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RESUMEN

El propdsito de este trabajo fue demostrar que algunos microorganismos
antarticos pueden producir amilasas y que estas lograrian reducir la
viscosidad de la masa de pan a bajas temperaturas, de tal manera que se las
pueda exponer como una favorable alternativa para mejorar la textura y

volumen del pan como producto final.

Para llevar a cabo esta investigacibn se requirieron dos componentes
experimentales: microbiologico y reolégico. El primer componente fue
desarrollado en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
(CIBE), donde se seleccioné el aislado bacteriano con mayor eficiencia
amilolitica, denominado CIBE-27. Se realizé un disefio experimental en el
que se mantuvo al microorganismo durante 8 dias para concertar la
temperatura y pH Optimos de la produccién de la enzima, mediante la
formacién de un halo en medio sélido con almidéon como sustrato y se
designaron 5 temperaturas y pH diferentes. Se obtuvo como resultado que la
temperatura de 20°C y el pH 6,5 fueron los pardmetros 6ptimos. Por
consiguiente, el microorganismo fue inoculado en medio mineral con almidon
y se lo mantuvo a 120 rpm durante 8 dias a la temperatura y pH Optimos ya
hallados. ElI medio fue centrifugado a 8000rpm por 15min a 4°C y el

sobrenadante fue liofilizado. Mediante el método de Biuret se estimo que por



cada gramo de liofilizado se contaba con 0,1202 mg de proteina. Al no contar
con la enzima pura, dicho valor permitié calcular las concentraciones de

proteina requeridas para la posterior experimentacion en la masa de pan.

El segundo componente fue ejecutado en el Laboratorio de Ensayos
Metroldgicos y de Materiales (LEMAT). Se emple6 el reémetro Kinexus Pro y
se cuantifico el médulo de elasticidad (G’) como caracteristica reolégica de la
masa de pan, aplicando individualmente tres diferentes concentraciones de
proteina. Se encontré que la concentracion 0,5% redujo de mejor manera la

viscosidad de la masa de pan, aumentando la elasticidad.

Finalmente, se determin6 que la amilasa antartica pudo reducir
eficientemente la viscosidad de la masa de pan y que ademas tiene la

posibilidad de actuar en un amplio rango de temperatura.
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INTRODUCCION

En la industria panificadora, la calidad del producto final depende en gran
medida de las enzimas amilasas, las cuales logran reducir la viscosidad en la
masa de pan a 40°C; sin embargo, en las demas etapas del proceso se
maneja comunmente temperaturas por debajo de 35°C, proponiendo que
seria una favorable alternativa emplear enzimas extremdfilas, sin necesidad
de calentar la masa a 40°C para mejorar la textura y volumen del pan como
producto final. El estudio pretende demostrar que algunos microorganismos
antarticos pueden producir amilasas y que estas lograrian reducir la
viscosidad de la masa de pan a bajas temperaturas. El desarrollo del

siguiente trabajo abarca principalmente lo siguiente:

En el capitulo 1 se describira el fundamento teorico referente a: los
microorganismos, entre ellos se destacan a los extremdfilos, a las enzimas
amilasas y sus aplicaciones en la industria y a la reologia, resaltando el

comportamiento viscoelastico que presenta la masa de pan.

En el capitulo 2 se presentard el planteamiento del problema con su

respectiva justificacion, la hipotesis y los objetivos de la investigacion.



Con dichos antecedentes, en el capitulo 3 se detallara la metodologia para
realizar la produccion de amilasas a partir de la seleccion de
microorganismos antarticos; asi como la metodologia para determinar la
influencia de estas enzimas en el médulo de elasticidad como caracteristicas
reoldégicas de la masa de pan a bajas temperaturas, mediante disefios

experimentales.

Una vez efectuados los experimentos, en el capitulo 4 se definird los

resultados y se ejecutara los correspondientes analisis estadisticos.

Finalmente, en el capitulo 5 se dard las pertinentes conclusiones y

recomendaciones de las pruebas y analisis realizados.



CAPITULO 1

1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 Microorganismos
Crecimiento y desarrollo de los cultivos bacteriolégicos

Se aplica el término crecimiento bacteriano para describir o
representar: “El aumento de la poblacion total y no el aumento de la
masa de un organismo aislado; esto se debe a la dificultad del

estudio individual de cada célula debido a su pequefio tamafio” (13).

Cada célula dentro del proceso de division se duplica 'y a su vez cada
nueva célula se divide en dos, por lo que al graficar el nimero de
células contra el tiempo se obtiene una linea curva creciente con
tendencia exponencial; sin embargo, es preferible utilizar el logaritmo

del niumero de células, ya que la linea se vuelve recta y permite una



mejor descripcion del ciclo de desarrollo de los cultivos

bacteriologicos (13).

Logaritmo del nimero de bacterias

500 |
l

Nimero de bactenas

Log 10 /

Figura 1.1 Curva de crecimiento bacteriano: escala logaritmica y
aritmética

Fuente: Garcia V. 2004.

Pues bien, cuando se inocula un numero determinado de
microorganismos en un medio de cultivo fresco y se define
regularmente la poblaciébn bacteriana durante un periodo de
incubacion, se puede obtener una curva tipica de desarrollo
bacteriano presentando en una grafica los resultados de los
logaritmos del numero de células contra el tiempo y en ella se puede

apreciar 4 fases: la inicial en la que no parece haber desarrollo,



seguida de un crecimiento r4pido, después de un equilibrio y por

altimo un descenso de la poblacion (31).

Logaritmo del n.° de bacteroas

Tiempo

-

a: latencia, b: logaritmica; c: estacionaria; d: muerte
Figura 1.2 Fases del crecimiento bacteriano

Fuente: Garcia V. 2004.

Tal como se presenta en la gréafica, la primera fase conocida como
LAG o de Latencia, es en donde se requiere de tiempo para
establecer la adaptacion de cada célula en el medio en el que se va a
desarrollar. En esta etapa, las enzimas son insuficientes como para
gue las bacterias puedan desempefiarse de manera 6ptima; por lo
tanto, ellas pueden mantener su actividad metabdlica pero llegan a
presentar un retardo en su division celular. Luego viene la fase
logaritmica o exponencial (LOG) en la que las células se reproducen

a ritmo constante; no obstante, las células que aqui se desarrollan



son consideradas las mas uniformes y son las que comunmente se
utilizan para realizar investigaciones sobre metabolismo ya que se
mantienen en un ambiente adecuado, regular y preciso en
comparaciéon a las otras etapas. Posteriormente, la tendencia
creciente se detiene y continla como una linea recta; es decir que se
da inicio con la fase estacionaria. En este espacio, es posible que el
fin de la division celular o el equilibrio entre el indice de reproduccion
y de mortalidad bacteriana sean el resultado de la produccién de
sustancias toxicas durante el crecimiento. Finalmente, las bacterias
se inclinan a morir rapidamente probablemente por el agotamiento de
sustancias nutritivas esenciales y la concentracion de productos

inhibidores como los acidos (31).

Condiciones necesarias para el desarrollo bacteriano

Como todos los seres vivos, las bacterias requieren ademas del
agua, nutrientes como carbono, nitrogeno y fésforo; claro esta que
dependiendo de la bacteria las fuentes son diversas. De igual
manera requieren de condiciones fisicas y quimicas para crecer
Optimamente como la presencia o ausencia de oxigeno, el pH y la
temperatura (31). Mas adelante seran descritas las especificaciones

para que el aislado bacteriano que se pretende investigar pueda



desarrollarse y producir las enzimas requeridas (Factores que

influyen en la produccion de enzimas).

Microorganismos productores de amilasas

Generalmente, las enzimas fungicas son obtenidas a partir del
género Aspergillus, ya que producen grandes cantidades de amilasas
con un significativo valor industrial, entre ellos destacan: Aspergillus
niger y Aspergillus oryzae. También se ha considerado al género
Penicillium; sin embargo, las amilasas bacterianas pueden ser
producidas en un rango mas extenso de temperatura y son
consideradas termoestables, obteniéndose a partir de Bacillus

licheniformis, Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens (17).



TABLA 1

MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE AMILASA

Temperatura 6ptima/

Microorganismo pH éptimo/ estabilidad estabilidad
Bacillus amyloliquefaciens 7,0 33°C
Haloarcula hispanica 6,5 50°C
Bacillus subtilis 7,0 37°C
Bacillus licheniformis GCBU-8 7,5 40°C
Chromohalobacter sp. TVSP 101 7,0-9,0 65°C
Bacillus sp. KR-8104 4,0-6,0 70 - 75°C
Aspergillus oryzae 50-9,0 25-35°C
Aspergillus niger 55 70°C
Aspergillus kawachii 3,0 30°C
Penicillium fellutanum 6,5 30°C
Cryptococcus flavus 55 50°C
Saccharomyces kluyveri YKM5 50 30°C
Pycnoporus sanguineus 7,0 37°C

Fuente: Monteiro de Souza P, Oliveira P. 2010 (27).

Es importante destacar que ademas de los microorganismos ya
mencionados, se han publicado investigaciones en las que se
demuestra que existen ciertos hongos y bacterias capaces de

producir amilasas en condiciones extremas (21) (20).

Los microorganismos extremdfilos son aquellos que consiguen
desarrollarse y adaptarse ante condiciones extremas de salinidad, pH
y temperatura; ademas pueden producir biocatalizadores en este tipo

de circunstancias, los cuales tienen novedosas aplicaciones dentro



de los procesos industriales; sin embargo, solo una pequefia porcion

de estos microorganismos ha sido explotada (17).

Dentro de este grupo de extremdfilos constan los halofilos, es decir,
guienes sobreviven en altas concentraciones de sal (concentraciones
de KCI = 4M y concentraciones de NaCl > 5M) (41), tales como las
bacterias Chromohalobacter sp., Halobacillus sp., Haloarcula
hispanica, Halomonas meridiana y Bacillus dipsosauri, que producen
a-amilasas evitando inhibiciones y permaneciendo estables a

temperatura ambiente por largos tiempos (17).

Se conoce que las amilasas son generalmente estables en un amplio
intervalo de pH 4 a 11; sin embargo, resaltan aquellas producidas por
microorganismos alcaléfilos y acidéfilos, ya que actian muy bien en
pH alto o bajo respectivamente (41). Para el primer caso, se ha
reportado un estudio en que la amilasa denominada Amyl I,
proveniente de la bacteria alcal6fila Bacillus sp. Cepa GM8901 vy
presentd un pH 6ptimo de funcionamiento entre 11 y 12 produciendo
predominantemente maltotetraosa a partir del almidon para su uso en

alimentos de nutrientes para los lactantes o personas mayores (20).
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En el segundo caso se tiene al Aspergillus niger, el cual puede
producir amilasas con una caracteristica tolerante al acido (pH<3)
evitando la contaminacion bacteriana (17) al igual que las amilasas

provenientes del Alicyclobacillus acidocaldarius (16).

Con respecto a la temperatura, tenemos a los termdfilos, que crecen
Optimamente a partir de los 50°C hasta los 70°C o mas y reducen el
riesgo de contaminacion debido a sus altas temperaturas (39). Entre
ellos existen hongos térmofilos como Talaromyces,
Thermomonospora fusca y Thermomyces lanuginosus que pueden
producir amilasas en un nivel 6ptimo entre 50-55°C; asi mismo la
bacteria Rhodothermus marinus puede dar rendimientos maximos de
una a-amilasa termoestable a 61°C. Otro ejemplo, es del
Thermococcus profundus y Thermatoga maritima, los cuales
producen a-amilasas a 80°C (38). También se cuenta con los
hipertermofilos, los cuales se desarrollan entre 75°C y 106°C (39);
ademas sus enzimas pueden activarse y mantenerse estables hasta
130°C, tal es el caso del Pyrococcus woesei (21). Por ultimo se tiene
a aquellos que poseen una temperatura optima de crecimiento <20°C
llamados psicrofilos, considerando que -12°C es su limite de

temperatura para la reproduccidon microbiana, pero pueden llevar
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actividades metabdlicas a -20°C en condiciones definidas (39); y a
aquellos que poseen una temperatura 6ptima de crecimiento >20°C
denominados psicrofilos facultativos o psicrotrofos. Se ha reportado
gue Alteromonas haloplanktis (bacteria antartica) manifiesta una
produccién maxima de a-amilasa a 4°C (2); y que ademas existen
amilasas con temperatura optima mas baja (25°C) producidas por el

Fusarium oxysporum (16).

Adaptacién de los microorganismos a bajas temperaturas

Los microorganismos psicrofilos pueden predominar en temperaturas
cercanas al punto de congelacion, colonizando habitats como las
regiones polares, glaciares y aguas profundas. Dentro de las
estrategias para sobrellevar las bajas temperaturas constan la
sintesis de moléculas anticongelantes y crioprotectores para que el
hielo no sea formado y el incremento proporcional de acidos grasos
saturados en lugar de los insaturados, modificando las actividades de
las enzimas implicadas en la biosintesis de acidos grasos y lipidos
con el fin de mantener la fluidez de la membrana (bicapa lipidica), la

cual contribuye con la mayoria de las funciones bioldgicas (18).
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1.2 Enzimas

Definicién

Badui indica que, “Una enzima es un catalizador biolégico que lleva a
cabo reacciones bioquimicas a muy altas velocidades y con un
elevado grado de especificidad”; ademas es importante tener en
consideracion que en su ausencia las células se tardarian mucho
tiempo en llevar a cabo la mayoria de las transformaciones quimicas

gue necesitan para estar activas (3).

Estructura

Las enzimas son polimeros de aminoacidos que van adquiriendo una
forma tridimensional especifica. La cadena lineal de aminoéacidos
constituyen la estructura primaria, luego se pliegan y doblan
formando la estructura secundaria y terciaria (23). La disposicion de
enlaces disulfuro (covalentes) permite que se establezcan uniones
entre una o dos cadenas polipeptidicas otorgando la estabilidad de la

estructura tridimensional (4).
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Propiedades

Las enzimas presentan propiedades cataliticas importantes, entre las
cuales destacan: proporcionar un alto grado de especificidad de
sustratos en comparacion a los catalizadores quimicos, esto es
debido a las orientaciones espaciales complementarias entre sustrato
y enzima (24), mantener condiciones moderadas de reaccidn, es
decir que son funcionales a temperaturas inferiores a los 100°C,
presién atmosférica y pH casi neutro, otorgar mayores velocidades
de reaccion con respecto a las reacciones no catalizadas por ellas,
incrementandose de 10°® a 10% veces su velocidad (23). Cabe
recalcar, que las enzimas no se consumen ni se modifican durante

una reaccion, por lo que pueden utilizarse unay otra vez (9).

Cinética enzimética

Fennema sefala que “La cinética enzimatica comprende el estudio
de los pardmetros que influencian la velocidad de las reacciones

guimicas catalizadas por enzimas” (12).

Por lo tanto, para comprender la cinética enzimatica se debe partir

por entender primero las dos etapas del funcionamiento de una
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enzima: la formacion del complejo especifico y la interaccion

catalitica (14).

El complejo enzima-sustrato s6lo puede formarse si la enzima tiene
un sitio exactamente complementario a la forma del sustrato, en
donde suelen participar fuerzas quimicas no covalentes como
puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals, de tal manera que
permiten alinear los grupos reactivos en enlaces especificos del
sustrato. Esto puede interpretarse teniendo en cuenta que la enzima
y el sustrato presentan una interaccion semejante a la llave con su
cerradura; sin embargo, se debe destacar que las moléculas
estructuralmente no son rigidas, por lo que la interaccion de la
enzima con el sustrato induce un cambio conformacional con el
centro de fijacion mas flexible y adecuado, denomindndose encaje

inducido (14).
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Figura 1.3 Complejo enzima - sustrato

Fuente: De Robertis E. 2004.

Para llevar a cabo la interaccion catalitica, se combinan
temporalmente el sustrato [S] junto con la enzima [E], la cual posee
uno o mas sitios activos en donde se genera la reaccion y libera
posteriormente uno 0 mas productos [P]. En cada una de las etapas
de la reaccion global, se presentan constantes de velocidad (k1, k2,
k3 y k4), y la enzima al concluir con su funcién, retorna a su estado
original (9). Cabe destacar que dicha reaccion es reversible y puede

ser expresada con la siguiente estructura:

k1 k3
E+S = [ES] = P+E (1.2-1)

k2 k4
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Este modelo representa la cinética enzimatica (12).

Como se mencioné anteriormente, las enzimas catalizan reacciones
biologicas e intervienen en la velocidad a la cual se consigue el
estado de transicion, ya que emplean una ruta que demanda de una
menor energia libre de activacion para llevar a cabo las
transformaciones quimicas. De manera explicita se representa la
diferencia de energia libre entre la accién de un catalizador y sin él

en el siguiente grafico (3).

estado de
transiciéon

estado inicial

energia libre —>

 e)

estado final

tiempo de reaccién —>

Figura 1.4 Energia libre en una reaccion

Fuente: Badui S. 2006.
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Ademas, para determinar la actividad de una enzima se emplea la
Unidad Internacional de Actividad Enzimatica, definida como
“La cantidad de enzima que se requiere para transformar en producto
una micromol de sustrato por minuto, en las condiciones éptimas de

pH y temperatura” (3).

La velocidad de una reaccidbn enzimatica depende de la
concentracion de enzima y de la concentracién de sustrato [S].
Cuando se tiene concentraciones bajas de sustrato se establece una
relacién proporcional con respecto a la velocidad (de primer orden);
sin embargo cuando se incrementa hasta saturarse, se vuelve
independiente de la velocidad (de orden fraccionario y luego de
orden cero); por lo tanto, la expresion de Michaelis-Menten sirve de
gran utilidad para conocer la velocidad maxima (Vmax) y el indice de
afinidad que tiene una enzima por un sustrato determinado (Km o
constante de Michaelis-Menten), tal como se la presenta a
continuacion (3).
Vmaéx [S]

V= m (1.2-2)
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Figura 1.5 Efecto de la concentracion de sustrato en la velocidad de
reaccion enzimatica

Fuente: Badui S. 2006.

Previo a la descripcion de las enzimas amilasas, es necesario

conocer al almidén y sus propiedades.

Almidén

Se define como un hidrato de carbono complejo, compuesto por:
amilosa, que es una cadena de forma helicoidal, en la que cada
vuelta de la hélice consta de seis moléculas de glucosa unidas por
enlaces glucosidicos a-1,4 y la amilopectina, que conforma un

cadena ramificada mediante a (1-6) enlaces glucosidicos cada 15 6
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25 unidades lineales de glucosa acopladas por enlaces glucosidicos
a-1,4. Particularmente, el almidon del trigo presenta
aproximadamente un 24% de amilosa y un 76% de amilopectina, con
temperaturas de gelatinizacion entre 58 y 64°C. Estos dos
polisacaridos influyen de manera significante en las propiedades

reoldgicas y sensoriales de los alimentos (3).

Es importante notar que para determinar cualitativamente la
degradacion del almidén se usa el lugol, el cual esta constituido por
yodo y este puede reaccionar con la amilosa. Aparentemente se
genera la inclusién del I, en la larga hélice, presentando una
coloracion azul intensa; sin embargo, cuando se trata de cadenas
muy cortas de amilosa, se produce un color rojo; ademas, la
amilopectina desarrolla dicha coloracibn con sélo una pequefa
cantidad de I; por lo tanto, se puede mencionar que cuando se tiene
una mayor degradacion del almidon, al aplicarse el lugol se va a

observar un cambio en la coloracién y tendera a ser rojiza (3) (12).
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Figura 1.6 Determinacion cualitativa de la degradacion de almidon

Elaborado por: Karla Morejon

Gelatinizacion del almidén

Los granulos de almidén no son solubles en agua fria; sin embargo al
aumentar la temperatura, se retiene mas agua y los granulos se
hinchan. Al llegar a una cierta temperatura, denominada temperatura
de gelatinizacién, el granulo alcanza su volumen maximo y al estar
incapacitado para retener el liquido, se rompe parcialmente, por lo
gue la amilosa y la amilopectina fuertemente hidratadas se esparcen
en la solucion (12). Baudi define que “La gelatinizacion transforma los
granulos de almidén insolubles en una soluciébn de moléculas

constituyentes en forma individual” (3).
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A medida que se aumenta el volumen de los granulos, también se
aumenta la viscosidad de la dispersion acuosa. Cuando los granulos
se rompen, la viscosidad se reduce hasta alcanzar un valor estable,

generando un gel, tal como se presenta a continuacion (3).

viscosidad

temperatura

Figura 1.7 Gelatinizacion del almidon

Fuente: Badui S. 2006.

Fennema sefala que “Cualquier factor que implique que una
molécula lineal en solucion adopte una forma mas extendida
provocara un incremento de la viscosidad; por el contrario disminuira

la viscosidad” (12).
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Retrogradacion del almidén

La retrogradacion del almidén se define como la insolubilizacién y la
precipitacion espontanea. La primera se genera debido a que las
largas moléculas comienzan a cristalizar, acompafadas de una
eliminacién de agua; mientras que para la segunda, si se calienta y
enfria rapidamente una solucién concentrada de amilosa se forma un
gel rigido y reversible, pero si las soluciones son diluidas, se
precipitan cuando se dejan reposar y enfriar lentamente, de tal
manera que se forman estructuras muy rigidas que requiere de una
alta energia para romperse y el almidén pueda gelatinizar. Por
consiguiente, se puede mencionar que la retrogradacion del almidén
depende del contenido de amilosa, ya que sus cadenas lineales se
orientan de forma paralela y accionan entre si por puentes de
hidrogeno; mientras que en la amilopectina es mas dificil que se
suscite este fendmeno porque sus ramificaciones impiden la
formacion de estos enlaces entre moléculas adyacentes, tal como se

indica en el siguiente grafico (3) (12).
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Figura 1.8 Retrogradaciéon del almidén

Fuente: Badui S. 2006.

El envejecimiento del pan se encuentra relacionado con la
retrogradacion y se debe basicamente a la pérdida de la amilosa
durante el cocimiento del pan, dejando a la agrupacion de
amilopectina en el granulo hinchado, por lo que al extenderse la
amilosa fuera retrograda en el momento de su enfriamiento. En el
pan fresco, la amilopectina tiene todas sus ramas extendidas por
completo, mientras que en el pan duro se encuentran retrogradas
unidas entre si y sin el agua original. Dependiendo del estado de
retrogradacion, el envejecimiento del pan puede hacerse reversible

con calor humedo (3).
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Amilasas

Las amilasas son enzimas capaces de hidrolizar el almidon y se han
dividido en 3 subclases: a-B-y-amilasa. Cabe destacar que su

clasificacion se basa en el tipo de union.

a-amilasa (EC 3.2.1.1): Su contribucién es la mas importante al
iniciar el proceso de hidrolisis del almidon, ya que rompe las uniones
internas a-1,4-glicosidicos para obtener maltosa, maltotriosa vy
oligosacaridos de longitudes variadas, es decir compuestos de 6 a 8

unidades de glucosa (27).

Figura 1.9 Accion de la a-amilasa en la fraccion de amilopectina del
almidén

Fuente: Hebeda R. 1996.
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B-amilasa (EC 3.2.1.2): Trabajan desde el extremo no reductor,
cataliza el segundo enlace glucosidico a-1,4 obteniendo maltosa, lo
gue genera en la fruta madura un sabor dulce. La amilasa de

cereales de grano es clave en la producciéon de malta (17).

J
1111

Figura 1.10 Accién de la B-amilasa en la fraccion de amilopectina del
almidén

Fuente: Hebeda R. 1996.

y-amilasa (EC 3.2.1.3): Separa a (1-6) enlaces glucosidicos, asi
como los ultimos a (1-4) enlaces glucosidicos en el extremo no
reductor de la amilosa y la amilopectina, produciendo glucosa. Es

mas activa a pH 3. Se la emplea en la industria farmacéutica (17).
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Produccién de enzimas

Para producir las enzimas extremofilas, es necesario aumentar la
biomasa del microorganismo (41) y se requiere de varias etapas. Se
parte con el desarrollo de un cultivo en medio nutriente solidificado
estéril de donde se toma una parte y se lo transfiere a un matraz que
contiene medio liquido estéril con el fin de disponer de una cantidad
suficiente de masa microbiana (adaptable al medio ambiente y
nutrientes) como in6culo para la fermentacion de la cepa de
produccion. Ademas, se requiere del manejo de temperatura, pH,

grado de aireacion y agitacion para una Optima produccion (27).

La siguiente etapa es la obtencion de las enzimas. Para el caso de
las amilasas, se necesita de la centrifugacion para obtener la
solucion sobrenadante en la que esta contenida la enzima,
separandose de la biomasa (34). Cabe destacar que en algunas
publicaciones se declara haber realizado experimentaciones
referentes a la determinacion cuantitativa de actividad enzimatica
directamente con el sobrenadante (37), ya que la Gltima etapa que es
la purificacion es altamente costosa. Sin embargo, los procesos
como precipitacion selectiva, adsorcion de impurezas a una resina en

una columna o cristalizacién permiten la obtencién de la enzima pura
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(34). A escala de laboratorio existen diferentes estrategias para llevar
a cabo la purificacion de a-amilasa, entre las alternativas destacan
varias combinaciones de intercambio io6nico y filtracion en gel.
Ademés, se ha propuesto protocolos de extraccion empleando
solventes organicos como etanol, acetona y la precipitacion con

sulfato de amonio (27).

Factores que influyen en la produccién de enzimas

Fuente de sustrato: Generalmente la induccion de a-amilasa se
realiza en presencia de almidén o maltosa (producto hidrolitico), tal
es el caso del Aspergillus oryzae que aumenté 20 veces su actividad
enzimatica usando estos inductores. Por otra parte, se ha utilizado
sustratos no convencionales como lactosa y aguas residuales de
procesamiento de almidon. También, el salvado de trigo se lo ha
aplicado en el proceso de fermentacion con Clavatia gigantea para

obtener una produccién econémica de a-amilasas (16).

Fuente de nitrégeno: Se ha preferido fuentes de nitrégeno organico
para la produccion de a-amilasas, entre ellos constan: extracto de

levadura, peptona, caseina, sulfato de amonio, harina de soja y
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extracto de carne. También se ha utilizado estas fuentes en conjunto,
como bactopeptona y sulfato de amonio en el caso de Bacillus

subtilis (16).

Rol del fosfato: EI fosfato afecta el crecimiento de los
microorganismos y por ende de la producciéon de a-amilasa, ya que
regula sintesis de metabolitos primarios y secundarios. Con un bajo
nivel de fosfato, se obtuvo en el caso de B. amyloliquefaciens una

baja densidad celular sin produccion de enzima (16).

Agitacién: La intensidad de la agitacién influye en la mezcla y
transferencia del oxigeno en muchas fermentaciones. Normalmente,
se ha empleado hasta 300rpm para la produccion de amilasas de

diversos microorganismos (16).

Temperatura y pH: La temperatura y pH 6ptimo para la produccién de
amilasas estan relacionados con el crecimiento del microorganismo
(16). Ademas, las interacciones entre estos dos factores influencian

directamente en las etapas de fermentacion, por lo que pueden ser
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manipulados para obtener un mayor rendimiento de la cantidad de

enzimas (38).

Como se menciond en la primera parte, se ha realizado estudios con
hongos mesofilos dentro del rango de temperatura entre 25°C y 37°C
(13). No obstante, las amilasas de origen bacteriano son producidas
en un rango mas extenso, siendo las mas utilizadas del género

Bacillus entre 37°C y 60°C (38).

El pH repercute en el crecimiento de los microorganismos debido a la
sensibilidad que tienen estos a las concentraciones de iones de
hidrogeno presentes en el medio. Usualmente, para generar un
crecimiento 6ptimo, asi como la sintesis y secrecion de amilasas, se
requiere de pH ligeramente acido para el caso de los hongos,
mientras que para las bacterias se necesita de pH neutro. Se puede
citar como ejemplo al Saccharomyces kluyveri, el cual presentd
rendimientos significativos de la enzima a pH 5,0 y el Bacillus subitili

con una produccion maxima a pH 7,0 (38).
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Aplicaciones en la Industria

Las amilasas abarcan alrededor del 25% del mercado mundial de la
enzima (17), ubicandose en el segundo puesto de las mas utilizadas
en todo el mundo debido a sus varias aplicaciones biotecnoldgicas
en la industria papelera, textil, quimica y alimentaria (29). Aunque sus
fuentes son varias (plantas y animales), obtenerlas a partir de
microorganismos refleja una mayor capacidad de produccion

satisfaciendo las demandas industriales (16).

Dentro de la industria papelera, las amilasas son empleadas en la
modificacion de almidones de la pulpa y del papel recubierto, ya que
generan una baja viscosidad a partir del almidon de alto peso
molecular y mejora la calidad del papel acabado. También, en la
elaboraciéon de textiles son aplicadas para remover gomas
protectoras con almidones que se usan en la urdimbre (conjunto de
hilos ubicados en paralelo y acomodados longitudinalmente) para
resistir el proceso de tejido y evitar que los hilos se rompan. El

proceso es conocido como desencolado (17).
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La utilizacién de estas enzimas como ingredientes en la formulacion
de detergentes y lavavajillas ha resultado ventajosa dentro de la
industria quimica para eliminar residuos de almidén y por lo general
se encuentran vinculadas con las proteasas dentro de su formulacién

para generar una estabilidad contra los oxidantes (16).

En la industria alimentaria son aprovechadas ampliamente en la
preparacion de jarabes de maiz de alta fructosa y debido a su

capacidad edulcorante es aplicado en la industria de refrescos (17).

En el caso de la industria panificadora, la actividad enzimética esta
ligada con la actuacion de las levaduras para producir anhidrido
carbonico, pero estas dependen de las amilasas, ya que estas
enzimas les proporcionan azlcares fermentables como sustratos y
son consideradas como un suplemento (18) ya que las
pertenecientes a la materia prima, es decir las del cereal, no son
suficientes por lo que deben ser adicionadas para obtener un pan de
calidad. Con ello se logra aumentar la velocidad de fermentacion.
Cabe destacar, que este principio se aplica también en la elaboracion

de cerveza (27).
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1.3 Reologia

Definicién

En 1929, Bingham defini6 a la Reologia como “El estudio de la
deformacion y el flujo de la materia”. Los principios de esta ciencia
abarca cualquier clase de material, desde los liquidos viscosos (Ley
de Newton) hasta los sélidos elasticos (Ley de Hooke), los cuales se
encuentran vinculados por una relacion cuantitativa entre esfuerzo y

deformacion (5).

Su aplicacion es evidente en agua, plasticos, sangre, pinturas,
suelos, ceramicos, piedras y por ende también en alimentos y
bebidas. En la industria alimentaria la fabricacion, manipulacion y
desarrollo de productos asi como las pruebas de calidad se
encuentran relacionadas con la Reologia, ya que existe un gran
vinculo entre las propiedades texturales y el comportamiento
reolégico de un alimento; por tal motivo, se puede decir que la
Reologia de alimentos, es “el estudio de la deformacion y flujo de
materias primas, productos intermedios y productos terminados en la

industria de alimentos” (36).
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Esfuerzo, deformacion y modulo de elasticidad

Para comprender los términos mencionados, se puede partir de un
ensayo de fisica: A una varilla le es aplicada una tension a la cual se
le denomina esfuerzo (o) que finalmente ocasionara un cambio en la
longitud de dicha varilla (Y). Para este ejemplo, se tiene como base
gue la fuerza ejercida por unidad de area es proporcional a la
deformacion por unidad de longitud (44). La relacion lineal que se
genera entre el esfuerzo y la deformacion se presenta en la siguiente

ecuacion:

(1.3-1)

=la

Y es definida como Mddulo de Elasticidad (E); ademas es importante
destacar que el médulo de elasticidad se denota con el simbolo E
cuando la deformacién aplicada es de extension o compresion;
mientras que el simbolo G’ se lo emplea para determinar el

desplazamiento o cizallamiento (33).
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Propiedades reoldgicas de los alimentos

Considerando lo anteriormente mencionado, si se tuviese un soélido
ideal y se le aplicara un esfuerzo, se deformaria rapidamente (Ley de
Hooke); sin embargo, en la realidad todos los materiales son
viscoelasticos, solo que estos van a presentar una tendencia hacia
una estructura mas soélida (elastica) o mas liquida (viscosa) (5). Para
los alimentos, esta propiedad reoldgica se ve significativamente
influenciada por la composicion como incluir polimeros disueltos,
sélidos en suspension, proteinas, pectinas y por la estructura como

por ejemplo si trata de un gel o de una emulsién (33).

Caracteristicas reolégicas de la masa de pan

La masa de pan combina las propiedades de un fluido viscoso y un
sélido puramente elastico. Una masa recién mezclada tiende a ser
viscosa Y fluye bajo la fuerza de gravedad, pero la misma cuando es
estirada rapidamente, debido a su elasticidad se recupera resistiendo

a la deformacion (32).

El componente responsable del caracter viscoelastico en la masa de

pan es la harina de trigo y se encuentra constituida por 80% almidon,
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14% proteinas, 5,4% lipidos y 2% pentosas (32); ademas, de
acuerdo a las investigaciones que se han realizado en la masa de
trigo se ha indicado que el tiempo de mezcla, el nivel de enzimas y la
cantidad de agua afiadida intervienen en la pegajosidad de la masa
(36); de igual manera se considera que las proteinas del gluten
tienen gran influencia en las propiedades viscoelasticas de la masa,
en donde las gliadinas y gluteninas manifiestan un comportamiento
viscoso Y elastico respectivamente, esto con el fin de atrapar el gas
durante la fermentacion (36). Por otro lado, el almidén puede causar
diferencias y se vuelven evidentes en la panificacién (43). En el caso
de las enzimas, especificamente la a-amilasa, reduce rapidamente la
viscosidad sobre las soluciones de almidén, ya que le basta con
romper las uniones glucosidicas internas para provocar dicho efecto
(12). Con ello se obtienen mejoras en la textura y volumen del pan,
asi como su sabor y pardeamiento caracteristico (16). Es importante
mantener un equilibrio adecuado de enzimas en la harina, ya que
durante el proceso la miga puede tornarse pegajosa y débil si se
incorpora la a-amilasa en exceso; y en el otro extremo ocasionaria

una fermentacion insuficiente (3).



CAPITULO 2

2. GENERALIDADES

2.1 Planteamiento del Problema.

El desarrollo de la Biotecnologia depende en gran medida de la
busqueda, deteccion y explotacion de nuevas enzimas a partir de
ambientes naturales que presenten caracteristicas innovadoras, con
el propésito de mejorar sus aplicaciones en la industria quimica,

textil, papelera y alimentaria (13).

En la actualidad, se ha reportado estudios acerca del potencial
biotecnolégico de microorganismos psicrofilos procedentes de
glaciares, del Artico y de la Antartida (11). Nuestro pais al formar
parte del Tratado Antartico cuenta con una gran fuente de riqueza
biologica y tiene el acceso para realizar investigaciones en estas

areas (1).
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Desde el afio 2010, el Centro de Investigaciones Biotecnologicas del
Ecuador (CIBE) a través de un convenio con el Instituto Antartico
Ecuatoriano (INAE) ha realizado el aislamiento, identificacion y
preservacion de microorganismos antarticos; sin embargo, el
reconocimiento de los potenciales biotecnolégicos en el é&rea

alimentaria aun no ha sido concluido (26).

En la industria panificadora, la calidad del producto final depende en
gran medida de las enzimas amilasas, las cuales proporcionan
azucares fermentables para que las levaduras puedan producir
anhidrido carbénico (3). También, logran reducir la viscosidad sobre
las soluciones de almidon, favoreciendo con la textura y volumen del
pan (12). Sin embargo, es importante conocer que frecuentemente se
utiliza temperaturas por debajo de 35°C en la mezcla de la masa,
pero las amilasas comerciales empleadas en esta etapa provienen
de hongos y bacterias que actlan eficientemente a temperaturas que
superan los 40°C (22). En este proceso mecanico (generador de
calor) se le incorpora agua helada a la mezcla para controlar la
actuacion de la levadura que aun no es deseada y que podria

ocasionar la disminucion de la calidad en el producto final.
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Actualmente, la industria se encuentra en la busqueda de enzimas

extremdfilas (35).

2.2 Justificacion

La biotecnologia debe apreciarse como una herramienta de
desarrollo sostenible, la cual permite redefinir procesos en la
industria. Las enzimas al ser especificas, naturales y reciclables
permiten catalizar selectivamente determinados componentes
individuales sin afectar a otros, obteniendo productos de alta calidad
con el compromiso de promover condiciones de trabajo seguras
durante el procesamiento, ya que logran sustituir los tratamientos

quimicos (13).

Debido a su gran utilidad, el mercado global de enzimas industriales
se encontraba valorado en $3,3 billones hasta el afio 2010 y para el
2015 se estima un alcance de $4,4 billones, de los cuales $1,3

billones conciernen al segmento de alimentos y bebidas (31).
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Dentro de las enzimas mas utilizadas en todo el mundo, se
encuentran las amilasas y estas son aprovechadas para degradar el
almidon. Particularmente en la panificacion, son afiadidas en la masa
para obtener pequefias dextrinas, las cuales seran fermentadas por
la levadura, consiguiendo beneficios como el incremento de la
velocidad de fermentacion, la reduccion de la viscosidad de la masa,
el mejoramiento de la textura y la extension del volumen en el

producto final (17).

Como parte del proyecto "Microorganismos Antérticos: Aislamiento,
identificacion, preservacion y evaluacion de su potencial
biotecnolégico”, se pretende investigar la influencia de amilasas

extremofilas en las propiedades reoldgicas de la masa de pan.

2.3 Hipotesis

Algunos microorganismos antarticos producen amilasas que pueden

reducir la viscosidad de la masa de pan a bajas temperaturas.
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2.4 Objetivos

Objetivo General

Determinar las condiciones 6ptimas de produccion de amilasas por
parte de bacterias antarticas y la influencia de las amilasas antarticas
en las propiedades reolégicas de la masa de pan a bajas

temperaturas.

Objetivos Especificos

Determinar las condiciones Optimas de temperatura y pH para la
produccién de amilasas por parte de los microorganismos de la

Antartida seleccionados.

Determinar el efecto de la concentracion de la amilasa antartica en

las propiedades reoldgicas de la masa de pan.

Determinar el efecto en las caracteristicas reolégicas de la masa de

pan procesada con amilasa antartica a temperatura de refrigeracion.



CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

Para el desarrollo de este trabajo se realizaron 2 disefios experimentales:
uno microbiolégico, realizado en el Laboratorio de Fitopatologia del CIBE
y otro reologico, llevado a cabo en el Laboratorio de Ensayos

Metrologicos y de Materiales (LEMAT).

Antes de proceder con la descripcién de la metodologia, es importante
conocer que entre 2010 y 2012 el CIBE en conjunto con el Instituto
Antartico Ecuatoriano (INAE) realizaron expediciones al continente
blanco donde se tomaron varias muestras de suelo, especies vegetales,
anidacion de aves y deshielos en puntos cercanos a la Estacion
Cientifica Pedro Vicente Maldonado, especificamente en las Islas Torres
y Greenwich como parte del proyecto “Microorganismos antarticos:
aislamiento, identificacion, preservacién y evaluacion de su potencial

biotecnologico” (26).
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Dichas muestras fueron sembradas bajo varios métodos (siembra directa
y diluciones) en medios de cultivo especificos e incubados a baja
temperatura, con el fin de efectuar el aislamiento. Posteriormente, se
llevaron a cabo las extracciones de ADN, las amplificaciones de ciertas
regiones por PCR para que un laboratorio externo proceda con la
secuenciacion de nucle6tidos. Mediante el uso de BLAST del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (siglas en inglés NCBI), el CIBE
pudo identificar con un nivel minimo de 98%: 26 aislados de levaduras,
destacando Cryptococcus sp, Candida sp. y Rhodotohurla glacialis y 127
aislados de bacterias, como Pseudomonas sp., Rhodococcus sp.,

Achromobacter sp., Pantoea sp., entre otros (26).

Para ejecutar la Bioprospeccion de enzimas extremofilas, los aislados
microbiologicos fueron sometidos a medios de cultivo con sustratos
especificos como: almidén, pectina, urea, lactosa y caseina con el
objetivo de evaluar a baja temperatura la eficiencia de las enzimas:
amilasa, pectinasa, ureasa, lactasa y proteasa respectivamente, las
cuales mejorarian los procesos industriales. A partir de este estudio, los
microorganismos fueron clasificados de acuerdo a su actividad

enzimatica para luego evaluar su potencial biotecnolégico (30).
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Figura 3.1 Bioprospeccién de microorganismos

Fuente: Vargas J. 2012.

3.1 Disefio experimental microbioldgico

El propdsito de este disefio experimental fue determinar la
temperatura y pH éptimos que el microorganismo CIBE-27 necesita
para producir la mayor cantidad de enzima amilasa y luego ser
extraida. La metodologia se basé en el estudio publicado por Mishra

y Behera en 2008 (25).

Microorganismo

Tomando como referencia la Bioprospeccion de microorganismos y
sus enzimas extremofilas realizada en 2012 por el CIBE, se
selecciondé el aislado que presentaba la mayor eficiencia en

produccién de amilasas y fue la bacteria identificada como CIBE-27.
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Figura 3.2 Aislados bacterianos CIBE-27, CIBE-51 y CIBE-73

Elaborado por: Karla Morejon

Medios

Para la experimentacion se requirié de 2 tipos de medio mineral con
almidon: liquido y sélido. Cada uno estuvo compuesto por: 1 g/l
KH,PO.4, 2,5 g/l NazHPO., 1 g/l NaCl, 2 g/l (NH4),SO4, 0,05 g/l
MgSOQOq, 0,05 g/l CaCl,, 2 g/l triptona y 10 g/l almidon soluble. Cabe
recalcar que al medio sdlido le fue afiadido 8 g/l agar y se lo dispensé

en cajas Petri (90mm) (25).

Determinacion de la temperaturay pH 6ptimo para la produccion

de amilasas

Se tomo6 como estandar 0,5 McFarland del microorganismo CIBE-27
que equivale a una concentraciéon aproximada de 1,5 x 102 unidades

formadoras de colonia (UFC) por ml en el equipo Densimat (marca
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Biomérieux, Italia) (15), para luego inocular 10pl en 4 puntos
ubicados individualmente a 2cm del centro, en cada cuadrante del
medio soélido ajustado a pH 6,5. Con el fin de evaluar la temperatura,
se colocaron las placas inoculadas a 4°C, 7°C, 16°C, 20°C, 23°C,
25°C y 37°C por duplicado durante 8 dias. Luego se procedié con la
medicion del didmetro de la colonia y del halo que se iba formado

debido al consumo de almidon (25).

% 5 5
» )
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Figura 3.3 Inoculacién del microorganismo CIBE-27

Elaborado por: Karla Morejon
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Figura 3.4 0,5 McFarland del microorganismo CIBE-27

Elaborado por: Karla Morejon

Figura 3.5 Placa inoculada con microorganismo CIBE-27

Elaborado por: Karla Morejon

Para este disefio experimental, la cuantificacion estuvo dada por un
Factor de Eficiencia Enzimatica (FEE), el cual fue obtenido
diariamente dividendo la longitud del diametro del halo (Dh) para la
longitud del diametro de la colonia (Dc) que se iba formando durante

los 8 dias. Cabe recalcar, que se empled un calibrador Vernier para
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la obtencion de dichas mediciones. Al final, se adicion6 lugol para
revelar una zona clara alrededor de la colonia, con lo cual se
confirmaba el consumo de sustrato. Posteriormente, se procedid a
inocular el microorganismo pero en placas con diferente pH (4,6; 5, 6,
7 y 8) bajo la misma metodologia, incubados a temperatura éptima

(previamente definida) durante 8 dias (25).

Figura 3.6 Actividad amilolitica positiva

Elaborado por: Karla Morejon

En este disefio experimental, los datos obtenidos del FEE para
Temperatura tuvieron que ajustarse mediante la adaptacion del
Modelo de Baranyi y Roberts para temperatura constante, denotado
bajo las siguientes ecuaciones:

yt = yo + p(At) — In[1 + &] (3.1-1)

eyméax—yo
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At = t+2In(Sr9) (3.1-2)

1+qo

Donde;

Y:: Ln de los recuentos bacterianos

Yo: Ln de la concentracion inicial de bacterias

M: Tasa de crecimiento especifico maxima

Jo: Constante de estado fisioldgico, refleja el estado inicial del indculo

Ymax: Ln del nivel méximo de poblacion bacteriana

Ademas, tuvo que estimarse la duracién de la fase LAG mediante la

siguiente formula (7):

LAG = ﬁ In(1+2) (3.1-3)

Y una vez conseguidos los valores de p para cada una de las
temperaturas, se emple6 el modelo de Rosso (7):
popt (T—Tmin)? (T-Tmax)

T = (3.1-4)

(Topt—Tmin)(Topt—Tmin)(T—Topt)— (Topt—Tméax)(Topt+Tmin—2T)
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Donde;

WT: Tasa maxima de crecimiento especifico a la temperatura T

popt: Tasa de crecimiento especifico a la temperatura 6éptima

Tmin: Temperatura minima

Tmax: Temperatura maxima

Para comparar los efectos de la temperatura sobre Ymax durante los
8 dias, fue necesario emplear la ecuacibn que se presenta a

continuacion (7):

Ymax = (a(T — Tmin){1 — Exp[b(T — Tmax)]})? (3.1-5)

Donde a y b son constantes.

Este procedimiento se realiz6 con el fin de hallar la temperatura

optima para la produccion de enzima cruda. Dichos modelos también

pueden ser utilizados para evaluar el pH y encontrar su valor 6ptimo.
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Produccién de enzima cruda

Se inoculé 1 ml del aislado CIBE-27, tomando como referencia 0,5
McFarland en 50 ml de caldo nutriente estéril (8 g/L) contenido en
una fiola (100 ml) durante 48 horas a 100 rpm y temperatura Optima
en una incubadora (Innova 44R, Alemania) (25). Luego, se afiadieron
5 ml de dicho caldo nutriente inoculado en fiolas de 1 L conteniendo
500 ml de medio mineral con almidon (liquido) ajustado al pH 6ptimo
(10). Se mantuvo en incubacién a temperatura 6ptima durante 8 dias
y 120 rpm. Después, el medio fue dispensado en tubos Falcon (50
ml) y colocados en la centrifuga (marca Fisher Scientific, Alemania)
manteniendo el equilibrio a 8000 rpm por 15 min a 4°C (45). El
sobrenadante obtenido fue llevado previamente a congelar a -80°C
(marca Fisher Scientific, Alemania) para luego ponerlo en el
liofilizador (marca Labconco, Brasil). El extracto liofilizado o enzima
cruda fue conservada a -17°C (marca Indurama, Ecuador) para luego

aplicarla en las pruebas reoldgicas en la masa de pan.
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Figura 3.7 Medio mineral inoculado con CIBE-27 (dia 8)

Elaborado por: Karla Morejon

Figura 3.8 Sobrenadante obtenido por centrifugacion

Elaborado por: Karla Morejon

Figura 3.9 Extracto liofilizado (enzima cruda)

Elaborado por: Karla Morején
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Estimacién cuantitativa de la concentracion de proteina

presente en el extracto liofilizado

Con el objetivo de conocer la concentracién de proteina contenida en
el extracto liofilizado se utilizé el método de Biuret; siendo necesario
realizar una curva de calibracion utilizando albumina de suero bovino
(BSA) como estandar (28). El procedimiento consistio en diluir
diferentes volimenes de la solucion patron de albamina (10 mg/ml)
en agua destilada completando 1 ml como solucién final (40), tal

como se indica en la siguiente tabla:

TABLA 2

DATOS PARA LA CURVA DE CALIBRACION DE BSA

Concentracién de
No. Tubo proteina (mg/ml) Estandar SBA (ul) Agua (ul)
0

0 0 0 100
1 0,25 25 975
2 0,5 50 950
3 0,75 75 925
4 1 100 900
5 1,25 125 875
6 15 150 850
7 1,75 175 825
8 2 200 800
9 2,25 225 775
10 25 250 750
11 2,75 275 725
12 3 300 700
13 3,25 325 675
14 35 350 650
15 3,75 375 625
16 4 400 600

Elaborado por: Karla Morejon



53

Luego, a cada tubo le fue afiadido 1 ml del reactivo de Biuret, se lo
tapo e invirti6 para mezclar. Se mantuvo a 37°C durante 15 min en
una incubadora (marca Fisher Scientific, Alemania). Es importante
mencionar, que el color purpura en la reaccion indicaba claramente la
presencia de proteina en la muestra (42). A continuacion, en el
espectrofotometro (marca Biotek, Estados Unidos) se realizd la
lectura de la absorbancia a 540 nm utilizando pocillos. Cabe destacar
que esta prueba se la realiz6 por triplicado, empezando por la
solucién blanco (sélo con agua destilada) y luego con cada una de
las diluciones. Con los valores promedios hallados, se elabord una
grafica de Absorbancia (nm) vs Concentracion de proteina (mg/ml)

con su respectiva ecuacion (40).

Finalmente bajo el mismo procedimiento, se midio la absorbancia del
extracto liofilizado obtenido experimentalmente (30 mg/ml) y se
despejé la concentracion de proteina presente en la muestra a partir
de la ecuacion de la curva de calibracion (40). El valor despejado fue
dividido para la concentracion que se coloco del liofilizado en la
prueba, con el fin de hallar especificamente la cantidad de proteina

por cada miligramo de extracto liofilizado.
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TELioTEL

Figura 3.10 Medicién de absorbancia en el espectrofotometro

Elaborado por: Karla Morejon

La concentracion de proteina conseguida en esta prueba seria

aplicada para el disefio experimental reoldgico.

3.2 Disefio experimental reoldgico

Para el disefio experimental reoldgico, se tuvo como propésito
determinar el efecto de la amilasa procedente del microorganismo
CIBE-27 en las caracteristicas reolégicas de la masa de pan
elaborada a temperatura de refrigeracion. En esta parte se tomo
como referencia el estudio publicado por Lindahl y Eliasson en 1992

(22).
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Harina de trigo

La harina de trigo tipo panificacion empleada para la experimentacion
fue proporcionada por la Planta Molinera perteneciente a la

Corporacion Superior (Manta, Ecuador).

De acuerdo con el Certificado de Analisis (Apéndice A), la harina

presentaba las siguientes caracteristicas (19):

TABLA 3

CARACTERISTICAS DE LA HARINA DE TRIGO

Muestra Harina: Superior Tipo Panificacion

Mezcla de Trigo: 90% CWRS+10%SRW
Analisis Fisico Quimico Resultados

Humedad (%) 14,3

Falling Number Normal 385,0

Aditivos Resultados

Ac. Ascorbico y Enzimas Negativo
Micronutrientes Negativo

Fuente: Aseguramiento de Calidad — Grupo Superior. 2014.

Es importante conocer que en la harina, naturalmente se encuentra

presente la a-amilasa y su nivel de actividad se evalia midiendo el



56

Numero de Caida o Falling Number. Mientras mas alto es su valor,

menor actividad enzimatica posee la harina (6).

Preparacion de la masa de pan

Para elaborar la masa de pan fue necesario mezclar en un vaso de
precipitacion (400 ml) 10 g de harina y 5,5 ml de agua destilada por
medio de una batidora con aspas para amasar (marca Oster, México)
durante 3 minutos a una temperatura de 20°C. Para el preparado
enzimatico fue indispensable realizar una pre-mezcla de la enzima
con la harina sin la adicion de agua. Ademas, el porcentaje de

enzima a afadirse se lo calcul6 en base a los 10 g de harina (22).

Figura 3.11 Preparacion de la masa de pan

Elaborado por: Karla Morején
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Es importante sefialar que para cada prueba se contd con una
muestra blanco (sin adiciébn de enzimas) y con una muestra de

referencia preparada con 0,13% de enzima comercial.

Parametros requeridos para el ensayo reoldgico

Para esta experimentacién, se necesitd de ensayos oscilatorios y
fueron realizados en el redmetro KINEXUS PRO (marca Malvern,
Inglaterra) bajo el sistema de cono (angulo 4°) y plato (diametro= 40
mm) con una brecha o gap de 150 um, frecuencia variable desde
0,02 hasta 5 Hz, valor de deformacion o strain value de 1,8 para
obtener los valores del médulo de elasticidad (G’). Las mediciones se

realizaron por duplicado con una nueva masa preparada (22).

Figura 3.12 Ensayo reologico de la masa de pan

Elaborado por: Karla Morejon
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Anélisis reoldgico

Por cada prueba, se midio los valores del médulo de elasticidad (G’)
durante 30 min y se comparé con sus correspondientes valores

iniciales, como se indica a continuacion:

G'()— G'(t =0) (3.1-6)

Por lo tanto, se establecio gréficas del Diferencial del moédulo de
elasticidad AG’ (Pa) vs Tiempo (min). Los datos obtenidos fueron
sometidos a analisis estadisticos basados en pruebas ANOVA vy

regresiones lineales y no lineales con 95% de confianza.

Evaluacion de la concentracion de proteina del extracto

liofilizado en la masa de pan

Al no contar con la enzima pura experimentalmente, no se pudo
proceder con la determinaciébn de la concentracion de amilasa
antartica con la que se debia trabajar; por lo tanto en este disefio
experimental, se optd por evaluar el Diferencial del médulo de

elasticidad (AG’) de la masa de pan elaborada con 3 diferentes

concentraciones de proteina: 0,3%, 0,4% y 0,5% (8), asumiendo que
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dentro de toda la cantidad de proteina una porcibn que es

desconocida corresponde en efecto a la enzima.

Como parametro, se trabajé con la temperatura 6ptima definida por el
disefio experimental microbiologico, ya que se ha observado en
publicaciones que las enzimas extreméfilas pueden trabajar bien en
un amplio rango, dependiendo de la caracteristica del

microorganismo (temperatura, pH o salinidad) (20).

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante una prueba
ANOVA para determinar si existia diferencia significativa en las
caracteristicas reoldgicas de la masa de pan elaborada con las 3
diferentes concentraciones de proteina. La mejor concentracion de

proteina fue aquella que presentd un menor valor significativo de AG’

(8).

Efecto de la amilasa antartica en la masa de pan

Se procedié a preparar la masa de pan con el extracto liofilizado,

conociendo la mejor concentracion de proteina y se la sometio a dos
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temperaturas: la normal de proceso a 40°C y la de refrigeracion a

7°C (22) con su respectivo patrén o referencia (8).

Mediante pruebas ANOVA se evidencié si existia una diferencia
significativa en las caracteristicas reologicas de la masa de pan
elaborada con la enzima cruda y la masa de pan elaborada con la

amilasa comercial a 40°C y luego a 7°C.

Ademas, con la ayuda de graficos AG’ (Pa) vs Tiempo (min) se pudo
interpretar el efecto que produjo la amilasa antartica en la reduccion

de la viscosidad en la masa de pan comparandola con la referencia.



CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Andlisis estadisticos

Determinacion de temperatura y pH éptimo para la produccion

de amilasas por parte del microorganismo CIBE-27

Con respecto a la temperatura, se evalué el mayor consumo de
almidon por parte del microorganismo CIBE-27 revelandose la

formacién de un halo alrededor de la colonia.

Temperatura: 7°C

Figura 4.1 Formacion de halos a 7°C

Elaborado por: Karla Morején



Temperatura: 11°C

Figura 4.2 Formacion de halos a 11°C

Elaborado por: Karla Morejon

Temperatura: 16°C

Figura 4.3 Formacion de halos a 16°C

Elaborado por: Karla Morejon

Temperatura: 20°C

Figura 4.4 Formacion de halos a 20°C

Elaborado por: Karla Morején
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Temperatura: 23°C

Figura 4.5 Formacion de halos a 23°C

Elaborado por: Karla Morejon

Temperatura: 4°C, 25°Cy 37°C

Figura 4.6 CIBE-27 a 4°C, 25°Cy 37°C

Elaborado por: Karla Morejon

Figura 4.7 Degradacion del almidon

Fuente: Vargas J. 2014.
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Los valores promedio del Factor de Eficiencia Enzimatica (FEE) a
4°C, 7°C, 11°C, 16°C, 20°C, 23°C, 25°C y 37°C durante los 8 dias,
se encuentran en el Apéndice B y se puede explicar mediante la

siguiente gréfica:

Factor de Eficiencia Enzimatica: Por Temperatura

4,50

Tiempo (Dias)

E 4,00 B

£ 350 %
TEJ 3,00 /)‘(///X/

£ ____—e———0

® 250

E 2,00 f /}}’_“}7 /._
5 e / // Vol

2 100 / // /

S 050 / / /

E 000 +— L./ —— .! —— :./ ———
c 0 1 2 3 4 5 6 7 8

—— 4°C -8 7C -4 11°C —=— 16°C —+— 20°C —0— 23°C 25°C 37°C

Figura 4.8 FEE de acuerdo a la temperatura

Elaborado por: Karla Morejon

Se pudo observar que el microorganismo CIBE-27 a 16°C y 20°C
presenté un Factor de Eficiencia Enzimatica en ascenso a partir del
tercer dia y superior al de las demas temperaturas; mientras que a
11°C y 23°C se manifest6 la formacién del halo desde el quinto dia y
sus valores de FEE no superaron el 3,73. A 7°C, se inici6é con una

clara formacién del halo alrededor de la colonia a partir del séptimo
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dia y no hubo halo alguno ni ninguna zona clara al afiadirse lugol en

la placa a 4°C, 25°C y 37°C.

Al tener que considerar la fase LAG del microorganismo, se tuvo que
utilizar el modelo propuesto por Baranyi y Roberts con el fin de
obtener las tasas especificas de crecimiento (4) por cada
temperatura (Apéndice C). Empleando el programa XLSTAT

(Addinsoft Inc.) se alcanzaron los siguientes datos:

TABLA 4

TASAS ESPECIFICAS DE CRECIMIENTO POR TEMPERATURA

Valores obtenidos del Modelo Baranyi y
Roberts

Temperaturas (°C) U] LAG (dias)
4 0
7 1,097 5,037
11 1,692 3,266
16 2,982 1,853
20 2,999 1,842
23 1,651 3,347
25 0

Elaborado por: Karla Morejon

Los valores de p fueron ajustados con el modelo de Rosso:
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Figura 4.9 Modelo de Rosso para temperatura

Elaborado por: Karla Morejon

TABLA 5

RESULTADOS DEL MODELO DE ROSSO

Resultados del Modelo de
Rosso
Parametros Valores

K max 3,12

T min (°C) 0,86
T max (°C) 24,98
T éptima (°C) 20,00

Elaborado por: Karla Morejon

Se evidencié con un 98% de confianza que la temperatura éptima era

de 20°C con un FEE=3,12; ademas el modelo final presentd una
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temperatura minima de 0,86°C y una temperatura méxima de

24,98°C.

Fase LAG

LAG (Dias)
N w = [5,] (=2}

[

o

10 15 20 25
Temperatura (°C)

(=}
5]

Figura 4.10 Fase LAG con respecto a la temperatura

Elaborado por: Karla Morejon
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Figura 4.11 Niveles maximos de FEE

Elaborado por: Karla Morejon

Por otra parte, la fase LAG mas corta se manifesté entre 16°C y

20°C; mientras que la mas larga se dio a 7°C. Ademas, a 11°C se
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presentd el valor mas alto de FEE; pero cabe recalcar que el inicio de

la produccion de enzima se manifestod después del tercer dia.

También se evalu6 el consumo de sustrato por parte del

microorganismo CIBE-27 en diferente pH.

= /
%

Figura 4.12 CIBE-27 apH 4,6 y 5

Elaborado por: Karla Morejon

pH:6,7y 8

=

Figura 4.13 CIBE-27 apH 6,7y 8

Elaborado por: Karla Morején
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Los valores promedio del Factor de Eficiencia Enzimatica (FEE) a
pH 4,6; 5, 6, 6,5, 7 y 8 durante los 8 dias, se encuentran en el

Apéndice D y se puede explicar mediante la siguiente gréfica:

Factor de Eficiencia Enzimatica: Por pH
5 40
o 4 _e——X
E 35
B3 o ——ph 48
S E25 /X/ —&-ph 5
2E 2 ——ph &
'g £ 15 /
2 £ / = ph 6,5
o 1 / ——ph7
T o5
5 / ph 8
° 0 +—i——i—i———i—i—i——
L Dia0 Dia1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8

Tiempo (Dias)

Figura 4.14 FEE de acuerdo al pH

Elaborado por: Karla Morejon

Al evaluarse el pH se presentdé que a pH 6 y 7 las colonias del
microorganismo CIBE-27 aumentaron su dimension, pero no se
evidencio la formacién de los halos y tampoco se form6 una zona
clara alrededor de la colonia al afiadirse el lugol. Al evaluar las placas
con pH 8, 5y 4,6 no se evidenci6 el crecimiento de las colonias y con
mayor razéon no hubo halo alguno a su alrededor. Podemos
mencionar entonces que solo se vio el consumo de almidén a pH 6,5

con el que se trabajo en las pruebas de temperatura.
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Produccién de enzima cruda

Se obtuvo un aproximado de 2 g de extracto liofilizado por cada 500

ml del medio mineral inoculado con el microorganismo CIBE-27.

Determinacion de la concentraciéon de proteina en el extracto

liofilizado

Mediante el método de Biuret y su respectiva lectura de absorbancia
en el espectrofotometro, la curva de calibracién para la concentracion

de proteinas quedé establecida de la siguiente manera:

Curva de calibracién: Concentracién de proteina

0,4000

0,3500

0,3000

0,2500

o
[N
(=]
o
o

=0,0771x+0,0522

R*= 10,9906

0,1500

Absorbancia (nm)

0,1000

0,0500 ‘

0,0000
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Concentracion de proteina (mg/ml)

Figura 4.15 Curva de calibracion de BSA

Elaborado por: Karla Morejon
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Los valores promedio de absorbancia y concentracién de proteina

fueron colocados en el Apéndice E.

También, se tomaron por triplicado las lecturas de absorbancia a 540
nm del extracto liofilizado (30 mg/ml), obteniéndose un valor de 0,33
que al despejarse de la ecuacién de la curva de calibracién dio como
resultado 3,607 mg/ml. Este valor al dividirse por la concentracion
colocada del extracto liofilizado, es decir 30 mg/ml, se estimo6 que por

cada miligramo de liofilizado se tiene 0,1202 mg de proteina.

Evaluacion de la concentracion de proteina para las pruebas

reoldgicas en la masa de pan

Se evalué el Diferencial del médulo de elasticidad (AG’) de la masa
de pan expuesta a 3 diferentes concentraciones de proteina: 0,3%,
0,4% y 0,5% (Apéndice F) con su respectiva referencia. Esta prueba

fue realizada a 20°C y se obtuvo el siguiente grafico:
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Grafico AG' vs Tiempo
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Figura 4.16 Elasticidad de la masa de pan evaluada en tres
concentraciones de proteina del extracto liofilizado

Elaborado por: Karla Morejon

Mediante una prueba ANOVA de un factor se determind si existia
una diferencia significativa entre dichas concentraciones bajo la

siguiente hipétesis:

Ho: Los valores minimos de AG’ en la masa de pan son iguales al
elaborarse con 0,3%, 0,4% y 0,5% de concentracion de proteina del

extracto liofilizado.

Vs

H1: —|Ho
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TABLA 6
VALORES AG’ DE CONCENTRACION DE PROTEINA DEL

EXTRACTO LIOFILIZADO

Valores minimos: Concentracion de Proteina

Antartica 0,5% Antartica 0,4% Antartica 0,3%
Ac1 -4,00E+01 -1,63E+01 -3,00E+00
AG2 -2,60E+01 -1,73E+01 0,00E+00

Elaborado por: Karla Morejon

TABLA 7
RESULTADO DE ANOVA: AG’ PARA CONCENTRACION DE

PROTEINA DEL EXTRACTO LIOFILIZADO

Resultado ANOVA: Concentracion de Proteina

Grupos Promedio | Varianza [Probabilidad
Antdartica 0,5% -33,000 98,000 0,029
Antartica 0,4% -16,750 0,500
Antartica 0,3% -1,500 4,500

Elaborado por: Karla Morejon

Con esta prueba se alcanz6 un valor P=0,029 el cual es menor que
0,05 por lo que se rechaza H, y se concluye que existe una diferencia
significativa entre los valores minimos del AG’ correspondientes a las
tres concentraciones de proteina del extracto liofilizado en la masa

de pan, con un 95% de confianza (Apéndice G). Por lo tanto, se optd
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por tomar como mejor concentracion de proteina la de 0,5%, ya que

presentdé AG’ mas bajo.

Ademas, se ejecutaron las respectivas regresiones a partir del tercer
dato que es donde empieza la masa de pan a presentar la tendencia
elastica. Para este caso, las regresiones resultaron ser polinGmicas

de segundo orden, tal como se presentan a continuacion:

Grafico AG' vs Tiempo

2,75E+02

2,25E+02

1,75E+02
y=02161x? - 14,021x + 196,97
R*=0,9919

1,25E+02 y=0,2805x2 - 10,116x + 14566
g R2=0,9666
7, 50E+01 % PR
=

2,50E+01 I!-\
-2,50E+01"%2 5,00 S rom,_ 15,00 20 OOMOD

-7 50E+01 hﬁ.\
Y= 0,2457 - 14,39 + 104,09
R®= 0,9886

-1,25E+02

AG'(Pa)

Tiempo (min)

=&—=Blanco (20°C) —fi—Referencia (20° C) —&—Antartica 0,5% (20°C)

Figura 4.17 Regresiones polinomicas: Concentracion de proteina del
extracto liofilizado

Elaborado por: Karla Morejon
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Efecto de la amilasa antartica en la masa de pan

Se evalué el efecto generado por la amilasa antartica (bajo la
estimacion de la concentracion de proteina contenida en el extracto
liofilizado) en la elasticidad de la masa de pan ante la temperatura
normal de proceso y la temperatura de refrigeracion, 40°C y 7°C

respectivamente.

Temperatura: 40°C

Figura 4.18 Masa de pan evaluada a 40°C

Elaborado por: Karla Morejon
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Temperatura: 7°C

Figura 4.19 Masa de pan evaluada a 7°C

Elaborado por: Karla Morejon

Los datos de estas pruebas se encuentran en los Apéndices He |. A

continuacion se presentan los graficos correspondientes:

Grafico AG' vs Tiempo: Temperatura normal de proceso
2,00E+02 T
1,50E+02
1,00E+02 |

5,00E+01 |

0,00E+00
0,00

X 20,00 25,00 30,00
-5,00E+01 ! !

15,00

AG' (Pa)

-1,00E+02
-1,50E+02
-2,00E+02

-2,50E+02
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—+—Blanco (40°C) —#-Comercial (40° C) ~#~ Antartida (40°C)

Figura 4.20 Elasticidad de la masa de pan evaluada a 40°C

Elaborado por: Karla Morején
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Grafico AG' vs Tiempo: Temperatura de refrigeracion
1,00E+03

5,00E+02

0,00E+00
0,00 , 15,00 20,00 25,00

AG' (Pa)

-5,00E+02

-1,00E+03

-1,50E+03

Tiempo (min)

—+—Blanco (7°C) —-Comercial (7° C) - Antartida (7°C)

Figura 4.21 Elasticidad de la masa de pan evaluada a 7°C

Elaborado por: Karla Morejon

Con los datos obtenidos, se determind si existia una diferencia
significativa a 40°C entre la masa de pan elaborada con la enzima
antartica y la referencia, es decir la masa de pan elaborada con
0,13% de amilasa comercial, mediante una prueba ANOVA

(Apéndice J) y la hipdtesis fue la siguiente:

Ho: Los valores de AG’ de la masa de pan elaborada con enzima
antartica y de la masa de pan con amilasa comercial a 40°C son

iguales.

Vs

H1: —|Ho
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TABLA 8

VALORES AG’ DE MASA DE PAN CON ENZIMA ANTARTICA Y

COMERCIAL A 40°C

Valores minimos: Masa de Pan a 40°C

Comercial Antartica
AG'1 -1,99E+02 -1,47E+02
AG'2 -1,91E+02 -1,24E+02

Elaborado por: Karla Morejon

TABLA 9
RESULTADO DE ANOVA: AG’ DE MASA DE PAN CON ENZIMA

ANTARTICA Y COMERCIAL A 40°C

Resultado ANOVA: Masa de pan a 40°C

Grupos Promedio Varianza Probabilidad
AG' Comercial 418,5 22445 0,0004
AG' Antartica -1268,5 40,5

Elaborado por: Karla Morejon

Mediante esta prueba, se obtuvo un valor P=0,0004 rechazando H,, y
evidenciando con un 95% de confianza una diferencia significativa a

40°C entre los valores minimos del AG’ de la masa de pan elaborada

con enzima antartica y la comercial.
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Al igual que en la primera parte del analisis reolégico, se ejecuto las

respectivas regresiones polinOmicas que también resultaron ser de

segundo orden, como se indica en el siguiente grafico:

1,50E+02

1,00E+02

5,00E+01

0,00E+00

-5,00E+01

AG' (Pa)

-1,00E+02

-1,50E+02

-2,00E+02

-2,50E+02

0,

Grafico AG' vs Tiempo: Temperatura normal de proceso
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———

=4=Blanco (40°C)
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== Comercial (40° C)

== Antartida (40°C)

Figura 4.22 Regresiones polinébmicas: Masa de pan a 40°C

Elaborado por: Karla Morejon

Por dltimo, para determinar si existia una diferencia significativa a

7°C entre la masa de pan elaborada con la enzima antértica y la

enzima comercial, se efectu6 nuevamente una prueba ANOVA

(Apéndice K) con la siguiente hipotesis:
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Ho: Los valores de AG’ de la masa de pan elaborada con enzima
antartica y de la masa de pan con amilasa comercial a 7°C son

iguales.
Vs

H1: ﬂHo

TABLA 10
VALORES AG’ DE MASA DE PAN CON ENZIMA ANTARTICA Y

COMERCIAL A 7°C

Valores minimos: Masa de Pan a 7°C

Comercial Antértica
AG'1 4,52E+02 -1,26E+03
AG' 2 3,85E+02 -1,27E+03

Elaborado por: Karla Morejon

TABLA 11

RESULTADO DE ANOVA: AG’ DE MASA DE PAN CON ENZIMA

ANTARTICA Y COMERCIAL A 7°C

Resultado ANOVA: Masa de pan a 7°C

Grupos Promedio Varianza Probabilidad
AG' Comercial -194,9 32 0,0395
AG' Antartica -135,5 264,5

Elaborado por: Karla Morejon
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Con esta prueba se consiguié un valor P=0,0395, con el cual se
rechaza H, y se puede mencionar que si existe una diferencia
significativa a 7°C entre los valores minimos del AG’ de la masa de
pan elaborada con enzima antartica y la masa de pan elaborada con

enzima comercial con un 95% de confianza.

Al igual que los andlisis anteriores, se ejecutaron las respectivas
regresiones polinbmicas que también resultaron ser de segundo
orden, a excepcién de la grafica correspondiente a la amilasa
antartica, ya que posiblemente al no estar pura no presentd

tendencia alguna como se indica a continuacion:

Grafico AG' vs Tiempo: Temperatura de refrigeracion
1,00E+03

y = 0,0354x2 + 7,57x + 187,27

R2=0,9913
y 7 0,1643x* + 3,5085x + 131,56

0,00E+00 R? =0,9976
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

5,00E+02

AG' (Pa)

-5,00E+02

o W

-1,50E+03
Tiempo (min)

—+—Blanco (7°C) —m-Comercial (7° C) —@- Antartida (7°C)

Figura 4.23 Regresiones polinomicas: Masa de pan a 7°C

Elaborado por: Karla Morejon
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Tomando como referencia la interpretacion realizada en el estudio de
Lindahl y Eliasson se pudo concluir que, a 7°C la masa de pan
elaborada con la amilasa antértica (sin encontrarse pura), presento

un menor AG’ en comparacién a la amilasa antartica y que ademas

pudo actuar en un amplio rango de temperatura.

4.2 Interpretacion de resultados

En el presente trabajo se determiné las condiciones éptimas de
temperatura y pH para la produccion de amilasas por parte de la
bacteria antartica denominada CIBE-27 y la influencia de dichas

enzimas en las propiedades reolégicas de la masa de pan.

Es necesario empezar sefialando que los microorganismos
psicréfilos pueden crecen entre una temperatura de 0°C a 25°C,
como lo menciona Stan-Lotter (39) y aunque no se ha realizado un
estudio especifico acerca del crecimiento del microorganismo CIBE-
27, es importante destacar que podria ser clasificado dentro de esta
categoria, de acuerdo con los datos de crecimiento de sus colonias a
diferentes temperaturas, con los cuales se realizo el calculo del

Factor de Eficiencia Enzimatica. Ademas, curiosamente la
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temperatura de 25°C a la que fue sometido el microorganismo CIBE-
27, coincide como la temperatura final de crecimiento de la
Alteromonas haloplanctis, productora de amilasa y proveniente del

agua de mar de la Antartida (2).

Continuando con la investigacion, se estipuld como parametro de
produccién éptima de amilasa antartica por parte del microorganismo
ya mencionado, una temperatura de 20°C, gracias al modelo de
Rosso, el cual consideraba a temperatura constante la fase de
latencia; es decir el periodo en que cada célula de la colonia requeria
para adaptarse al medio, asi como también contemplaba la fase
logaritmica en donde las células se reproducen a ritmo constante.
Ademas el modelo de Rosso permitid ajustar las tasas maximas de
crecimiento especifico obtenidas empleando el modelo anterior por
cada temperatura, tal como se lo manej6 en el estudio realizado por
Cevallos (7). Por lo tanto, las temperaturas limites alcanzadas para la

produccion de amilasas antérticas fueron 0, 86°C y 24,98°C.

Por otra parte, para evaluar el pH no fue posible utilizar la misma

metodologia, ya que a pH 6 y 7 aunque se evidencio crecimiento de
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la colonia no se observéd la formacion del halo a su alrededor y
mucho menos a pH 8, pH 5y pH 4,6 se present6 crecimiento alguno;
por lo tanto el pH 6,5 utilizado en las pruebas de temperatura quedoé
definido como 6ptimo. Esto concuerda con estudios anteriores los
cuales indican que los rangos de actividad de pH son mucho
menores cuando se comparan con otros parametros como la

temperatura (10).

Conociendo los pardmetros 6ptimos de temperatura y pH se efectud
la produccién de amilasas. A partir del medio mineral inoculado se
alcanzé un rendimiento aproximado del 0,4% al adquirir como
producto final el extracto liofilizado; ademas se establecié que cada

miligramo de este contenia alrededor del 12% de proteina.

Al no contar con la enzima pura experimentalmente y asumiendo que
dentro de toda la cantidad de proteina una porcién corresponde en
efecto a la enzima, se procedid a evaluar el comportamiento
reologico, en este caso la elasticidad de la masa de pan aplicando
diferentes concentraciones de proteina del extracto liofilizado

mediante ensayos oscilatorios y con la temperatura Optima ya
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definida anteriormente. EI moédulo de elasticidad G’ fue seguido
durante 32,42 minutos y fue comparado con el valor inicial; es decir
al tiempo cero. Esto condujo a una diferencia positiva 0 negativa
denominada AG’. Por consiguiente a diferentes concentraciones de
proteina se encontr6 que, en todos los casos se presentd un
aumento maximo de AG’ a los 3,64 minutos después de la mezcla, en
el cual se generd la gelatinizacion del almidon. Después de este
periodo, empezo6 a evidenciarse la accion de las enzimas antarticas y
las curvas en consecuencia tendieron a descender. Pues bien, la
disminucién del AG’ al continuar o nivelarse dependioé del sustrato
disponible y de la cantidad de amilasa. Al existir diferencia
significativa entre las tres concentraciones y contando con esta
interpretacion, se pudo citar que la masa de pan elaborada con una
concentracion 0,5% de proteina fue la mejor, ya que los valores
volvieron a cero aproximadamente a los 20 minutos y en
comparacién a las demas concentraciones, presentd el valor més

bajo de AG’ al final de la experimentacion (22).

Al evaluar el efecto de las amilasas antarticas sobre las
caracteristicas reolégicas de la masa de pan a temperatura de

proceso, se determiné que pudieron desarrollar luego de 30 minutos
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una masa mas elastica a razén de un factor igual a 3,33; mientras
gque las amilasas de tipo comercial lo realizaron a 4,36. A
temperatura de refrigeracion, las amilasas antarticas redujeron la
viscosidad de la masa de pan a razon de un factor igual a 3,66;
mientras que las de tipo comercial lo hicieron alrededor del 0,12; por
lo tanto, se puede mencionar que las amilasas antarticas sin
encontrarselas en un estado puro, dentro de este estudio
manifestaron la posibilidad de actuar en un amplio rango de

temperatura (22).



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Las condiciones oOptimas de temperatura y pH para la produccion de

amilasas por parte del microorganismo CIBE-27 fueron 20°C y pH 6,5.

2. La concentracién de proteina 0,5% del extracto liofilizado pudo reducir

la viscosidad de la masa de pan a 20°C en aproximadamente 20 min.

3. El efecto que demostraron las amilasas antarticas en las
caracteristicas reoldgicas de la masa de pan supero las expectativas,
ya que sin encontrarselas en estado puro pudieron reducir
eficientemente la viscosidad de la masa luego de 30 minutos a
temperatura de refrigeracion con una diferencia de fraccion

aproximada de 3,5 con respecto a su par comercial y ademas
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manifestaron la posibilidad de actuar en un amplio rango de

temperatura.

Se recomienda purificar la amilasa antértica y por consiguiente
determinar la Velocidad Maxima de la reaccién enzimatica bajo
condiciones de saturacion de sustrato, pH y temperatura, de tal
manera que pueda definirse la cantidad de producto formado por
minuto; asi como también, establecer la Constante de Michaelis-
Menten, la cual permite relacionar la afinidad de la enzima por un

sustrato en particular.

Para trabajos posteriores se sugiere evaluar la influencia de las
amilasas antarticas en la vida atil del pan como producto final.
Ademas, dentro de la industria alimentaria podria investigarse su
potencial en la preparacion de jarabes de maiz y en la elaboracion de
cerveza. También, seria recomendable evaluar su accién en el
proceso de desencolado que maneja la industria textil y en la

modificacion de almidones que manipula la industria papelera.
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APENDICE A

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA HARINA DE TRIGO

,
CERTIFICADO ANALISIS DE HARINA
R-830-01-21
ATENCION: Srta. Karla Morejon FECHA 26/11/2014
MUESTRA HARINA

SUPERIOR TIPO PANIFICACION

FECHA DE PRODUCCION: 25/11/2014

MEZCLA DE TRIGO: 90% CWRS+10%SRW
ANALISIS FISICO QUIMICO RESULTADOS

Absorcion a 14% H (%) 68,00

Humedad (%) 14,30

Gluten Himedo (%) 33,47

Falling Number Normal 385

ADITIVOS

Ac. Ascérbico y enzimas Negativo

Micronutrientes Negativo

OBSERVACIONES:

Muestra 1 Kg

i O O

(f-)Aseguramiento de Calidad




APENDICE B

VALORES PROMEDIO DE FEE POR TEMPERATURA

Valores promedio de los Factores de Eficiencia Enzimatica (FEE) por Temperatura

Temperaturas (°C)

Tiempo (Dias) 4 7 11 16 20 23 25 37
0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 2,444 2,616 0 0 0
4 0 0 0 2,948 3,221 0 0 0
O] 0 0 3,142 3,338 3,722 2,342 0 0
6 0 0 3,448 3,718 3,863 2,474 0 0
7 0 1,867 3,655 3,783 4,068 2,698 0 0
8 0 2,405 3,731 3,935 4,202 2,738 0 0

APENDICE C

VALORES PARA EL CALCULO DEL MODELO DE BARANYI Y ROBERTS

Pardmetros para ejecutar el Modelo de Baranyi y Roberts

Temperaturas (°C)
Parametros 4 7 11 16 20 23 25 37
Yo -2,303 -2,303 -2,303 -2,303 -2,303 -2,303 -2,303 -2,303
1] 0,0001 0,2537 0,5988 0,5903 0,6307 0,4389 0,0001 0,0001
qo 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
Ymax -2,303 0,878 1,317 1,370 1,436 1,007 -2,303 -2,303




APENDICE D

VALORES PROMEDIO DE FEE POR PH

Valores promedio de los Factores de Eficiencia Enzimatica (FEE) por pH

PH

Tiempo
(Dias)

»
o

6,5

(¢}

O~NOODWNLER
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O O0OO0OO0O0OO0OO0O0OOoO|wu
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0

0
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3,221
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3,863
4,068
4,202
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O O0OO0OO0O0OO0OO0O0OOo| m

DATOS DE LA CURVA DE CALIBRACION DE PROTEINA

Valores de absorbancia a 540nm

APENDICE E

Concentracion Muestral | Muestra2 | Muestra3 Promedio
(mg/ml)
0,00 0,064 0,063 0,062 0,0630
0,25 0,082 0,084 0,085 0,0837
0,50 0,093 0,095 0,1 0,0960
0,75 0,109 0,107 0,108 0,1080
1,00 0,126 0,124 0,128 0,1260
1,25 0,157 0,146 0,141 0,1480
1,50 0,156 0,154 0,158 0,1560
1,75 0,186 0,17 0,185 0,1803
2,00 0,192 0,194 0,196 0,1940
2,25 0,219 0,217 0,221 0,2190
2,50 0,228 0,228 0,23 0,2287
2,75 0,262 0,255 0,258 0,2583
3,00 0,293 0,307 0,301 0,3003
3,25 0,305 0,308 0,306 0,3063
3,50 0,33 0,32 0,34 0,3300
3,75 0,361 0,332 0,36 0,3510
4,00 0,37 0,34 0,375 0,3617
Microorganismo CIBE-27 (extracto liofilizado)
30 | 03 | 033 | 0325 0,33




MUESTRA BLANCO Y REFERENCIA A 20°C

APENDICE F

TABLA 1F

Muestra Blanco a 20°C Muestra Referencia a 20°C

Tiempo (min) | © Pzgged'o AG' (Pa) | © Pzg:)ed'o AG' (Pa)
1,83 251E+03 | 0,00E+00 155E+03]  0,00E+00
3,64 2,75E+03 | 2,40E+02 169E+03|  1,37E+02
5,42 2,60E+03 | 9,45E+01 158E+03|  2,85E+01
7,18 2,60E+03 | 9,35E+01 157E+03|  2,20E+01
8,91 259E+03 | 8,30E+01 155E+03|  -4,50E+00
10,62 2,58E+03 | 6,65E+01 153E+03|  -1,60E+01
12,30 2,57E+03 | 6,10E+01 151E+03|  -4,25E+01
13,96 257E+03 | 5,85E+01 1,50E+03|  -4,70E+01
15,60 2,56E+03 | 540E+01 148E+03|  -7,05E+01
17,22 2,56E+03 | 5,30E+01 148E+03|  -7,40E+01
18,82 256E+03 | 545E+01 147E+03|  -7,90E+01
20,40 2,57E+03 | 5,65E+01 147E+03|  -8,50E+01
21,97 257E+03 | 6,10E+01 146E+03|  -8,65E+01
23,50 257E+03 | 6,40E+01 145E+03|  -9,75E+01
25,03 2,58E+03 | 7,05E+01 145E+03|  -1,00E+02
26,55 258E+03 | 7,55E+01 144E+03|  -1,09E+02
28,03 2,59E+03 | 8,05E+01 145E+03|  -1,03E+02
29,52 2.60E+03 | 8,70E+01 144E+03|  -1,10E+02
30,97 2,62E+03 | 1,08E+02 145E+03|  -1,02E+02
32,42 2,62E+03 | 1,10E+02 144E+03|  -1,08E+02




TABLA 2F

MUESTRA ANTARTICA 0,3%, 0,4% y 0,5% A 20°C

Muestra Antartica 0,3% a Muestra Antartica 0,4% a Muestra Antértica 0,5% a
20°C 20°C 20°C
Tiempo | G' Promedio i~ G' Promedio i~ G' Promedio i~

i (Pa) AG' (Pa) (Pa) AG' (Pa) (Pa) AG' (Pa)

1,83 2,12E+03 0,00E+00 2,20E+03 0,00E+00 2,37E+03 0,00E+00
3,64 2,36E+03 2,48E+02 2,45E+03 2,49E+02 2,62E+03 2,48E+02
542 2,24E+03 1,29E+02 2,32E+03 1,25E+02 2,49E+03 1,21E+02
7,18 2,23E+03 1,19E+02 2,32E+03 1,18E+02 2,48E+03 1,12E+02
8,91 2,23E+03 1,18E+02 2,31E+03 1,12E+02 2,47E+03 9,90E+01
10,62 2,21E+03 9,65E+01 2,29E+03 8,98E+01 2,45E+03 7,50E+01
12,30 2,19E+03 7,75E+01 2,27E+03 7,00E+01 2,43E+03 5,45E+01
13,96 2,18E+03 6,85E+01 2,26E+03 6,05E+01 2,41E+03 3,95E+01
15,60 2,17E+03 5,25E+01 2,24E+03 4,35E+01 2,40E+03 2,85E+01
17,22 2,16E+03 4,20E+01 2,23E+03 2,90E+01 2,39E+03 1,30E+01
18,82 2,15E+03 3,40E+01 2,22E+03 1,93E+01 2,38E+03 7,50E+00
20,40 2,15E+03 3,25E+01 2,21E+03 1,15E+01 2,37E+03 5,00E-01
21,97 2,14E+03 2,35E+01 2,21E+03 1,18E+01 2,37E+03 -1,00E+00
23,50 2,13E+03 1,05E+01 2,20E+03 1,00E+00 2,36E+03 -1,15E+01
25,03 2,12E+03 5,00E+00 2,19E+03 -7,75E+00 2,36E+03 -1,45E+01
26,55 2,12E+03 1,00E+00 2,18E+03 -1,25E+01 2,35E+03 -2,80E+01
28,03 2,11E+03 -3,00E+00 2,19E+03 -8,50E+00 2,35E+03 -2,10E+01
29,52 2,11E+03 -5,00E-01 2,19E+03 -1,08E+01 2,35E+03 -2,70E+01
30,97 2,11E+03 -2,50E+00 2,19E+03 -1,13E+01 2,34E+03 -3,20E+01
32,42 2,11E+03 -1,50E+00 2,18E+03 -1,68E+01 2,34E+03 -3,30E+01




APENDICE G

ANOVA: EFECTO DE TRES CONCENTRACIONES DE PROTEINA DEL

EXTRACTO LIOFILIZADO EN LA MASA DE PAN A 20°C

Anélisis de varianza: Masa de pan a 20°C

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Antdrtica 0,5% 2 -66 -33 98
Antdrtica 0,4% 2 -33,5 -16,75 0,5
Antdrtica 0,3% 2 -3 -1,5 4,5
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio Valor
Suma de  Grados de de los critico para
Origen de las variaciones cuadrados libertad  cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 992,583 2,000 496,292 14,455 0,02882622 9,552
Dentro de los grupos 103,000 3,000 34,333
Total 1095,583 5,000




MUESTRA BLANCO, COMERCIAL Y ANTARTICA A 40°C

APENDICE H

Tiempo min) | © Pzgged'o aG (Pa) | © P[gged'o AG' (Pa) | © Pzg;”)ed'o AG' (Pa)
1,83 1.26E+03 | 0,00E+00 6.28E+02]  000E+00]  126E+03|  0.00E+00
3,64 L41E+03 | L54E+02 658E+02]  205E+01]  1,36E¢03|  LO4E+02
5,42 1356403 | 9,70E+01 610E+02]  -180E+01]  129E+03]  3,05E+01
7.8 1356403 | 950E+01 591E+02|  -370E+01]  128E+03|  2.25E+01
8,91 1356403 | 94OE+01 570E+02]  561E+01]  125E+03]  -6,50E+00
1062 | L134E+03 | 8056401 5ATE+02|  -B16E+01]  124E+03|  -2,5E+01
1230 | 1336403 | 7.30E+01 520E+02]  -900E+01]  121E+03| -425E+01
1396 | L32E+03 | 6,30E+0L 515E+02]  -113E+02]  120E+03]  -6,00E+01
1560 | 1326403 | 6,10E+01 507E+02|  -121E+02]  L19E+03| -6.25E+01
1722 | L31E+03 | 590E+0L 493E+02]  -135E+02]  118E+03]  -7,85E+01
1882 | L131E03 | 550E+01 187E+02]  -L41E+02]  L17E+03]  -870E+01
2040 | L31E+03 | 520E+0L 470E+02]  -155E+02]  116E+03]  -9,70E+01
2197 | 131E403 | 530E+01 473E+02]  -L55E+02]  115E+03]  -L,06E+02
2350 | 131E03 | 5356401 461E+02]  -L67E+02]  L14E+03]  -L14E+02
2503 | L30E+03 | 4756401 456E+02]  -L73E+02]  114E+03]  -1.20E+02
2655 | 131E+03 | 5256401 450E+02]  -L78E+02]  L14E+03]  -L19E+02
2803 | L3LE+03 | 520E+01 146E+02]  -L82E+02]  114E+03]  -L17E+02
2052 | 131E403 | 580E+01 137E+02]  -LOIE+02]  114E+03]  -L19E+02
3097 | 131E+03 | 5756401 435E+02]  L93E+02]  113E+03]  -L31E+02
242 | L3IE+03 | 580E+0L 133E+02]  -LO5E+02]  112E+03]  -L36E+02




APENDICE |

MUESTRA BLANCO, COMERCIAL Y ANTARTICA A 7°C

Muestra Blanco a 7°C Muestra Comercial a 7°C Muestra Antéarticaa 7°C
Tiempo | G' Promedio —~ G' Promedio i~ G' Promedio i~

i) (Pa) AG' (Pa) (Pa) AG' (Pa) (Pa) AG' (Pa)

1,83 2,60E+03 0,00E+00 2,61E+03 0,00E+00 8,97E+03 0,00E+00
3,64 2,92E+03 3,20E+02 2,89E+03 2,86E+02 8,25E+03 -7,19E+02
5,42 2,81E+03 2,14E+02 2,76E+03 1,48E+02 7,76E+03 -1,21E+03
7,18 2,84E+03 2,47E+02 2,78E+03 1,68E+02 7,92E+03 -1,05E+03
8,91 2,87E+03 2,71E+02 2,79E+03 1,86E+02 7,75E+03 -1,22E+03
10,62 2,87E+03 2,76E+02 2,80E+03 1,89E+02 7,74E+03 -1,23E+03
12,30 2,88E+03 2,86E+02 2,81E+03 1,96E+02 7,62E+03 -1,35E+03
13,96 2,90E+03 2,98E+02 2,82E+03 2,09E+02 7,69E+03 -1,28E+03
15,60 2,91E+03 3,16E+02 2,84E+03 2,28E+02 7,70E+03 -1,27E+03
17,22 2,93E+03 3,36E+02 2,85E+03 2,43E+02 7,70E+03 -1,27E+03
18,82 2,94E+03 3,44E+02 2,86E+03 2,52E+02 7,75E+03 -1,22E+03
20,40 2,95E+03 3,55E+02 2,88E+03 2,76E+02 7,76E+03 -1,21E+03
21,97 2,96E+03 3,59E+02 2,89E+03 2,81E+02 7,80E+03 -1,17E+03
23,50 2,98E+03 3,81E+02 2,91E+03 3,05E+02 7,81E+03 -1,16E+03
25,03 2,99E+03 3,91E+02 2,93E+03 3,24E+02 7,76E+03 -1,21E+03
26,55 3,02E+03 4,20E+02 2,95E+03 3,43E+02 7,84E+03 -1,13E+03
28,03 3,03E+03 4,31E+02 2,97E+03 3,61E+02 7,87E+03 -1,10E+03
29,52 3,04E+03 4,40E+02 2,99E+03 3,77E+02 7,82E+03 -1,15E+03
30,97 3,05E+03 4,53E+02 3,01E+03 3,97E+02 7,64E+03 -1,33E+03
32,42 3,07E+03 4, 77E+02 3,03E+03 4,19E+02 7,70E+03 -1,27E+03




APENDICE J

ANOVA: EFECTO DE LA ENZIMA ANTARTICA Y ENZIMA COMERCIAL

EN LA MASA DE PAN A 40°C

Analisis de varianza: Masa de pan a 40°C

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Comercial 2 -389,8 -194,9 32
Antartica 2 -271 -135,5 264,5

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio Valor
Sumade Gradosde delos critico
Origen de las variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3528,36 1 352836 23,8001 0,0395 18,5128
Dentro de los grupos 296,5 2 148,25
Total 3824,86 3
APENDICE K

ANOVA: EFECTO DE LA ENZIMA ANTARTICA Y ENZIMA COMERCIAL

EN LA MASA DE PAN A 7°C

Analisis de varianza: Masa de pan a 7°C

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Comercial 2 837 418,5 22445
Antartica 2 -2537 -1268,5 40,5

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio Valor
Sumade Gradosde delos critico
Origen de las variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2845969 1 2845969 2491,0013 0,0004 18,5128
Dentro de los grupos 2285 2 11425

Total 2848254 3
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