&rbahldr•~

a Glucosa 

Tranaroraación 
Glucosa a 

Acido Láct.J.co 

""·"°" 

Rendial.en~o 
Acido 

Lllc~ico 

Q3.-

·"4.e.&" 



'.~f 

1 e: 

1 
UJ 

;¡! 
_

, 
:1

 

w
 

ID
 

e 
a 

e; 
iO 

Z
o

 
-

w
 

!! 
a: 

ºº 
11 

il 
o 

o 

--
u 

o 

~
b
 

:::1 
:1

 
_, 

_, 

" " 
~:5 

1
1

 

~
8
 

~
~
 

IO
 8 

w
 

e 
LL 

¡ i 
e ... 
10 s 
~ 

~ 

1 
u

=
 

.. 
·~ 

3 
~
.
 

. .. 

1 
... • 

llD
 • 

(f) 
N

 
~
 

o 

"". -
.---><·•·-· 

~
 -•. 

. 



81: 

1 1 ¡¡; ~ 
en 

.... 1 

w
 

(
)
 

ID
 

:::1 
..... 

z (/) 
" &&. 111 

O
w

 
~ 

_..., 
a: 

u
~
 

... -
~
~
 

1 
zW

 
w
~
 

~
o
 

(
)
 

::::11 

a: a.. 
~ 8 

w
 

e 
o 

-

LL 
ñ ~ 
~
o
 

z 
g 

e 
-

!!: 
~
 

--1 ti 
ID

 
,. 

-s
 

o 
o 

o 
o 

o 
3 

CD 
CD .. 

w
 

i 
.. 



A cont.inuacidn se exponen los result.ados obt.enidos en •1 

LaboratorJ.o de Microbiolog!a Experi .. ntal respecto a la 

Hidrdliais de aloüddn realizada con EnzJ.-• no p..-i~J.cadaa de 

A11p9rai 1 lyw D1w. lo. qu. •• co..,...an con loe obt.enld09 en •1 

pr .. ente trabajo que constitU79 la tercera etapa del proyecto. 



Tabla u. 

Rendimient.o de Glucosa a diterent.es periodos 

incubación. 

Tiempo de 

Incubación 

Choras) 

o 

8 

17 

22.e 

ae.e 
él7 

32 

38.e 

•Enzima no 

Purif"icada 

• tt Enzima 

PurH"icada 

g de glucosa/100ml 

o.ee 

a.o7 

a.a7 

a.ae 
N.O. .t..eo 
a.oe 

1.1e 

0.37 

e.eo 

e.ee 

7.14. 

,. D&t.os report.ados por Paez y Ra.mirez C32:) 

tt • Se report.a la media de cuat.ro experinwnt.os 

N.O.• No d•t.erminada 

4.0 

de 



COMPARACION DEL RENDIMIENTO DE GLUCOSA A 
f/100tal DIFERENTES PERIODOS DE INCUBACION 

ar-~~~~~~~~~~~~~~--. 

o 8 17 22.5 28.5 27 32 38.5 48 11 71 99 
liMPO (Mnl} 

-- ENZIMA NO PURIFICADA -+-ENZIMA PURIFICADA 

GRAFICA 1 

.. • 



Tab1a 10. 

Comparación de la ~ransforma.ción de C&rbohidrat.os a 

glucosa con enzimas purificadas y no purificadas 

• Enzima no Purificada Enzima. Purificada 

Carbohidrat.os Glucosa Carbohidrat.os Glucosa 
Tot.ales Tot.ales 

g/100ml 

4.77 2.~ 7.20 e.97e 

7.4 4.44 7.e!!!I 7.40 

7.!!e 2.32 .e.72 e.40 
7.42 2.911 e.ge e.eoe 

e.78 3.011 7.137 e.sao 

" d• 
Transrormacion 44. 41Y. Q!!I.""" 

• Dat.os report.ados por Alejandro Mcncayo alumno de 

Servicio Social que part.icipó en est.e proyect.o. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

En cuant.o a los result.ados obtenidos en la determinación 

de almidón en div.rsas variedades de papa se puede observar 

que el ""'t.odo empleado t.iene un grado de reproducibilidad 

conf'iable ya que el cont.enido de almidón report.ado para la 

papa es de 18 a. 20g " y los resultados obtenidos en este 

experimento, rluct~an entre 15.5 y 17.!!g Y..CTabla 2) 

Al inicio de cada f'erment.ación se hizo la determinación 

de C&rbohidrat.os t.ot.ales los que resultaron alrededor de 

7g/40g de papa. CTabla 3) 

Est.a det.erm1f'lac16n const.1t.U)'9 una h•rramient.,a import.ant.e 

pa.ra poder t.en•r una reterencia d• la t.ran•f'ormación .de esos 

carbohidrat.os a glucosa y con ello valorar el rendimient.o de 

la acción enzim:l.t.ica. En est.e sent.ido se observa que la 

t.ranaf'ormación de carbohidrat.os por acción -puriricadas ea casi total. CTabla 8 y Grát'ica 5) 

d• enzimas 

Las observaciones microscópicas, asi como los result.ados 

de las pruebas bioqu1m.1cas realizadas, permit.ieron conf'irmar 

la pureza de la cepa y que ést.a conservó sus caract.erísticas 

metabólicas. CTabla 5) 



Respect..o a. la curva de crecimi•nt.o d• L•ctgbacillus 

delbru•kii con la que tué posible conocer el moment.o en el 

que el microorganismo llegaba al final de la tase log y 

principio da la tase est..acionaria. t..iempo •n el cual al 

microorganicl90 coaienza a producir el ácido l'-ct.ico COB:> un 

product..o da su metabolismo secundario. se t..iene que ést..e se 

. alcanzó a las 24 horas de incubación. CTabla e y GrU!ca 3) 

Una véz obt.enidos est..os objet.ivos, se llevó a cabo la 

rerment..ación ~et.lea usando como mat.eria prima la glucosa 

producida durant.e la hidrólisis da la papa con .nzimas 

purificadas. Los rendim.ient.os da ácido IÁ.ct.ico fueron ant.re 

1;13.~ y Q4."4'C. CTabla 8 y Grá~ica 5) 

Asi mismo al hacerse los cálculos en cuant.o al. 

porcent..aje de t.ranstormación de glucosa a ácido Láct.ieo se 

encontró que est.os poreant.ajes oscilaron ent.re Q3.~ y 

QS.ec»c. CTabla 8 y GrUica 5' 

Al co..,arar los result.ados da t.rabajos previcas con los 

aquí obt.enidos.· se observa que el t.iempo de hidrólisis al que 

se obt..iene el mayor cont.enido de glucosa con enzimas no 

purificadas corresponde a ere.e horas y que con períodos de 

incubación mayores el rendimient..o disminuy. considerableft8nt.e, 

lo que s• at.ribuye a su ut.ilizaci6n por los microorganismos 

product.or- de las enzJ.ma•. En t.ant.o que enzimas 
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purJ..ti.cadae, a la• '2!7 hor .. •1 rendJ..aient.o - casi del 200% y 

COI\ periodos de incubación Id.a prolongada. cont.1nua aumen~ando 

la concent.rac16n, alcanz'-nd09e pract.ica.ent.e la producción 

ópli- a l ... !'1 horas. CTabla g y Grlif'ica e> 

Al comparar 108 r .. ult.adoa de glucoea obt.enJ.dom con 

enz1 ... puriticadas y con enzi ... no purificadas •• aprecia 

una visible diterenc1a, siendo las concent.raciones et. glucosa 

ob~enida• con enzi_. put'if'icadas muy superiores a las 

r-ul~an~- con enzimas no purit"icad&s.CTabla 10 y Grlif'ica 'n 

El porcent.aJ• d• t.ran•tcrmación de carbohidrat.os a 

glucosa en el proc .. o con enzi ... puri1"1cad&s est.'- ent.re el Q3 

y oe. ""· e Tabla e:> 

Por -~•• razones se p- opinar que al usar enzi_. 

purif'icada• en el proc-o d• hidl-611•1• de almidón •• logra 

favorecer •1 proc .. o f'erment.at.ivo en au con.J\D\t.o. 



VI.- aHl.lBOES 



La conclU9ión _.-al a la que •e llegó al obt.ener una 

t.l'-tOl"-ción ca•i t.ot.al de almicldn a gluco.a al finalizar 

-t.e t.rab&Jo, se r-.- - - e.l U9o de enzi-• puri('icadu. 

en -t.e t.ipo de proc::-- - '""8 r..Ut.uabl~. 

La Y9nl.&Ja principal en relación con el proc::-o que usa 

en&l- no pur1t'1cad&a, - el alt.o rendimient.o de gluca.a. 

ya q~ en •1 proc-o ~ involucra a 1&8 enzilU.ll no 

puriticada• •e _t., u.ando al hongo ewp.rvillws DiJ111C. 

Cproduct.or de la enzi- aml.loUt.ica) el cual al mi•IDD· t.1-

- libera la ....,i_ d9gradadora del almidón para producir 

glucoaa, se _t., ali-ni.ando con part.e de esa ~uc::osa 

liberada lo cual repercut.e en un baJo r-diment.o - ni.a• 

El ali.o coat.o - t.ienen 1&9 enzi... puriticadam ae 

recluc::e conaiderabl-t.e al ut.ilizarse ftt.aa en cant.ida- auy 

s-i-Kaa. 

~o de 1- punt.oa - podrta aer una d-vent.aJa al .,..,. 

....,i-• puriticadaa, - el t.i- de hidróli•i• ,que para 

Mtaa - de 7" hol'&9 y para laa enz1 ... no puriticadaa - de 

l!llS.9 horaa, pero el alto rendilliento producido POI" 1&9 

pri-..aa ret.ribuy9 el -- t.i- invertido en au U9o. 



·La comparación en •1 ueo de enzi .. • 

purU'.lcadaa en la h1dr6Us1• de al181d6n de 

pur1t1cad&s y no 

papa indica que 

la• pri .. rae •on mucho ~ dt.il.. para .. t.ae aplicaciones. 

por lo q'- .. recomiel'ldan como una ~na al.t.ernat.iva. 
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7 .1. -IETCIOOS 

7.1.1.Curva Pat.rón de Allllidón 

S\Jst.ancias 

Solución de almidón soluble: Agregar 0.1g de almidón 

soluble a 1oo.l. de agua 

concent.ración rtnal de 0.1~ 

dest.Uada para obt.ener una 

hact.ivc de Yodo: Para pr•parar 30 ml de est.e react.ivo se 

ut.ilizan o. 2 g de KI y 0.1g de Iz. Di sol ver el KI en o. 34. 111 

de agua. llevarlo a 1o.l.. agregar 0.1g de Iz y at'orar a 

30 111. 

C.Sarrollo de la Curva 

Ma.t.raz Vol. de almidór. Vol. de react.ivo g de alaiddn 

al o.uc 
- yodo 

soluble 

1 o º·" o 

2 o." o." o.oooe 
3 1.0 o." 0.0010 

& 1." o." 0.001!5 

" 2.0 o." 0.0020 

e 2.e o." 0.002!9 

7 3.0 º·" 0.0030 



Hacer 1- lect.uraa en un Nefelómet.ro Klet.t. y ut.Uizar 

filt.ro rojo. 

7.1.2.-Ext.racción del Alaldón de la Papa. C42> 

Para -t.o. la preparación de la. mu .. t.ra •• 

•iguient.e manera: 1g d• papa •• licuó con ae 

demt.ilada y •• calent.ó en baño de agua hirviendo 

hizo de la 

ml de agua 

durant.e 10 

alnut.oa. al t.tirmino d• los cual- •• f'ilt.ró la mezcla a t.raVés 

de fibra de vidrio.Part.e del alaldón solubilizado por el 

calent.aalent.o at.ravi-a la f'ibra de vidrio, pero al ir•• 

enfriando part.e de él queda"&t.rapado en la fibra de vidrio, 

por lo cual dicho r-iduo rué recuperado lavando con 2!5 ml de 

agua dest.ilada. Se procedió a calent.ar durant.• 10 alnut.oe a 

t.etllperat.ura de ebullición y a filt.rar nueva.ent.e. Est.a 

operación •• repiUó dos vec .. ús y tlnal-nt.e se junt.aron 

1- cual.ro filt.radoe ClOO mJ.) de ahi •• t.oaaron !!IO 1111.. Con el 

objet.o de poder realizar la cuant.if'icación colori~t.rica del 

alaldón, •• procedió a diaalnulr la concent.ración" de est.• en 

la allcuot.a original, para lo que- •• hicieron una ••ri• de 

diluciones, en la que •• desarrolló el COllpl•Jo colorido 

...Uant.e la adición de o.e '"1 de react.ivo de yodo. 

La• lect.uraa •• hicieron en •1 · Nef'•l6 .. t.ro Klet.t. leyendo 

con tllt..ro rojo y loe r-ult.ados •• int.erpolaron en· la curva 

pat.rón. 



7.1.3,-Det.erminación de Carbohidra~os To~al•s por el Nét.odo d• 

Ant.rona. C12.30,32) 

· Fundament.o 

Los carbohidrat.os dan un color verde caract.erist.ico con 

ant.rona •n solución de ácido sulfúrico con adición de calor. 

El color es debido a la condensación de la ant.rona con 

los derivados del furrural formados en la reacción de los 

azúcares con el ácido calient.e. 

La f"orma ant.ronal es .la que reacciona.. 

- cw 
OH 

React.ivos 

1.-Solución est.andar de glucosa C1.0mg/ml) en una solución 

al 0.1!5'C de ácido benzóico es est.able por un t.iempo prolongado 

a oºc. 

a.-Solución S~OC:k de 'cido sulfúrico(~ V/V) afiadir ~ Dll 

de 'cido sulfúrico a ~ ml de agua des~ilada. 

3.-React.ivo de ant.rona. Agregar emi de et.anol absolut.o a 

200mg d• ant.rona, agit.ar hast.& disolución. Est.e react.ivo se 

prepara in~at.a..,nt.e ant.- de su uso. El et.anol sirve para 

est.abilizar el color. Leer •l problema y el est.andar cont.ra un 

blanco de agua para t.ener mayor especiticidad y evit.ar las 

sust.ancias int.erter•nt.es. 

Los disacáridos y polisacáridos dan cuant.it.at.ivament.• el 

mismo valor d• color por mol d• glucoma. 



Blanco Probl•- Est.andar 

Agua 1.0ml 

/ 

Suspensión de 

papa 1.0ml 

Es t. andar de 

glucosaC1:20) 1. Ornl 

Baño d• hielo 

React.i'VO de 

ant.rona emi emi emi 

Baño d• agua en ebullición 10 minut.os. Enf"riar •n bailo 

de hielo y l .. r en el Klet.t. con Cilt.ro rojo 

~lculo: 

O.O. Probl•-

O.O. Est.andar 
•e- Concent.ración de CHO's 

t.ot.ales g/100ml 

Trat.amient.o de la muest.ra: Del macerado de papa se t.oma 

1ml se atora a 100ml con agua dest.ila.da y de ahi se t.oma. la 

mue•t.ra la. cual se cent.rituga y se desarrolla el rn.iit.odo. 

La ant.rona debe agregarse lent.ament.• con agit.ac16n. 



7.1.4.-0.~erminación de Glucosa por el M't.odo de Melson 

Scmogy.I.. C5,22,2Q) 

Fundament.o 

La presencia de grupos reduc~ores libres en una muest.ra 

de carbohidrat.o t.iene la capacidad de reducir el Cuª+ en medio 

alcalino. El hidrat.o de carbono se degrada oxldat.ivammn~• con 

la correspondient.e reducción del agent.• o>Cidant.e. El Cu+ 

eorma.do preciplt.a como Cu20 dando una coloración rojiza. La 

cant.idad d• Cuao formado se mide adicionando ácido 

arsenomolibdico que es reducido por el Cu+. El color azul 

int.enso del ác.l.do arsenomolibdoso se · de~ermina por 

colorimet.ri.a. 

React.ivos 

1.-React.ivo alcalino da cobre 

React..l.vo A C100 ml) 

2.5 g da Nazco. Canh.l.dro) 

2. 5 g de sal de Rochelle CTart.rat.o de sod.l.o y 

pot.as.l.o c .. H .. KNaOd .4ffa0> 

2.0 g de NaHCO. 

20 g de Na.SO.. Canhidro) 

Oiaolv.r las sales •n el orden indicado y aforar a 100ml. Se 

filt.ra si es necesario y guardar en frasco aab&r a una 

t.emperat.ura. de 1!5-20°. 

React.i vo B C100ml> : 

.1.5 g de cuso.. -5Ha0 

.1.00 ml de agua dest.ilada 

a got.as de H.so. conc•nt.rado 



Guardar en frasco 'llbar. 

Las soluciones A y 8 se mezclan en el moment.o de hacer la 

det.erminaci6n de la siguiente forma: 

29 part.es de A por 1 part.• de B 

a.-React.ivo arsenomolibdico 

!!g de Molibda~o de Amonio 

Q!S ml de agua dest.ilada 

4.2 ml de HaSOe. concent.rado 

o.e g 

Preparación 

de NaaHAsO. • 7Ha<X Arsena~o 

di básico) 

de sodio 

Disolver !!g de molibda~o de amonio en 90 ml de agua 

d .. t.ilada. Adicionar 4.2 ml de 'cido sulfúrico concentrado. 

Adicionar Cpreviam.nt.e disueltos) en 9ml de ag~a, O.e g de 

arsenat.o de sodio, mezclar por agitación cuidadosa y poner en 

una incubadora a 3?°C durante 48 horas. Guardar en trasco 

ambar a t.emperat.ura ambiente. 

3.-Solµción pa~rón de glucosa. 

200mg de glucosa anhidra 

100ml de solución de ácido benzóico al o.aeu 

Se dJ.lUY9 1:20 en •l mo-nt.o de la prueba 

4. -SW.ta~o de Zinc al "" 

eg de Sulta~o de zinc 

100 m1 de agua des~ilada 

e.-Hidróxido d• Bario 0.3N 

eg de Hidróxido de Bario 

100ml de agua des~ilada. 



Diluir el problema 1:20 ant. .. de desprot.e1n1zar. 

Técnica de desprot.ein1zación 

Problema C1:20) 0.!5 ml 

Agua dest..ilada 7. !5 ml 

Hidróxido de Bario 0.3N 1.0 ml 

SUlfat..o de Zinc al "" 1.0 ml 

Filt.rar ~ cent.rit'u¡a.r 

Problema Pat.rdn Blanco 

Filt..rado libre 1. Oml 

de prole! nas 

Solución pat..rón 1.0ml 

Dil 1:20 

Agua dest..ilada 1. Oml 

React.ivo alcalino 1.0ml 1. Oml 1. Oml 
de cobre 

Mezclar y calentar en baño d• agua a ebull~ción por 20 min. 

Enfriar •n baño de hielo 

React.ivo arseno 

1 
1.0ml 

1 
1.0ml 

1 
1.0ml 

-libdico 

Agit..ar cuidados..,..nt.e hast.a desalojar gas 

Agua dest.ilada 1 22.0ml 1 22.0ml 1 22.0ml 

Ajust.ar a lOC»C de Transmisión con el blanco y obtener las 
lect.uras para problema y pat.rón a una ~ d• eaonm 6 con tilt.ro 

Y9rde en el nefelómet.ro Klet.t.. 

• 200 • 2Qs mg de glucosa/lOOml 
UK Pat.rón 



7.1.~.-Cuant.iticación d• Acido Láct.ico por el Hét.odo de 

Nanni Baldini. C12,31,32l 

El termentado original se diluye con agua d .. t..ilada en 

Ul'l& proporción de 1:10. 

desprot..einización s& realiza con los react.ivos 

para desprot..einizar en el ~t.odo de Nelson Somogyi.Al. hacerla 

la mu .. t.ra se diluy-9 1:20. 

Fund&-nt..o 

La muest..ra desprot..einizada se t..rat..a con cuso..eHzO y con 

C&COH)a para eliminar el piruvat.o int..erterent..e. Asi el 

CuSO..!SHaO se añade conjunt..o con H.so. concentrado •l cual 

bajo la inrluencia del calor conviert..e •l 'cido !Á.ct.ico en 

acet..aldehido. Est..e reacciona con p-hidrox1diC•nilo produciendo 

un crom6toro violet..a. que t..ien• su náxima absorción a eeenm. 

Reiact.J.vo• 

1. -Solución pat.rón de Acido Láct.ico. O. 21.33g de lact.at.o de 

lit.Lo seco. Se disuelven en 100ml de agua dest..ilada Junt..o con 

1111 de HIS06. Se lleva a un volu-n tinal de 1 lit.ro con agua 

dest.ilada quedando una concent.ración tinal de 20mg/100ml. 

a.-Solución de p-h1drox1diten1lo. 1!!0mg de p-hidroxiditenilo 

se disuelven en 10ml de e~anol absoluto. 



·3. -Soluci.ón de Sulf'at.o de cobre. CuSIOe. .HaQ al 20% Cp/V) 

4. -Solución de SUltat.o de cobre. CUSO..IUO al 1!5% Cp/V) 

5. -Hidróxido de calcio Q. P. 

e.-Acido Sulfúrico concent.rado. 

Procedirnient.o 

Las det.erminacion•s •• realizan con la solución 

pa.t..rón,muest..ra problema y blanco simult.an•ament.e. 

Colocar en un t.ubo de 15•110 1ml de solución libre de 

prot.•ih&8 cont.eni•ndo d• 10 a 200ing de Acido Láct..ico. Agregar 

11111 de SUlf"at.o de Cobre al 20'< y llevar a un volui.n f"in&l de 

10sl con agua d-t.ilada. 

Adicionar lg de Hidróxido de Calcio, t.apar los t.ubos y 

ag1t.ar vigorosu.nt.e por periodos de 30 segundos a int.ervalos 

d• e Minut.oa. por 30 rninut.om; cent.rif'ugar 109 t.ubo9. 

Tranaf'•rir 1rnl del aobrenadant..• a un t.ubo de 19tl180a11it 

enfriar en un ba~o de hielo y se a~adir 0.051111 de •ulf"at.o de 

cobre al 1"" seguido por 51111. de 'cido •ulf"drico concent.rado 

que se añad• lentamente con agit.ación continua. got.eando de 

una buret.a. Cuando t.odo el ácido se ha aitadido, los t.uboa •• 

e1 



agit.an vigorosamente. se tapan y se transfieren a un baño de 

agua a eo0 !1°c por 30 minutos. enfriar a una temperatura de e 

a 1oºc y agregar O. lml de p-hidroxidif"enilo y agit.ar 

vigorosamente. 

Colocar los t.ubos en un baño de agua a 20°!1ºc por 30 

minut.os seguido por QO e9gundos de baño de agua a ebullición. 

con e•t.• t.rat.amient.o •e elimina el exceso de 

p-hidroxidif"enilo. 

Inmediat.ament.e despu~ enf'riar los tubos en un baño de 

hielo y ~Adir la ext.inción a ee&nm, contra blanco ~e 

reactivos. En el nefelómet.ro Klet.t. i .. r los t.ubos con el 

f'ilt.ro verde. 

Calculo: 

UK Problema 

UK Pat.r6n 

UK Proble-
UK Pat.r6n 

* Cl del pat.r6n •dilución 

• 20 • eoo - mg de ac. Lactico/100ml 



7. 2. -ENZIMAS \ITILIZADAS 

7.2.1.-Nombr• comercial: Takalherm 

Es una a-amilasa baclerlana de Bacillus licbeniforwia 

allarnenle l•rmoeslabl•. para su máxima. prolección conlra la 

desnaluralización bajo e>Ct.remas de pH y 

lernpeiralura requiere lrazas de Calcio en una concenlración de 

400 pprn C400rng/l). Las sales de C&lcio f'acil.-nl• solubles en 

agua como el Cloruro son adecuadas como cotaclor. ~ afecla 

demasiado el EDTA Csecueslranle de Calcio). 

Inhibidorés: Cu, Fe, Co con poder inhibilorio moderado 

Al, Pb, Zn. con poder inhibilorio tuerl• 

Para su aclividad se recomiendan dosis de 

L/l.OOOkg de almidón. 

0.5-1." 

Temperalura óplima 

Rango de Temperat.ura ópt.ima 

Eat.abilidad 

Rango erect.ivo 

pH ópUino 

pH erect.ivo 

Rango de .. t.abilidad al pH 

63 

goºc 

85-"5°c 

hast.a geºc 

hast.a 100°c 

e.e-7.o 
e.o-a.o 

"· 0-11. o 



7.a.a.-Nombre coeerc1al: 01az1,.. LaOO 

Es una gluc:oam11 .. a t'ungal de Aap!!plllus niger la cual 

no requiere de cot'act.or- para su f'uncionalidad. 

T-rat.ura ópt.1 .. 

T-rat.ura ef'ect.1 va 

Temperat.ura rec099ndada para un t.i•mpo de reacci6n -yor 

a M hor .. Cya que - muy -t.able y se reduce el peligro de 

c:ont.&111nac1ón m1c:rob1ana eoºc 

T-rat.ura de 1nact.1vac16n 

pH dpt.1-

ptl ef'ect.1 VD 

pH de -t.ab111dad úxi .. 

pH -t.able 

Para evaluarla •e uman 0.01"" de enz1 ... 

SUper1or a aoºc 

4.0-4.4 

3.o-e.o 
3.e-e.e 

•.o-e.o 



7.3.- Medios de Cullivo 

7.3.1.-Medio de Cultivo MRS. Cl') 

CPara Cons•~xación de la Cepa) 

Leche peplonizada ..•.............•.....• lg 

Ext.ract.o de carne. . . . . . • . . • . . . . • . • . • • . . . 1g 

Ext.racto d• Levadura .............•.•.... o.eg 

Glucosa ................................. 2g 

Fosfato dipolásico KzHPO. ..•...•••.••... 0.!5g 

Ci lralo di amónico .•.•.•..•.•..•.•....•.•. º· 2g 

Acelalo de sodio CHllCOONa ........... : ..• 0.!5g 

MgSO. ·7Hz0 •.••.•....•....•...••.•.•..•.• O. O!Sg 

Hnso..,Hzo ........•.•.....•........•.•.. o. 02g 

T_.n eo ................................ o.1g 

Agua d-lilada .•....•.•..•....•.•....•.. 100 1111 

Ajustar el pH a e.2-e.,. Esterilizar a 121ºc duranle 1!5 

minut.09. 

7.3.2.- Medio# 3.C12,32) 

CPara Propagación de la Cepa) 

Ext.racto de Levadura ....••.•.•..•..•••. ag 

Glucosa ................................ 2g 

Solución A de sales .••......•....•..•.• 0.88nll. 

Solución 8 de sal-•.•..••.•...••••...• 0.7,1111 

Agua destilada •....•.••.•..•......•.•.• 1oo.l 

AJuslar el pH de !5.!5-e. Esterilizar .: 120°c durante 1!5 

mi nulos. 



7.3.3.-Preparación de las Soluciones de Sales. 

Cl2,32) 

Solución A de sales 

HgS0..'7Ha0 ...•••.... 10q 

Solución B de sales 

Acet.at.o de sodio .... 12.eg 

FeS0..'7HzO .•..•..... 0.!5g 

MnS0..4HaO .•••••.•.. 0.!5g 

T....,n 80 .•.•......•. o.eg 

Agua dest.1lada .•••.• 100ml 

Agua dest.ilada ..•... lOOml 

7.3.4.-loMdio de Cult.ivo MRS. C14) 

CPara pruebas bioquimicas) 

Pep~ona de caseína ..................... 10g 

E>Ct..ract.o de carne. • • • • . . • • . . • • . • • • • • . • . 2g 

e:xt.ract.o de levadura.............. . • . . • !5g 

Kzlff'04. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • !!lg 

Ci t.rat.o de amonio. • . . • • • • • • • • • . • • • • . . • . 2g 

Acet.at.o de Sodio. • . • . . . • . • . . • . . • • . • . . • . !5g 

HgSO. • 7U.O. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • .. o. !5g 

HnS0..4H.O............................. 0.2g 

-r-n 80.... .. .. . .......... ... ... . .. . . . lg 

Agua dest.ilada......................... 1000ml 

Ajust.ar el pH a 0.2-e.4. Adicionar el colorant.e Rojo de 

Clorotenol en una concent.ración de o.~.Dist.ribuir en 

""'t.rac-. Est.erilizar a t21°c durant.• 1'5 minut.os. 0.Spuá 

agregar en condiciones as4pt.icas 

C..rbohidrat.os problema previaraent.e 

f'ilt.ración. 

las soluciones 

est.erilizadas 

d• 

por 



7.3.e.-Medio d• Fermen~ación ~c~lca 

C3a:> 

Agua de Levadura.~.· ..•............•...•. 1!5 m1 

Hidrolizado de papa ..........••.•...•.. 100ml 

CaCOll •••••••••••••• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2g 

Solución A de sales ....•.•.•••.•.•.••.• 0.88ml 

Solución B de sales ...•.•.••.••..•..•.• 0.74ml 

Inóculo de L. delbrueckii ....•.•..•..•• ""Cv/v) 

AJus~ar pH a e. Es~erillzar a 121ºC duran~e te minu~os. 

7.3.e.-Preparación del agua de Levadura 

Levadura de paniticación ••••.......•..• 20g 

Agua dest.ilada .•.•..••.•...•....•.••••• 100ml 

Est.erilizar duran~• 2 horas a 121°c. 
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