REACCIONESDE ALCOHOLISISCON ALFA-AMILASAS SACARIFICANTES
Alina Moreno Menéndez, Gloria Saab-Rincon, Agustin Lépez-Munguia
Departamento de Ingenieria Celular y Biocatdlis's, Ingtituto de Biotecnologia, UNAM
Av. Universdad 2001, Col. Chamilpa, c.p. 62210, Cuernavaca, Morelos. Fax: (52-777) 11 49 03
e-mal: dina@ibt.unam.mx

Palabras clave:?-amilasa, transglicosilacion, alcohdlisis, alquil-glicosidos.

Introduccion. Las ?-amilasas son enzimas que hidrolizan
enlaces internos ?(1-4) en polimeros de glucosa (1) y se
clasifican como sacarificantes y licuefactantes en funcién
del poder reductor que generan, produciendo, para una
misma conversion, las sacarificantes, aproximadamente el
doble de poder reductor que las licuefactantes. Ademas de
la reaccion de hidrdlisis, las ?-amilasas, en especia las
sacarificantes son capaces de llevar a cabo reacciones de
transferencia de residuos glicosilo a aceptores distintos al
agua como alcoholes de bajo peso molecular (2), generando
alquil-glicésidos, moléculas con capacidad surfactante y con
potencial aplicacion en diversos procesos industriales. Asi,
el presente proyecto estudia el potencial de las ?-amilasas
sacarificantes para llevar a cabo reacciones de alcohdlisis,
tanto con amidon, como con maltodextrinas como
donadores de residuos glicosilo.

Metodologia. Las reacciones de hidrdlisis y acohdlisis con
la ?-amilasa de A. niger, se llevaron a cabo en 10 ml una
solucién con 1.2% de amidon o 15% de maltodextrinas Las
concentraciones de CH30OH para las reacciones de
alcohdlisis, variaron de 1 a 40%. Los productos de reaccion
fueron analizados por CCF (fase mdvil butanol:etanol:agua
352vlv) y HPLC (columna aminada, fase movil:
acetnitrilo:agua 70:30 v/v). La actividad de la enzima se
determind siguiendo la liberacion de poder reductor por el
método de DNS. El gen de la ?-amilasade T. maritima se
amplificd por PCR del DNA cromosomal y se clond en €l
vector pET 3 a Los pasos de purificacion de la enzima
fueron los siguientes. sonicacién, tratamiento térmico
(70°C/30 min), didisis (<30Kda) en TRISHCI 5 mM, 1mM
NaCl y ImM CaCl,, precipitacion con 75% de (NH4)2S0, y
cromatografia de filtracion en gel (columna de Superosa).
Resultados y Discusion. Las ?-amilasas sacarificantes,
como lade A. niger, son capaces de llevar a cabo reacciones
de acohdlisis a partir de amidon o matodextrinas y
metanol como compuesto aceptor de residuos glicosilo
(Fig.1). Sin embargo, dentro de los problemas que suponen
estas reacciones, se encuentran, con almidén por un lado, la
necesidad de gelatinizarlo a atas temperaturas y la alta
viscosidad que genera mientras que, con maltodextrinas por
otro lado, la ausencia del efecto protector que el amidén
gjerce sobre la enzima, lo que resulta en bajos rendimientos
de aquil.glicésidos. Por esta razdn resulta atractiva la
posibilidad de evaluar el potencial de una ?-amilasa
termofilica para llevar a cabo reacciones de acohdlisis
debido a que se sabe que la termofilicidad en las enzimas se
encuentra relacionada con resistencia a otras condiciones
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Fig.l CCF de las reacciones de alcohdlisis con maltodextrinas:
15%, metanol: 1-40%, ?-amilasa de A. Niger: 9 mg de prot/ml.
MGL: metil-glucosido, MG2: metil-maltésido, G1: glucosa, G2:
maltosa, G3: maltotriosa.

del medio de reaccion. La ?-amilasa de la eubacteria
hipertermdfila T. maritima es una enzima sacarificante de
64.5 Kda con una temperatura éptima de 80°C, un pH
Optimo de 7 (3) y con potencial aplicacion en reacciones de
alcohdlisis. En el presente trabajo, se ha logrado la
expresion heterdloga de la enzima asi como su purificacion.
La enzima pura esulté tener una actividad especifica de
17.89 ?mol de eg. de glucosa/ min mg prot. Se comprobo
gue esta enzima es sacarificante, ya que de una hidrdlisis
exhaustiva de amidén 1.2% a 80°C, generé como productos
principales glucosay maltosa.

Conclusiones. La ?-amilasade A. niger es capaz de llevar a
cabo reacciones de alcohdlisis a partir de almidén y metanol
como compuesto aceptor de residuos glicosilo, sin embargo,
la reaccion con maltodextrinas genera rendimientos muy
bajos. La ?-amilasa de T. maritima podria resultar atractiva
para la produccién de alquil-glicésidos a partir de almidén y
maltodextrinas por su termofilicidad y capacidad
sacarificante.
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