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Introducciéon. El pozol es una bebida de maiz
nixtamalizado y fermentado que se consume al sur y
sureste de México (1). La unica fuente de carbono
fermentable que se encuentra presente en esta bebida es
el almidon, no obstante, los estudios microbiol6gicos
encaminados a encontrar la actividad amiloliticas en
otras bacterias, hongos y levaduras son muy escasos y
los que se han llevada a cabo en bacterias lacticas
muestran que estas son débilmente amiloliticas si se
comparan con otras bacterias, incluso lacticas. Asi, es
necesario explicar como un contenido tan bajo de
azucares libres puede determinar una microbiota tan
diversa y abundante (10" bacterias lacticas, mesdfilas
aerobias, enterobacterias, levaduras y hongos), Para
realizarlo, se decidié realizar una aproximacion al
sistema de alfa-amilasas que interviene en este proceso
utilizando como herramienta el andlisis protedémico, lo
que nos permitiria identificar a las enzimas directamente
in situ, sin pasar por un cultivo previo. Sin embargo, la
preparacion de extractos proteicos para proteémica
requiere de un tratamiento con agentes caotrépicos y
detergentes los cuales desnaturalizan a las proteinas
destruyendo la actividad enzimatica.

Asi, el objetivo de este trabajo es disefiar un método que
permita recuperar la actividad enzimatica in situ usando
como control positivo a la alfa-amilasa de Lactobacillus
amylovorus.

Metodologia. L. amylovorus NRRL B-4540 (Agriculture
Research Service Culture Collection, EEUU) fue utilizado
para la produccioén de la amilasa. El bacilo fue crecido en
medio MRS-almidon a 29°C durante 16 horas. La enzima
se recuperé del sobrenadante y la actividad se determind
por el método de 1/10,4 (2). La muestra fue sometida a las
condiciones establecidas como optimas para la
extraccion de la proteina del pozol (3): 2.4U de actividad
se disolvieron en el tampén de extraccion (Urea 7M,
tiourea 2M, CHAPS 2% y ASB14 2%), la proteina se
precipité con 3 voliumenes de etanol acetona 1:ly se
resuspendid en el tampon de rehidratacion para el
isoelectroenfoque (urea 7M, tiourea 2M, ASB14 2%,
CHAPS 2%, DTT 50mM vy anfolitos pH 3-10. Se realizo
la rehidratacion activa y las proteinas se focalizaron de
acuerdo al protocolo establecido (3). La segunda
dimension se realiz6 de acuerdo al protocolo reportado
para SDS-PAGE (4). La renaturalizacion se realizé con 6
lavados sucesivos con amortiguador citratos- fosfatos
0.1M pH5.

Resultados. La enzima se recuperd en el momento que
se observé la mayor actividad en el cultivo (12.82 U/ml)

(Fig. 1).
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Fig. 1. Cinética de crecimiento y actividad enzimética de L. amylovorus
en medio MRS-almidon.

Se realiz6 la electroforesis en dos dimensiones,
lograndose recuperar la actividad enzimatica con el
método propuesto. La figura 2 muestra a la enzima en
geles en 1y 2D. Se observa un peso aproximado de 105
KDa y un punto isoeléctrico de 4.7 que coinciden con los
valores tedricos de 104.9 KDa y pl de 4.73 (Fig. 2).

Fig. 2. Identificacion in situ de la a-amilasa de L. amylovorus. Gel 1
SDS-PAGE y 2) Zimograma 2D.

Conclusiones. Se logré la renaturalizacion de la a-
amilasa modelo, recuperandose su actividad in situ. Se
encontr6 que la cantidad minima necesaria para
identificar la actividad es de 0.17U.
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