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I.- OBJETIVO.



Los objetivos de la investigacidn fueron:

Producir alfa-amilasa mediante un proceso fermentativo,
usando una cepa de Aspergillus oryzae, en cultivo sumer
gido.

Ensayar métodos para concentrar y purificar la alfa-ami
lasa producida.

Caracterizar la alfa-amilasa fingica producida.

Caracterizar alfa-amilasa comercial de Bacillus subti--
1ag.

Comparar las caracteristicas cinéticas de la alfa-amila
sa fingica, con las de la alfa-amilasa bacteriana.



IT.- INTRODUCCION.
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Las enzimas fueron usadas de diferentes maneras, -
muchisimos afios antes de que fueran reconocidas como subs
tancias quimicas_definidas. Por ejemplo, su aplicacidn _
en fermentacidén precede al conocimiento de su existencia_
en las células de organismos vivos. Procesos como la ela-
boracidén de pam, vino, alcohol, vinagre y encurtidos son
conocidos desde la antigliedad (Aurand, L.N., y Woods, -
A. E. 1973). En México, se tiene noticia de la practica -
de los primeros pobladores de la regidn de envolver las -
carnes en hojas de papaya o de cuaguayote con lo que con-
seguian, de una manera natural, el ablandamiento de las -
diferentes carnes consumidas (Del Castillo, L.M. 1975).

A pesar de estas y muchas otras evidencias, la En-
zimologia, ciencia que estudia las enzimas, ha tenido un
desarrollo relativamente reciente. El nacimiento de esta
ciencia se ubica en los primeros atios del siglo préximo -
pasado, aunque es importante senalar que su mas répido -
crecimiento se ha experimentado en los Ultimos 45 ahos.

El primer reconocimiento claro de una enzima fué -
hecho por Payen y Persoz en 1833, cuando encontraron que
una fraccibn precipitada con alcohol de un extracto de -
malta contenia una substancia termolabil, la cual conver-
tia al almidbén en azGcar. Esta substancia, hoy mas conoci
da como amilasa, fué denominada diastasa por Payen y Per-
soz, debido a su capacidad para separar dextrinas solu- -
bles de las cubiertas insolubles de granos almidonosos. -
Fué hasta 1878 cuando Kiine propuso el uso de la palabra _
ENZIMA, la cual significa: "En levadura" (Whitaker, J. R.
1972).

Debido a los trabajos de Payen y Persoz, las enzi-
mas conocidas como amilasas constituyen el primer grupo -
de enzimas conocidas como tales. A este respecto, Kirch-
hoff en 1811 describid los factores causantes de la diges
tidn del almiddén en extractos de trigo, en 1831 Leuch, -
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E. F., en saliva, en 1833 Payen y Persoz en malta, en -
1846 Magendine, N., en sangre y en 1885 Atkinson, R.W.,
en Aspergillus oryzae.

Marker en 1879, fué, aparentemente, el primero -
en proponer que podrian existir dos fermentos diastisi--—
cos; uno que producia una cantidad mayor de dextrina -
que de maltdsa,xy otro que, inversamente, producia una_
cantidad relativamente mayor de maltosa que de dextri--
na. (Fischer, E.H., y Stein, E.A. 1960).

Los polisacaridos son mejor almacenados que sus
productos de degradacibén de bajo peso molecular, debido
a que son menos solubles, y a que cuando estan en solu-
cién su presidén osmética es tan baja que su posible acu
mulacién en las células no produce hipertonicidad. Sin
embargo, antes de que los polisacaridos puedan llevar a
cabo su funcidn, de fuente de energia para el organismo
animal, vegetal o microbiano deben ser convertidos en -
unidades de monosacaridos. La escisién de los enlaces_
glucosidicos es llevada a cabo en los sistemas biolbgi-
cos por dos mecanismos generales. Un mecanismo es la -
escisién hidrolitica del enlace glucosidico,. mientras -
el otro mecanismo consiste en una "fosfordlisis" del en
lace glucosidico (Aurand, L.N., y Woods, A.E. 1973).

El término amilasa ha sido usado para designar a
las enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces_
alfa-l-4-glucosidicos de polisacaridos, tales como almi
dén, glucégeno o productos de la degradacién de los mis
mos. Puesto que la reaccidn que cataliza una amilasa -
puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos, suelen
clasificarse en dos grandes grupos:

ENDOAMILASAS. Estas amilasas actian aleatoria--
mente sobre los enlaces alfa-l1-4-glucosidicos, permane-



ciendo sin ser hidrolizados los enlaces alfa-l-6-glucosidi
cos, los cuales constituyen los puntos de ramificacibébn de
glucbgeno y amilopectina. Como resultado de la hidrdélisis
se produce una ripida disminucidén de la viscosidad y del -
peso molecular promedio del sustrato. El modo de accidbn -
hidrolitica de las endoamilasas, sobre los enlaces alfa-1-
4-glucosidicos del sustrato es una escisibén interna. Los
productos iniciales de la hidrélisis son oligosacéaridos -
(dextrinas), los que posteriormente son degradados a malto
sa, glucosa, isomaltosa, y productos ramificados de. bajo -
peso molecular. Ver figuras 1, 2 y 3. _Teéricamente, las -
escisiones son aleatorias, aunque los esquemas de accibn -
hidrolitica de varias amilasas, particularmente de microor
ganismos, muestran caracteristicas y patrones de productos
reproducibles.

Se conoce un tipo de endoamilasas, denominadas al-
fa-amilasas, puesto que el grupo hemiacetélico que se libe
ra en la hidrdélisis se encuentra en la configuracidn épti-
ca alfa. De acuerdo a la nomenclatura de la Unidén Interna
cional de Bioquimica, las alfa-amilasas se clasifican como
al fa-1-4-glucan 4-glucano-hidrolasa, E.C.3.2.1.1.

EXOAMILASAS. Estas amilasas tienen la capacidad -
de hidrolizar los polisacaridos a partir de los extremos -
no reductores de la cadena polisacarida, operandose el pro
ceso de hidrdélisis de una manera regular, ya sea hidroli--
zando todos los enlaces glucosidicos para producir exclusi
vamente glucosa, 0 hidrolizando enlaces alternativamente -
para producir maltosa. La enzima que produce sdlo glucosa
se conoce como glucoamilasa o gamma-amilasa (alfa-1-4-glu-
can glucohidrolasa E.C.3.2.1.3). La accibén de glucoamila-
sa sobre una cadena disminuye marcadamente cuando el poli-
sacarido contiene enlaces alfa-l-6-glucosidicos, como en -
amilopectina y glucdgeno.
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PIGURA I. Esquema de la amilopectina y representacién

accibén de las diferentes amilasas.

alfa-amilasa

glucoamilasa

beta-amilasa

Fuente: WHITAKER,J .R.(I3972)."Principles of Enzymology for the
Food Sciences". ¥arcel Dekker,Inc.New York,USA.



PIGURA 2, ESQUEMA DE LA HIDROLISIS DEL ALMIDON MEDIANTE

@JC}%F e ke

,ou cu,on CH,OH CH,

NG Ke_plle ke >u<m .
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Fuente: AURAN".D,- L.N., and Woods,A.E.{I973)."Food Chemistry®. Tle
AVI Publishing Co., Inc. Westport, Conn., U.S.A. |



PIGURA 3. ESQUEMA DE L& HIDROLISIS DEL ALMIDON MEDIARTE
BETA=AMTLASK.
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Fuente: AURAND,L.N., and %oods,A.E.(I373)."Food Chemistry®". The
AVI Publishing Co., Inc. Westport, Conn., U.S.A.
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La enzima que produce maltosa se denomina beta-ami
lasa (alfa-1-4-glucan maltohidrolasa EC.3.2.1.2). Cuando
glucoamilasa o beta-amilasa actlian sobre el sustrato, la
accibén se detiene en el primer punto de ramificacidn, de-
bido a que no pueden hidrolizar enlaces alfa-l1-6-glucosi-
dicos, produciéndose de esta manera "dextrinas limitesfl_
Ver figura 4 (Whitaker, J.R. 1972).

Los sustratos naturales de amilasa {almiddn, glucd
geno o productos de ramificacidn de ambos), tienen funcio
nes nutricionales en animales, vegetales y microorganis—-—
mos. Asi, el almidbn en las plantas y el glucdgeno en -
los animales son los carbohidratos de reserva; fuente de
energia para el funcionamiento metabdlico.

Las unidades fundamentales de los almidones (de va
rias fuentes) y del glucégeno es la D-glucosa; es el Uni-
co monosacarido que se obtiene durante la hidrdélisis to--
tal de estos polisacaridos. Los diferentes almidones es—
téan formados por la amilosa y la amilopectina, que se en-
cuentran presentes en cantidades variables. También el -
grado de polimerizacién de los polisacaridos es variable
(ntmero de moléculas de D-glucosa). La amilosa da una co
loracibén azul con el yodo, mientras la amilopectina da -
una coloracitn que va del rojo al purpura. La amilosa tie
ne una estructgra.lineal debido a la unién de unidades de
D-glucosa, a través de enlaces alfa-I-4-glucosidicos, -
mientras que la amilopectina tiene una estructura ramifi-

cada, formada por cadenas de glucosa unidas por enlaces -
alfa-l1-4-glucosidicos, que a su vez estan unidas entre si
por enlaces alfa-l-6-glucosidicos, y desde donde puede ob
tenerse por hidrélisis el disacarido ;somaltosai] Ver fi-
gura 5 (Conn, E.E., y Stumpf, P.K. 1972).

La alfa-amilasa se encuentra en animales (en la -
ptialina de la saliva, en la pancreatina), en vegetalefj—



FIGURA4. TUNTOS DE ATAQUE DE LAS DISTINTAS ENZIMAS AMILOLITICAS
EN UNA FOLECULA DE ANILOPECTINA.
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(particularmente en granos malteados) y en microorganismos
(hongos y bacterias). Los primeros preparados enziméti--
cos que fueron utilizados industrialmente provenian de te
jidos vegetales o de glandulas animales. Diferentes fac-
tores han motivado el gran interés que actualmente han co
brado los procesos fermentativos para la produccién indus
trial de enzimas, y entre los mis importantes se encuen--
tra la gran potencialidad evidenciada por los microorga--
nismos. '

Aunque actualmente se obtienen grandes cantidades
de enzimas a partir de fuentes animales y vedetales, exis
ten razones tecno-econdémicas para prever un futuro promi-
sorio de las enzimas de origen microbiano.? Entre las ven
tajas que presenta el desarrollo de proceésos fermentati--
vos, para la produccidn de enzimas, se encuentran:

a) Tiempos de generacidén mas cortos.

b) Requerimiento de un espacio menor por unidad de masa -
de enzima producida.

c) Potencialidad ilimitada en cuanto a la disponibilidad
de nuevas enzimas.

d) Mayores facilidades y ahorro en las etapas de concen--
tracibén y purificaciébn, particularmente para enzimas -
extracelulares.

Una desventaja potencial es el que se produzcan ma
teriales tbéxicos dificiles de eliminar del extracto cru--
do.

La primera etapa en la produccidén comercial de una
enzima, mediante un proceso fermentativo, es la seleccibn
del microorganismo. Ademas de la capacidad de producir -
la enzima deseada y con buenos rendimientos, el microorga
nismo debe presentar caracteristicas importantes como son
la de no ser patbgeno, no producir substancias tbéxicas, -



ser estable, etcf‘ En general, las cepas que producen al-
tos rendimientoé\de alfa-amilasa se encuentran tomprendi-
das dentro del género Aspergillus, como Aspergillus ory--
zae y Aspergillus niger. Otros géneros importantes son -
Mucor y Monilia (Mazza, L. A., y Balatti, A.P. 1970).

Una vez que la cepa ha sido seleccionada, debe ser
mantenida en estado puro y con la misma capacidad produc-
tora, lo que implica el manejo del cultivo bajo condicio-
nes rigidamente controladas. Para llenar este requisito_
se han empleado varias técnicas, entre las que se cuentan
la congelacion de una suspensién de esporas en presencia
de un material inerte, preservacidn bajo una capa de vase
lina estéril (en esta forma la actividad metabblica es -
marcadamente disminuida). Este ultimo método es indicado
principalmente para aquellos microorganismos que no espo-
rulan abundantemente, siendo incapaces de mantener su via
bilidad cuando se someten a la congelacién.

La mayor parte de las cepas con alta capacidad pro
ductora, que actualmente se utilizan en la industria, pro
vienen de mutantes que han sido obtenidas aplicando dife-
rentes técnicas de mutacidn, como son:

[;) Métodos Fisicos (Ultrasonido)

b) Métodos Quimicos (Represidén catabdlica)

c) Métodos de recombinacién genética (Pontecorbo, G., Ro-
per, J.A., y Forbes, E. 1953).

4 Muchas enzimas como la alfa-amilasa son aun produ-
cidas en cultivos en superficie. ‘Actualmentérse prefiere
trabajar en cultivo sumergido por las numerosas ventajas_
que ofrece esa técnical/| Entre los métodos de produccidn _
de alfa-amilasa cabe mencionar, por su gran difusibn, el
cultivo en bandejas de alta relacién'superficig/ﬁolumen,—
utilizando medios semisdélidos, Las bandejas se disponen
una sobre otras, haciendo pasar aire estéril entre las -
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mismas, con el objeto de facilitar la respiracibn celular
v mantener la temperatura del proceso dentro de los 1limi-
tes deseades. Este proceso presenta desventajas en rela-
cibn al proceso sumergido. Asi, por ejemplo, es muy difi-
cil mantener la humedad del aire que se introduce a la cé
mara de fermentacidén y las condiciones de esterilidad del
sistema, ademis es muy dificil mantener la temperatura -
dentro de los limites requeridos. Finalmente, la mano de
obra es superior en este proceso con relacibén al sistema
sumergido.

Otro método que ha sido utilizado, aunque con me—-
nos aplicacidn, es el desarrollo del cultivo en medios se
misblidos en tanques giratorios. Esta técnica presenta el
inconveniente de que sb6lo el 30% del volumen del tanque -
es aprovechable. (Arima, K. 1964).

Actualmente la produccibn de amilasas flngicas, en
proceso sumergido, se realiza en fermentadores de gran ca
pacidad, generalmente construidos de acero inoxidable y -
provistos de todos los controles y accesorios necesarios_
para el proceso, como agitacibn, aereacidn, control de la
temperatura, espuma, etc. La primera etapa del proceso -
corresponde a la preparacibén del inbdculo, la cual se lle-
va a cabo con agitadores y equipos similares al tanque de
produccibn, pero en escala menor. El objeto principal -
del tanque indculo es obtener un desarrollo vegetativo -
abundante, pudiendo ser la composicidén del medio y las -
condiciones operativas diferentes a las utilizadas en el
tanque de Fermentacidn. La siembra del tanque indculo -
puede efectuarse con una suspensibdn de esporas o bien con
un desarrollo vegetativo proveniente de una etapa ante- -
rior,

¥
\Durante los procesos fermentativos normalmente ce

efectlan determinaciones de concentracibén celular, pH, -
composicién del medio, actividad enzimatica, control de -
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esterilidad, etc. También es de graﬁ utilidad para este_
proceso la evaluacibén de las condiciones de aereacidn de
el medio de cultivo (potencia de agitacidén, flujo y pre—-
sién del aire, diseflo del equipo, caracteristicas reoldgi
cas del medio de fermentacidn, etc.), es importante dispo
ner de técnicas que permitan evaluar el grado de aerea- -
cién de un medio de cultivo. Un método de simple realiza
cidn consiste en establecer la relacidn consumo de oxige-
nq/demanda de oxigeno para el microorganismo que se traba
ja. De esta manera, se pueden tener resultados donde 1la
méxima produccidén de alfa-amilasa, se tiene cuando las - -
condiciones del proceso son tales que no es igual a la -
unidad la relacidn consumo de oxigenq/demanda de oxigeno.
Es decir, se puede tener el caso, y es muy frecuente, 'en
que la mayor produccidn de enzima se tiene cuando no se -
satisface la maxima capacidad respiratoria del microorga-
nismo (Mazza, L., Balatti, A., y Cuevas, C. 1967).

En cuando al medio es importante sefialar que la -
composicibébn del mismo puede decidir el éxito del proceso.
Un medio de produccidn debe contener:

a) Una fuente de energia.

b) Una fuente de nitrégeno.

c) Factores de crecimiento, que incluyen vitaminas y ami-
noacidos.

d) Un inductor.

e) Sales minerales.

El balance de esos componentes y la relacibn fuen-
te de carbono/?uente de nitrégeno es de fundamental impor
tancia en la regulacién del pH y la produccién de la enzi
ma.

La fuente de carbono generalmente utilizada en es-
te procesc es el almiddén, el que cumple una doble finali-
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dad ya que actlia como fuente de carbono y como un induc--
tor de la enzima. No obstante, se han utilizado otras -
fuentes de carbono como maltosa, isomaltosa, sacarosa y -
atn la glucosa:} Con respecto a esta ultima fuente de car
bono, Banks, G.T., Binns, F., y Cutcliffe, R.L. (1967), -
se le considera como inhibidor de la sintesis de la enzi-
ma. Este hecho se atribuye a que es rapidamente metaboli
zada transformandose en metabolitos intermedios. Los com
puestos con uniones alfa-l1-4-glucosidicas son buenos in--
ductores de alfa-amilasa.

Con respecto a las fuentes nitrogenadas que se -
usan puede mencionarse algunas sales inorgéanicas como sul

————

fato de amonio, nitrato de amonio, acetato de amonio, -
netc., sin embargo, formas de nitréggho méas complejas como
hidrolizados de proteinas o harinas (hidrolizados de ca--
seina, harina de soya, harina de semilla de algodbn, -
etc.) dan mayores rendimientos. La fuente nitrogenada po
sibilita no sbélo el crecimiento celular sino que ademas -
aporta aminodcidos que intervienen en la biosintesis de -

la enzima.

Entre los constituyentes inorgénicos los medios de
cultivo llevan en su compasicién sulfato de magnesio, fos
fatos, hierro, etc. Es interesante destacar la influencia
de pequenas cantidades de cloruro de sodio y de cloruro -
de potasio.

El pH de los medios de fermentacién constituye un_
parametro muy impoftante ya que la biosintesis de la enzi
ma se produce dentro de ciertos valores de pH. Dada la -
importancia que reviste esta variable es necesario proce-
der a un correcto balance de los medios, y especialmente_
en lo que se refiere a la naturaleza de la fuente nitroge
nada, y a la relacibn carbonq/nitrégeno. Con el fin de -
regular el pH se suele incorporar a los medios fosfato y
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carbonato de calcio. Dado que el proceso de obtencibdn de
alfa-amilasa en sistema sumergido es muy susceptible a -
las contaminaciones; se hace necesario extremar las pre-—
cauciones para mantener los cultivos libres de otros mi--
croorganismos. En este sentido se ha mencionado la incor
poracidén a los medios de cultivo de bifluoruro de amonio_
y de pentaclorofenato de sodio. También se ha utilizado_
con éxito la mezcla de benzoato y borato de sodio. (Maz=
za, L.A.,; ¥ Balatti, A.P. 1970). ’

E1l primer paso en toda operacidn de recuperacidn -
de enzima,es obtener una solucibn filtrada a partir de -
los medios de fermentacidén. Esta etapa inicial de la re-
cuperacidén debe realizarse lo mas rapidamente posible pa-
ra evitar el desarrollo de otros microorganismos, yv la -
inactivacién de la enzima, La solucidén obtenida o extrac
to crudo se puede concentrar por evaporacidén al vacio y -
baja temperatura o por ultrafiltracidén. A partir del ex-
tracto crudo pueden precipitarse algunas proteinas median
te sales o solventes. Esta etapa se debe llevar a cabo -
dentro de limites de pH propios para cada enzima y es co-
min, ademés, agregar estabilizadores como protectores de
la misma. Un aspecto muy importante que siempre debe te-
nerse presente es la eleccidn adecuada del equipo de recu
peracién. En general, se usan equipos vidriados o de ace
ro inoxidable, para evitar la incorporacidén de metales pe
sados que podrian inactivar la enzima. El procedimiento_
ds recuperacibdn depende no solo de la enzima, sino también
d~1l uso a que seréa destinada. Cuando no se requiere un -
arto grado de pureza, se llega a la obtencidn de concen--
trados de determinado titulo; en caso contrario se debe -
continuar la purificacidn hasta el punto que sea requeri-
do (Mazza, L.A., y Balatti, A:P. 1970).

La extraccibén de alfa-amilasa tal—eemeo—la describe
Loekwood (1961) se realiza separando el micelio por fil--—
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Jtracién. El filtrado (extracto crudo) se enfria rapida——
‘mente. Generalmente se realiza una nueva filtracidn an—-
tes de concentrar el extracto crudo, lo que se hace por -
evaporacidn al vacio a temperaturas no mayores de 50°C. -
En estas condiciones la pérdida de la actividad enzimati-
ca es despreciable. La concentracidn se lleva hasta 1/4 a
L/6 del volumen inicial, y la enzima se precipita con ace
tona fria o alcohol insopropilico a un pH de 7.5 a 8.5. -
El precipitado, luego de separarse por filtracidn, se se-
ca al vacio y se lleva a un titulo adecuado por mezclado
con materiales inerteggz

Zﬁl contenido de humedad del producto final es muy_
importante, y nunca debe ser superior al 13% para asegu—-—
rar una buena conservacibn. El contenido de humedad es -
sblo uno de los aspectos que debe controlarse en el pro--
ducto terminado, el que ademis, debe controlarse para su
tamatfio de particula, actividad proteolitica, no contener_
microorganismos y no ser téxiéEﬁ(Mazza;L.Ai,~y-Balatti,_
AP—1570).

.afgias amilasas bacterianas y flngicas, han sido obje
to de estudios de tipo quimico y fisicoquimico en virtud
de varios factores. En principio se tiene el hecho de -
que se dispone de ellas en grandes cantidades y con un -
buen estado de homogeneidad, y que ademas, desde hace mu-
chos afios han tenido una amplia aplicacidn industrial y -
una considerable importancia econdmica. Esto ha motivado
que los estudios sobre alfa-amilasa y amilasas en general
tengan un interés académico y de aplicacidn inmediatqD

, >
LLa mayoria de las alfa-amilasas mas comunes han si
do cristalizadas y purificadas a la fecha. Entre ellas -
se encuentran las procedentes de;j

| Bacillus subtilis)(Fukumoto; J., y Okada, S. 1963).




20

Saliva humana (Musses, J. 1953).

Pancreas humano (Fischer, E.H., Duckert, F., y Bernfeld,
P. 1950).

Péancreas de cerdo (Caldwell, M.L., et el. 1952).
Péncreas de rata (Heatley, N.G. 1958).

Bacillus coagulans (Campbell, L.L. 1954).

Aspergillus oryzae (Taka—amilasa) (Akabori, S., Ikenaka,
T., y Hagihara, B. 1954).

Aspergillus candidus (Takaoka, K., et al. 1952).

Pseudomonas sacchariphila (Markovitz, A., Xlein, H.P., ¥y
-Fischer, E.A. 1956).

Bacillus polymyxa (Robyt, J., y French, D. 1964).

Bacillus macerans (De Pinto, J.A., y Campbell, L.L. 1968).

Bacillus amyloliquefaciens (Welker, N.E., y Campbell, -
L.L. 1967),

Aspergillus niger (Minoda, Y., et al. 1968)..

Bacillus stearothermophilus (Ogasahara, K., Imanishi, A.,
e Isemura, T. 1970).

Cebada malteada (Schwimmer, S., y Balls, A.K. 1949).

En la mayoria de los casos los procedimientos de pu

rificacién involucran precipitacidn con solventes o sales.
Otras técnicas usadas para purificacidn son:

a) Precipitacibén con rivanol (2-etoxi-6,9-diamino acridio-
lactato).

b) Adsorcidén sobre almidén o derivados del almiddm.

c) Cromatografia en columa de intercambio idnico.
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d) Adsorcidén de los pigmentos cafés, los cuales son siem-
pre encontrados en los extractos bacterianos, sobre un
precipitado de sulfato de bario formado directamente -
en la solucién (Fischer, E.H., y Stein, E.A. 1968).

En los cuadros 1, 2 y 3 se muestran métodos para
la purificacidén de alfa-amilasa de Bacillus subtilis y -
Aspergillus oryzae.

El procedimiento de purificacidén de alfa-amilasa
de Bacillus subtilis involucra una adsorcibn en almiddn,-

decoloracidén del pigmento obscuro con una resina de in--
tercambio ibénico, precipitacibén con sulfato de amonio y -
cristalizacidn con acetona. La purificacidén debe llevar-
se a cabo en presencia de di-isopropilfosfofluorhidrato a
fin de proteger la amilasa de las proteasas presentes en
el extracto bacteriano.

+ La purificacién de Taka-amilasa A a partir de ta—-—
ka-diastasa, emplea precipitacidn con_sulfato de amonio,-
precipitacidén con rivanol, y cristalizacién a partir de -
_Egggggg;z_égga. En la purifiéacién, la dialisis de la -
fraccibén con sulfato de amonio debe llevarse a cabo usan-
do una bolsa de colodién en lugar de celulosa, debido a -
la presencia de unaﬁélfé actividad de celulasa en la frac
cién (Akabori, 8., Hagihara, B., e Ikenaka, T. 1954). To-
da, et al (1963) establecieron un método méis conveniente
y rapido de purificacidn, usando DEAE—celulos%J

¢ La‘Ctristalizacibén de alfa-amilasa es mas dificil -
de hacer después de varias cristalizaciones; comportamien
to atribuible a la pérdida de varios iones metalicos diva
lentes, lo que redunda en un aumento en la solubilidad de
la proteina. La adicién de iones Ca*t, zn*t 6 Ni** ayuda
a una rapida cristalizacidn.
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CUADRO 1. PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Bacillus subti-
lis.

Extracto crudo (medio filtrado).
Adsorcibén en almidén (0.3 saturado con sulfato -
de amonio)
Enzima adsorbida sobre almidbn.
Elucidén con NaHPO4, M/BO.
Dialisis contra agua de la llave
Solucibén dializada.
Decoloracidén con resina Duolita A2.
Solucidén decolorada.
Precipitacién con sulfato de amonio (0.7 satura-
da)
Disolver en acetato de calcio 0.01 M
Dializar contra acetato de calcio M/SOO
Solucidn dializada.
Adicién de acetona (60%, 0°C)
Ajustar pH a 6.0
Refrigerar
Cristales

Fuente: TAKAGI, T., TODA, H., and ISEMURA, T. (1970). -
"Bacterial and Mold Amylases" in "The Enzymes"
edited by Boyer, P. D., Lardy, H., and Myrback,KX.
Academic Press. New York, USA.
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CUADRO 2. PURIFICACION DE TAKA-AMILASA A PARTIR DE TAKA-
DIASTASA

Taka-diastasa (30 gramos).
Extracto acuoso (150 ml)
Adicién de acetato de calcio 0.25M (150 ml)
Filtracidn
Filtrado.
Diluir con igual volumen de agua
Precipitar con sulfato de amonio 3/4 saturado
Centrifugar
Precipitado.
Disolver en agua
Dializar contra agua de la llave
Solucidn dializada.
Adicién de solucién de rivanol (1.0% (0.04 vol.)
Filtrar
Filtrado.
Adicién de rivanol 11% (0.06 vol.)
Precipitado.
Disolver en regulador de acetato 0.5M, pH 6.0
Adicién de arcilla acida (10.0 gramos), filtrar
Filtrado.
Adicién de acetona (60.0%)
Centrifugar
Precipitado.
Disolver en acetato de calcio 0.02M
Adicibén de acetona fria hasta turbidez ligera
Refrigeracibén
Taka-amilasa A, cristales (0.8 gramos).

Fuente: TAKAGI, T., TODA, H., and ISEMURA, T. (1970). "Bac
terial and Mold Amylases", in "The Enzymes" edited
by Boyer, P.D., Lardy, H., and Myrback, K. Acade--
mic Press. New York, USA.



gsrow 24

CUADRO 3. PURIFICACION DE TAKA-AMILASA A, A PARTIR DE -
TAKA-DIASTASA.

Taka-diastasa (30 gramos).
Disolver en 150 ml de agua
Adicionar solucidn de acetato de calcio M/A, 150 ml.
Filtrar
Filtrado.
Dializar contra agua de la llave
Solucibn dializada.
Adicionar acetatode sodio hasta 0.1 M
Suspender 20 gramos de DEAE-celulosa.
Ajustar pH a 7.5. Mantener en cuarto frio durante_
2 horas.
Filtrar
Lecho de DEAE-celulosa
Lavar con acetato de sodio 0.1M
Lecho de DEAE-celulosa.
Extraer con acetato de sodio 0.2 M
Extracto.
Adicionar acetato de calcio hasta M/4
Adicionar acetona hasta 60%
Centrifugar
Precipitado
Disolver en acetato de sodio 0.1 M
Cromatografia en columna de DEAE-celulosa.
Taka-amilasa A purificada.

Fuente: Toda, H., and Akabori, S. (1963). Journal of Bio-
chem (Tokyo).
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IlPara examinar la homogeneidad de una preparacidn -
de amilasa se puede usar un método de electroforesis en_
gel de poliacril-amida o una cromatografia analitica de
intercambio iénicqil

L?or lo que respecta a la estructura primaria de -
las diferentes alfa-amilasas, la de Bacillus subtilis di

fiere de otras, particularmente de la de Aspergillus ory

zae, en que no tiene sulfhidrilos ni puentes disulfuro,-
esto es, no contiene residuos de cisteina ni de cistina.
La alfa-amilasa de Aspergillus oryzae tiene cantidades -

bajas de residuos de aminoacidos basicos, lo cual contri
buye a su bajo contenido relativo de nitrdgeno y a su ca
racter mas &cido. La alta proporcibén de tirosina, de -
otros aminoacidos hidroxilados, aminoacidos dicarboxili-
cos y tal vez amidas pueden formar puentes intramolecula
res de hidrégeno en la moléculade alfa-amilasa de Asper-
gillus oryzae, confiriéndole una estructura muy compacta.
Esto Gltimo podria explicar la baja levorotacidn, bajo -

volumen especifico parcial, extraordinaria fuerza para -
enlazar el calcio y elevada resistencia a cambios en pH,
temperatura y protedlisis de la molécula de alfa-amilasa
de Aspergillus oryzae.

Por el método de Sanger usando 2,4-dinitrofluoro--
benceno, se ha demostrado que el grupo amino terminal -
de la molécula de taka-amilasa A corresponde a un resi--
duo de alanina. Para esta misma amilasa, se determind -
por el método de hidrazindlisis la existencia de tres -o-
grupos carbono terminales correspondiendo a residuos de
serina, alanina y glicina (Akabori, S., et al. 1956). -
Investigaciones mas recientes con técnicas de digestidn_
con carboxipeptidasa A e hidrazindlisis afirman que el -
grupo carbono terminal corresponde sbélo a un residuo de
serina (Narita, K., et al. 1966). De acuerdo a ésto, la
molécula de taka-amilasa es una cadena con un residuo de
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Jalanina en el amino terminal v un residuo de serina en -
el carbono terminal.)

[%ara alfa-amilasa de Bacillus subtilis se ha deter-
minado por el método de Sanger que el amino terminal co-
rresponde a un residuo de valina, y el carbono terminal
a un residuo de lisina. Este carbono terminal se ha de-

terminado por la técnica del hidrégeno marcado (Kogima,-
H., v Sugae, K. 1968). Radichevitch, I., et al (1959) "
estudiaron los grupos esenciales de taka-amilasa A, ace-
tilando la proteina con anhidrido acético. Los resulta-
dos indican que la proteina casi se inactivd cuando fue
ron sustituidos aproximadamente la mitad de los grupos -
amino libres. Por confirmacidn de resultados previos se
concluyd que la presencia de grupos amino libres es nece
saria para la actividad. Los estudios de Caldwell, M.L.,
et al €1945), usando cloruro fenil mercrico, p-mercuri-
benzoato y yodoacetamida, mostraron que los grupos SH no
son esenciales para la actividad de taka—amilasaﬁiz

<

/La presencia de componentes no proteinicos en la
moléculade alfa-amilasa de Aspergillus oryzae, ha sido -
estudiada por Haurahan, V.M., y Caldwell, M.L. (1953), -
quienes determinaron que unido a la molécula de proteina
se tiene una molécula de carbohidrato, constituida por 8
moles de manosa, una mol de xilosa y 2 moles de hexosami

na por cada mol de alfa-amilasa. Akabori, S., et al -
(1955) sugirieron que la fraccién de carbohidrato en 1la
molécula de alfa-amilasa no participa de manera directa
en la actividad enzimética. En 1955, Hanafusa, H., Ike-
naka, T., y Akabori, S., produjeron alfa-amilasa de As--
pergillus oryzae sin la fraccidn de carbohidrato:?

Las alfa-amilasas han sido clasificadas como meta
loenzimas que requieren calcio como cofactor. Stein,E.A.,
et al en 1964 reportaron la eliminacidn total de calcig;
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Zde la molécula de alfa-amilasa de Bacillus subtilis, se—-—
cuestrando el catibén con EDTA o por electrodillisis. El

resultado de las investigaciones revela una desnaturaliza
cibn reversible de la molécula de alfa-amilasa. La molécu
la de taka-amilasa A resultd ser extraordinariamente re--
sistente a la eliminacidn de calcio. En este sentido, la
velocidad de eliminacidn del calcio depende del origen de
la amilasa presenténdose el siguiente patré?ij

. Mamifero Bacteriana Fungica
e velocidad de eliminacidbn -
del calcio.

———————————————————————————— » fuerza de unidbn del calcio
a la molécula de enzima?

Hsiu, J., et al en 1964[éstudiaron las propiedades
cataliticas de alfa-amilasa de Bacillus subtilis durante_
la eliminacibn progresiva, por secuestro o electrodiéli--
sis, del calcio unido a la enzima. En la eliminacidn del
calcio se observd una pérdida de la actividad que podria_
ser cuantitativamente recuperada restaurando el catidn a
la enzima;l

:\Las enzimas bacterianas requieren 4 o mis atomos—-
gramo de calcio por mol de enzima para su total actividad.
Se ha sugerido que el calcio forma enlaces intramolecula-
res similares en su funcidn a los enlaces disulfurd]

[La taka-amilasa A fija 10 atomos-gramo de calcio -
por mol de enzima, pudiendo ser eliminados contra acetato
de sodio 0.02 M, mediante di&dlisis, 9 de los 10 atomos- -
gramos de calcio. Estos 9 Atomos-gramos eliminados estén
débilmente unidos, y al eliminarlos no hay un cambio en -
la actividad enzimitica (Gikawa,—A.,y Maeda, A.—1957). -
Estos atomos de calcio estabilizan la molécula de enzima_
contra la desnaturalizacién. E1l atomo gramo de calcio no
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dlallzable esta tan especifica y fuertemente unida que no
puede desllzarse contra EDTA y pH de 7-9 durante 150 ho--
ras a baja temperatura (Stein, E.A., et-al.—1964). Kato,
et al en 1967 demostraron que el atomo de calcio fuerte--
mente unido puede ser eliminado contra EDTA a pH de 8 y -
50°C. La actividad enzimética se pierde, pero se recupe-
ra con la adicibn de calcio. Toda, H., y Narita, X. -
(1967) demostraron que un &tomo de calcio en taka-amilasa
podia ser reemplazado por otro catidn divalente, como mqg
nesio, barlo o estroncio, sin causar un cambio 51gn1f1ca—

R

tivo en 1a actividad de la am11as§:]

Ziél efecto directo que tiene el catidén sobre la al
fa-amilasa es el de estabilizarla. Ya en 1901, Wallers--
tein, patentd el uso de las sales de calcio para aplica--
cibén en cerveceria. Actualmente el catibén calcio se adi-
ciona rutinariamente durante la purificacién de alfa-ami-
lasa con objeto de estabilizar la enzima y provocar una -
mejor crlstallzac1on:) (E;schen-EvHﬂ _y-SteinE-H. -
1960). ~

):Los pesos moleculares de alfa-amilasa bﬁ&terianq_
y fhingica varian de 40,000 a 60,000, como se muestra en -
el cuadro 4. Los pesos moleculares se han determinado por
técnicas de sedimentacidn y gel filtraciéﬁ?(Takagi, Gaoy —
Toda, H., e Isemura, T.1970).

Stein, E.A., y Fischer, E.H. (k&ﬁB)[ﬁemostraron =
que alfa-amilasa cristalizada de Aspergillus oryzae y de_

Bacillus subtilis conservan toda su actividad cuando se -

incuban con grandes concentraciones de tripsina cristali-
zada. Yamamoto, T. (1955) trabajando con alfa-amilasa -
cristalizada de Bacillus subtilis la expuso durante lar--
gos periodos de tiempo a la accibn, por separado, de dife

rentes enzimas proteoliticas como papaina, tripsina, qui-
motripsina, subtilisina y pepsina, observéndose que la aij



CUADRO 4. PESOS MOLECULARES DE ALFA-AMILASAS,

AMILASA PESO MOLECULAR METODO

Alfa-amilasa de Bacillus 48,900 (monbémero) S y D

subtilis 96,900 (dimero)
47,000 (monémero) SE
Taka-amilasa A (alfa-ami 51,000 Sy?D
lasa de Aspergillus ory-
zae) 52,600+2,600 SE
49,000 GF
50,000 Sy D

Alfa-amilasa acido esta-
ble de Aspergillus niger 61,000 SE
Alfa-amilasa &acido ines-
table de Aspergillus ni-

ger 61,000 SE
Alfa-amilasa termoesta--— 48,000 SE
ble de Bacillus stearo--

thermophilus 52,700+2,200 SE

S y D: Constantes de sedimentacidén y difusidn.
SE: Equilibrio de sedimentacidn.
GF: Gel filtracidnm.

Fuente: TAKAGI, T., TODA, H., and ISEMURA, T. (1970). -
"Bacterial and Mold Amylases" in "The Enzymes" -
edited by Boyer, P.D., Lardy, H., and Myrback, K.
Academic Press. New York, USA.
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tividad de la alfa-amilasa se conservaba. Hagihara, B., -
et al (1956) también demostraron que cuando la alfa-amila-
sa de Bacillus subtilis y de Aspergillus oryzae son trata-

das con subtilisina, tripsina y quimotripsina, no solo no
conservan su actividad, sino que permanecen totalmente pre
cipitables con &acido tricloroacético.

Este Ultimo resultado sugiere que la resistencia -
del ataque proteolitico no esté restringido al sitio acti-
vo, sino que incluye a toda la estructura molecular de 1la
enzima. Por otra parte, las alfa-amilasas desnaturaliza--
das con calor, acido o urea son féacilmente digeribles por
la subtilisina, lo que se ilustra por su solubilidad com--
pleta en &cido tricloroacético.

En la actualidad v en los prbéximos ahos, las alfa—-—
amilasas que puedan soportar condiciones extremas de proce
so, serén de gran importancia académica, técnica y econbmi
ca, particularmente en aplicaciones industriales. A la fe
cha se han estudiado alfa-amilasas acido y termoestables, -
debido a que altas temperaturas y pH acidos son condicio--
nes 6ptimas para la hidrbélisis del almidbébn. En realidad,-
el consumo de estas amilasas no es grande, debido a que -
las alfa-amilasas convencionales son de un precio relativo
bajo y generalmente resistentes a las condiciones de proce
so, cuando menos durante el tiempo que éste dura. Las al-
fa-amilasas acido y termoestables seran mas Utiles cuando_
sean unidas a soportes inertes, esto es, cuando se tenga -
un mayor desarrollo en el prometedor campo de la INMOVILI-
ZACION DE ENZIMAS.

Aparte del interés exclusivamente industrial, las -
enzimas amiloliticas acido o termoestables son interesan--—
tes desde el punto de vista biolbgico, en relacidbn a los -
mecanismos de adaptacidén de microorganismos a condiciones_
extremas. En este sentido, las enzimas de microorganismos
termofilicos tienen interés en el estudio de la termofili-
dad.
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Como ya se menciond, la especificidad de alfa-ami-
lasa es catalizar la hidrdlisis de los enlaces alfa-1-4--
glucosidicos en polisaciridos o productos de su degrada--
cién, permaneclendo el enlace alfa-l-6-glucosidico de glu
cbgeno o amilopectina sin ser hidrolizado. Okada, S., et
al (1969) demostraron que la escisién inicial de alfa-ami
lasa sacarificante de Bacillus subtilis sobre maltodextri
na ocurria mas rapidamente en el tercer o més interno en-
lace a partir del extremo no reductor. En el cuadro 5 y
6 se muestra la velocidad relativa de hidrdélisis de malto
oligosacéaridos catalizada por alfa-amilasa de Bacillus -
subtilis. La alfa-amilasa sacarificante muestra una afi--
nidad por maltooligosacéridos que tienen longitud de cade
na G2 a G23, mientras que la afinidad de alfa-amilasa li-
cuefactante es marcadamente reducida por oligosacéaridos -
con longitud de cadena menor a G

23"

Matsubara, S., et al (1959) investigaron el efecto
de aglicdn sobre la velocidad de hidrbélisis de maltosida-
sa mediante taka-amilasa A. Esta enzima cataliza la hi--
drblisis maltosidica de varias alfa-maltosidadas, tal co-
mo metil, etil, fenil y p-nitrofenil maltosidasa, ésto -
es, la taka-amilasa A tiene una alta especificidad de -
aglicon.

La accibén de la alfa-amilasa se caracteriza por -
cambios simultaneos en las siguientes propiedades:

a) Disminucién de la viscosidad.

b) Incremento en la concentracién de grupos reductores.
c) Cambio en la capacidad para tehirse con yodo.

d) Cambio en la rotacién Optica.

Los métodos disefiados para medir la actividad de -
alfa-amilasa estan basados en alguno de los anteriores fe
nbémenos, y principalmente en alguno de los primeros tres.
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CUADRO 5. VELOCIDAD RELATIVA DE HIDROLISIS DE MALTOOL IGO
SACARIDOS MEDIANTE ALFA-AMILASA SACARIFICANTE_
DE Bacillus subtilis.

VELOCIDAD RELATIVA DE
MALTOOLIGOSACARIDO CONCENTRACION

HIDROLISIS

G, 0.002 M 0

G, 0.002 M g

G 0.002 M 98

4

Gy 0.002 M 72

G 0.002 M 49

G, 0.002 M 34
(Maltodextrinas (G23) 0.2% 85
Almidén 0.25% 10

Fuente: TAKAGI, G., TODA, H., and ISEMURA, T. (1970). -
"Bacterial and Mold Amylases" in "The Enzymes" -
edited by Boyer, P.D., Lardy, H., and Myrback, -
K. Academic Press. New York, USA.
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CUADRO 6. VELOCIDAD RELATIVA DE HIDROLISIS DE MALTOOLIGO
SACARIDOS MEDIANTE ALFA-AMILASA LICUEFACTANTE_
DE Bacillus subtilis.

VELOCIDAD RELATIVA D
MALTOOLIGOSACARIDO CONCENTRACION £ =

HIDROLISIS

G15 0.1 0
G7 0.1 i
G10—12 0.1 1
G15—20 0.1 10
Maltodextrina

(G23) 0.1 41
Almidén 0.1 100

Fuente: TAKAGI, G., TODA, H., and ISEMURA, T. (1970). -
"Bacterial and Mold Amylases" in "The Enzymes" -
edited by Boyer, P.D., Lardy, H.,and Myrback, K.
Academic Press. New York, USA.
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Sobre esta base, la actividad de alfa-amilasa en ocasio--
nes se expresa Como:

a) Capacidad licuefactante.
b) Capacidad sacarificante.
c) Capacidad dextrinificante.

Los grupos reductores son determinados por cual--
quiera de los métodos siguientes:)

a) Somogyi-Nelson (Fuwa, H. 1954).
b) Acido 3,5-dinitrosalicilico (Bernfeld, P. 1951).

La capacidad dextrinificante se determina por el -
cambio en el color azul que produce el complejo de absor—-
cibén yodo-amilosa. El sustrato comunmente usado es almi-—-
dén soluble (amilosa).

A pesar de que las alfa-amilasas con un buen grado
de pureza son facilmente adquiridas, de que esta enzima se
encuentra entre las primeras conocidas, de que fué de las
primeras usadas en estudios de cinética enzimatica, y que_
una considerable cantidad de estudios se han desarrollado_
con ella en esa area, es minimo el conocimiento y ademés -
insuficiente, que se tiene del mecanismo de accidn de la -
alfa-amilasa. Este hecho, paraddjico, tiene su origen en
la complejidad del sustrato y de la reaccidn misma]

El pH 6ptimo de la alfa-amilasa de Aspergillus ory-
zae,es de 4.8-5.8, de Bacillus subtilis de 5.85-6.00 y de_
malta de 4.75-5.40. Ono, K., et al en 1958 estudiaron la_
influencia del pH sobre la hidrdlisis de amilosa mediante

amilasa bacteriana cristalizada. Ellos encontraron que -
mientras la constante aparente de Michaelis para la reac--
cidn permanecia constante en un valor de 2.3 X 16—3 moles_
de enlaces glucosidicos por litro para pHs de 3.6 a 8.4, -
la constante aparente de velocidad de la reaccibén disminuia
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bruscamente a ambos lados del pH 6ptimo. Ellos suponen -
que la enzima, E, o el complejo enzima sustrato, ES, es -
involucrado en un tipo de equilibrio postulado por Waley,
S. G. (1953) y por Laider, K. J. (1955) en el cual sbélo -
es enzimaticamente activa la especie EHS. E1 equilibrio_
se representa por:

v+ H
+ +
EH,S —<*. EHS —2- ES-
lh
Productos

Para los grupos ionizables A y B se obtuvieron -
los siguientes valores: pKa = 4.22, AHa = 2.0 kca;/mol; -
pkb = 7.55, AHb=4.0kcal/mol. Las constantes de ioniza—-
cibén no variaron ni con la concentracibn del sustrato ni
con la temperatura. Sobre la base de estos resultados se
postula que los grupos involucrados son un carboxilo para
el caso de A y un imino de histidina para B. Sin embargo, °
a fin de determinar qué grupos son los que participan en
la disociacidn, es necesario mayores estudios que comple-
menten las determinaciones sefialadas, y poder identificar
las "constantes de disociacibn" cinéticamente determina--
das por las constantes de disociacidén de grupos en el si-
tio activo (Fischer, E.H., y Stein, E.A. 1960).

Los datos reportados respecto a que la formacién_
del complejo enzima-sustrato en la reaccidn catalizada -
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por amilasa, no es afectada por grandes variaciones en
el pH, implican que ese parametro afecta primariamente_
la segunda etapa de una reaccidén del tipo de Michaelis-
Menten, que es en el que realmente se hidroliza el enla
ce glucosidico.

Los datos de Myrbick (1962) y de Ono, et al (1958)
para el pH 6ptimo de la reaccidn son consistentes con -
la opinibn de que un grupo carboxilo de pK 4-5, y un -
grupo amino o imino de pK 7-8 son directamente involu—-
crados en el proceso catalitico. Sobre la base de estu
dios quimicos se piensa que en el proceso participa un -
grupo imino primario.. La hidrdélisis de almidén o glucd
geno con amilasa en H 018 indican que la escisibn de -
los enlaces glucosidicos del polisacarido es en C_-oxi-
geno (Fischer, E.H., y Stein, E.A. 1960). Larner; J.,_
y Mayer, F.C. (1958) han propuesto que en la reaccidn -
el sustrato se orienta primero sobre la superficie de -
la enzima. Después de protonar el puente de oxigeno, -
para formar un ibén oxonio, serompe el enlace glucosidi-
co sobre ‘el lado del carbono C., dejando un ién earbonio
como intermediario. Durante la solvblisis, la cual com
pleta esta reaccibn Snl, las restricciones estéricas im
puestas por la superficie de la enzima sobre los resi--
duos reductores potenciales determinan la conformacién_
del anillo, y, finalmente, la configuracidén del grupo -
reductor.

Otro mecanismo propuesto para la accibn de alfa- -
amilasa es el de Koshland, Jr., D.E. (1958), el cual -
postula un mecanismo de doble desplazamiento el que se_
lleva a cabo sin un cambio en la configuracibén éptica -
del &tomo anomérico de carbono. Como se muestra en el
diagrama del mecanismo propuesto por Koshland, hay un -
grupo carboxilo y un grupo nitrogenado en el sitio acti
vo. Hay cierta incertidumbre acerca de la naturaleza -
del grupo nitrogenado. El1 pK de 6.5-8.0 podria indicaéz
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un grupo imidazol o un grupo amino. Cuando menos, para al
fa-amilasa de porcino, los efectos de fotooxidacidén y del
ién cloruro sobre la actividad, asi como el calor de ioni
zacién (4.0 kcal/mol) favorecen la opinién de que se tra-
te de un grupo imidazol (Wakim, J., Robinson, M., y Tho--
may J. 1969). El sustrato forma un complejo de adsorcién
con la enzima. En este mecanismo propuesto el idén car-
bonilo funciona como un nucledéfilo que actua sobre la po-
sicién C_ del sustrato, ataque que es favorecido por la -
protonacién del enlace mediante el &cido (ién imidazolio).
Como resultado se forma un intermediario glucosil-enzima_
con enlaces covalentes. En la reaccién de desglucosila--
cién, el grupo imidazol sin protonar funciona como una ba
se para combinar un proténdel agua y liberar un OH™ el -
cual reacciona en la posicidn C_. del complejo glucosil--
enzima (Whitaker, J.R. 1972).
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/EfUna de las aplicaciones més importantes de alfa--
amilasa es en suplementacibn de harinas destinadas a pani
ficacibénl Una alta proporcibdn de las harinas de trigo -
son naturalmente deficitarias en alfa-amilasa, aunque con
tienen cantidades apreciables de beta-amilasa. Los gra--
nos de cereales no germinados contienen fundamentalmenté_
beta-amilasa, mientras que los granos germinados contie—-
nen ademas alfa-amilasa. Tradicionalmente las harinas po
bres en actividad amilolitica han sido suplementadas con_
harina de malta. La cantidad de malta a ser adicionada -
depende de su propia actividad enzimética asi como de la_
calidad de la harina a ser enriquecida. La suplementa- -
cién de harinas debe ser realizada con precaucién ya que_
un exceso puede conducir a la obtencidn de un pan cuya mi
ga sea humeda, pegajosa y poco eléstica como resultado de
una excesiva formacidn de dextrinas. Ademas, debe tener-
se presente que ciertas harinas suplementadas con maltas_
conteniendo cantidades altas de proteasas pueden modifi--
car las caracteristicas del gluten disminuyendo su cali--
dad como harina panificable. En esos casos es recomenda-
ble el uso de preparados enzimiticos de origen fingico de
bajo contenido en enzimas proteoliticas. Segun Hircher—-
berg (1957) el uso de alfa-amilasa flngica en harinas -
diastésicamente deficientes confiere una serie de venta—-
jas como: Produce una masa mas facilmente trabajable, me-
jora la absorcidén de agua, mejora la estabilidad de la ma
sa, la textura y la porosidad, mejora también el color de
la costra del pan, confiriéndole a su vez un alto grado -
de digestibilidad, y finalmente alarga la vida del pan -
(Mazza, L. A. y Balatti, A.P. 1970).

Entre otras aplicaciones de alfa-amilasa pueden -
mencionarse las siguientes:

a) Elaboracién de alimentos con un alto contenido en ce—-
reales, para CONSUMO infanti{)(Wénd;£h7_ﬂ*ﬂ-,"y,MhaLre,
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c)

d)
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M. S. 1965) Z(onV1erten el almidén en dextrina vy azucar
e incrementan la absorcidn de aguaj

Clarificacibén de jugos, por la eliminacidn del almiddn.

Preparacién de jarabes de chocolate. Licuefaccidén de los
almidones para que los jarabes puedan ser mas facilmente
mane jables.

Fabricacidén de cerveza. Ya sea convirtiendo almiddén en -
maltosa consumida en la fermentacibén o para eliminar tur-—
bidez producida por almiddn.

Fabricacién de productos farmacéuticos de uso como coadyu
vantes digestivos.

Jarabes y azlcares. Conversidn de almidones a dextrinas_
de bajo peso molecular (jarabe de maiz).

Vegetales. Hidrdlisis de almidén. En ablandamiento de -
chicharos.

Las importaciones anuales de amilasa, consignadas
en el "Anuario Estadistico de Comercio Exterior de los Es
tados Unidos Mexicanos" (Direccién General de Estadisti--
ca. Secretaria de Industria y Comercio. México), inclu-
ye las siguientes fracciones arancelariass:

Partida: 29.40.- Enzimas.

Subpartida: A.- Enzimas.

Fraccibn: 29.40. A.004. Amilasa, excepto lo comprendido -
en la fraccibn 29.40.A.016.

Fraccibén: 29.40.A.012. Diastasa de Aspergillus oryzae.

Fraccibn: 29.40.A.016. Amilasa bacteriana.

Fraccién: 29.40.A.025. Diastasa de malta.

Fraccién: 29.40.A.026. Amilasa pancreatica.

El comportamiento observado en las importaciones -
anuales de diastasa de Aspergillus oryzae de 1968 a 1974
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se muestra en el cuadro 7 y gré&fica 1. El volumen de im-
portacién en unidades de kg legal ha experimentado un in-
dice de crecimiento del 248% y un incremento medio anual
acumulado del 15%. E1 valor en pesos para la importacidn
total de 1974 fué de 4'900,084 de pesos. Este valor inclu
yve el valor de compra de la mercancia en el lugar de pro-
cedencia, fletes, seguros y otros gastos hasta llegar la
mercancia hasta la frontera mexicana. Esta manera de va-
lorar las mercancias importadas se denomina CIF.

A los paises que en mayor porcentaje y de manera
constante se les ha comprado diastasa flngica son los Es-
tados Unidos de Norteamérica y Suiza. Otros paises con -
una participacidbn relativa baja, pero que también han par
ticipado como proveedores son Dinamarca, Japbn e Italia.

La tendencia experimentada en las importaciones -
anuales de amilasa bacteriana, para el mismo periodo de -
estudio se muestra en el cuadro 8 y gré&fica 2. El volu--
men de importacibén en unidades de kg legal, ha experimen-
tado un indice de crecimiento del 137% y un incremento me
dio anual acumulado de 10%. El1 valor en pesos de la im--
portacibn total durante 1974 fué de 5'445,183, valor CIF.

Los paises que han cubierto la importacidbén son: -
Estados Unidos de Norteamérica, Francia, Suiza, RepGblica
Federal de Alemania, Dinamarca, Japbn; y en una propor- -
cidén baja y no constante Paises Bajos y Bélgica.



70 A3

C °

41

CUADRO 7. COMPORTAMIENTO OBSERVADO EN LAS IMPORTACIONES
ANUALES DE DIASTASA DE Aspergillus oryzae.

UNIDAD Y CANTIDAD

ANO o VALOR EN PESOS $/kgl.
1968 2,514 879,391 350
1969 3,791 1'371,333 363
1970 4,430 1'511,035 342
1971 5,309 21117,289 399
1972 11,295 21603, 377 432
1973 8,882 31150, 480 355
1974 8,708 41900,084 564

Fuente: Direccibn General de Estadistica.

Industria y Comercio. (1968 a 1974).
Estadistico de Comercio Exterior de los Estados__

Unidos Mexicanos".

México, D.F.

Secretaria de

"Anuario
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CUADRO 8. COMPORTAMIENTO OBSERVADO EN LAS IMPORTACIONES
ANUALES DE ALFA-AMILASA BACTERIANA.

UNIDAD Y CANTIDAD

ANO (Xg 1legal) VALOR EN PESOS $/kgl.
1968 11,143 1'087,900 98
1969 25,229 1'866,787 76
1970 30,355 21101,018 69
1971 12,012 11403, 364 117
1972 5,194 1'183,112 227
1973 6,636 1'071,941 161
1974 23,319 5'445,188 207

Fuente: Direccidn General de Estadistica. Secretaria de
Industria y Comercio. (1968 a 1974). "Amuario -
Estadistico de Comercio Exterior de los Estados__
Unidos Mexicanos". México, D.F.



7D 1D 44

\S)

é7 § /
>

GRAFICA 2. COMPORTAMIENTO OBSERVADO EN LAS IMPORTACIORES
ANUALES DE AMILASA BACTERIANA.
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Eiﬁn el diagrama 1, 2 y 3 se muestran las etapas se
guidas en la produccidn, purificacién y caracterizacién_
de alfa-amilas de Aspergillus oryzae. En el diagrama -
4, la caracterizacibn de la alfa-amilasa comercial de -
Bacillus subtilis)

CMICROORGANISMO )

| se trabajé con una cepa de Aspergillus oryzae -
12802-ATCC. )

(MEDIO DE CULTIVO PARA LA CONSERVACION DE LA CEPA]

Q-El medio de cultivo empleado para la conservacidn
de la cepa fué YPG-Agar (Extracto de levadura-Peptona- -
Glucosa—Agar), cuya composicidén quimica es la siguienteﬁ

CExtracto de levadula ............o.o.... N 3.0 gramos
PEPEOTNEL wwiw s sros sonmos i i s 8 Gl ss abais 6 sretis o8 it 10.0 gramos
CLHETRR % fa e ann S0 5 S = v e F R PP 20.0 gramos
l\aa.x* 300 3!’5@««05]

‘Disolver en 950 ml de agua destilada y ajustar el
PH a 4.5 con acido sulfirico 2 N. El volumen se lleva a
1,000 ml y se anaden 30 gramos de agar. Se calienta has-
ta licuar el agar y se envasan porciopes de 10.0 ml en -
tubos con tapbdn de rosca. Se esterilizaron los tubos en
autoclave a 15 libras de presidn durante 15 minutos. -
Después de esterilizar los tubos, se enfrian en posicidn
inclinada;

>
[CONSERVACION DE LA CEPA)

Zﬁn cada uno de los tubos conteniendo 10.0 ml de -
medio YPG-Agar solidificado se siembra por estria una -
asada de la cepa estudiada.}
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DIAGRANA I. PRODUCCION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae EN -
CULTIVO SUMERGIDO.

Seleccién del microorganismo

Ceva de AsSvergillus oryzae

Conservacién de la cevpa.
Produccibn de un lote de esporas
Inoculacibn del medio de cultivo
Desarrollo de la fermentaciGn‘

Concentracién y Purificacién
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DIAGRAI'A 2. CONCENTRACION Y FURIFICACION DE ALFA-~ANMILASA D=

Asvergillus oryzae.

Yedio de fermentecién —=Filtracién

Concentracibn
Evanoracién al vacfo ( Ultrafiltracién
' Dialisis

L‘" Ultrafiltracién

Dialisis
Concentracibfn con acuacide
Dialisis

Liofilizacién

Disolver en acetato de sodio
O.I 1‘.1, pH 7-5-

Caracterizacién.



DIAGRAMA 3. CARACTERIZACION DE ALFA-ANTILASA DE Asvergillus oryzae

Solucién enzimética

Efecto de la concentracién del

sustrato

Efecto de 1a concentracién de la enyfma

Efecto del oH del medio de reaccibn

Efecto de la temperztura del medio de reaccién

Bfecto de la concentracién de cloruro de calcio

Bfecto del tiempo de reaccién
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DIATRAI'A 4. CARACTERIZACION DE ALPA-AMILASA COIiZRCIAL DE

32cillus subtilis.

Alfa-anilasa cteriana

Efecto de la concentracién del sustrato

Zfecto de la concentracibén de la enzima .

Efecto del pH del medio de reaccibn

Efecto de la temperatura

Zfecto de 1la concentracién de cloruro de

sodio

Efecto del tiemvo de reaccién
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OBTENCION DE UN LOTE DE ESPORAS.

—

/A partir de un tubo conteniendo esporas de la cepa
estudiada y sembrada en medio YPG-Agar, se prepard una -
suspensidén de esporas con la cual se inocularon 3 bote- -
llas de Rose con el mismo medio. Se incubaron a tempera-
tura de 28°C durante 7 dias, para la obtencidn de un lote
~de esporas que servirian para a partir de &l iniciar la -
propagacibén de la cepa en cultivo sumergido;]

MEDIO DE CULTIVO PARA LA PROPAGACION DE LA CEPA.

;El medio de cultivo para la propagacibn de la cepa
fué el medio Czapeck con almiddén como la Gnica fuente de
carbono. La composicibn quimica del medio es la siguien-
te:

Ndm3 ......................................... 2.0 gramos

HPO4 ......................................... 1.0 gramos

MgSO 7H20 ............. S5 8w BRI R R R R A SRR 0.5 gramos

Rl e Fel e ol lad ot o 121 2 NS e S o et 51 ) o bt pthe s S0 e < 1A S B 2 e et o = 0.5 gramos

FeSO4.7H2O ..................................... 0.01 gramos
Almidén soluble (Art. 1252. Merck) ........... 30.0 gramos

Agua destilada ..ewies $omsston: o mmms s @dd e 1000 ml

El medio se esterilizdé en autoclave a 15 libras du
rante 15 minutos.

DETERMINACION DEL pH.

QLa determinacién del pH se efectud en un potencid-
metro Metrohm Herisan, pH-meter E—Slgi]

s
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.PRODUCCION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae EN CULTI-
VO SUMERGIDO.

;Se inocularon 20 matraces Erlenmayer de 1,000 ml.
conteniendo 300 ml del medio de propagacibn, con una sus--
pensidén de esporas de una densidad 6ptica de 0.8 a 620 nm.
Los matraces se incubaron durante 36 a 48 horas en una agi
tadora rotatoria a una temperatura de 28°C. La determina-
cién de la actividad de alfa-amilasa en el medio de propa-
gacién se hizo por el método No. 2, con objeto de seleccio
nar los matraces con mayor actividadix

[pBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO CRUDOJ

Zbo%forme se van seleccionando los matraces con ma
yor actividad, se filtra el medio aplicando vacio y usando
papel filtro Whatman No. 1. De esta manera se obtiene el
extracto crudogl

[METODOS USADOS PARA CONCENTRAR EL EXTRACTO ENZIMATICO CRU-
0]

[1 . ULTRAFILTRACION]

lge utilizd un equipo marca AMICON modelo 402 con
una membrana UM-10. Se trabajd a una temperatura de 4°C y
a una presibn de 48 psi, usando para ello gas nitrégenél

EQ. EVAPORACION AL VACIO]

[Se utilizd un equipo rotatorio de evaporacibén co-
nectado a un vacio de 14 psi. El extracto crudo se calien
ta hasta una temperatura de 30-35°C. La capacidad del =
equipo de evaporacibn fué de 1.0 litré}
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3./ DESHIDRATACION CON ACUACIDE CALBIOCHEM.._)

[ A

<
é La muestra contenida en una bolsa de di&lisis se -

espolvored con el reactivo y se dejbé durante 24 horas a -
una temperatura de 4°C£:]

ZMETOQQS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMI
LASA. |

[La determinacibn de la actividad de alfa-amilasa -
se realizb usando dos métodos, los cuales se describen a
continuacién: |

yZﬁ. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE AZUCARES REDUCTORE5}7

[:Los azicares reductores producidos por la accidn -
de alfa-amilasa sobre el almidbén, son determinados por el
método del &cido 3,5-dinitrosalicilico.

5.3
Reactivos:

Reactivo de DNS:

Acide 3,5=-initrogaliciliCo wuve ssms s o s 10.6 gramos

NAOH i sl st s e S e e S o T e e e T T 19.8 gramos

Agtaa destilada .. usmewn e o samsins s sienms s s 1,416 ml.
Disolvente:

Tartrato de sodio V' BOERSTIO! s wwews s oo 306.0 gramos

FENGIL Sl i o e M0 PP, S ST B e Ao e e 7.6 ml

Metabisulfito de sodio y potasio .......... 8.3 gramos

Se titula una muestra con fenolftaleina, adicionan
do HCL O.IN. Deberian de consumirse 5-6 ml de HCl. Si -
es necesario adicionar NaOH (2.0 gramos de NaOH=1.0 ml de

"HCL 0.1 N).
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Procedimiento. Determinacibén de glucosa.

La muestra debe contener de 0.2 a 1.0 mg de gluco
sa por ml. Colocar un mililitro de la muestra en un tu-
bo de ensaye y adicionar 3.0 ml de reactivo DNS. Poner
a ebullicidn durante 5.0 minutos. Después del calenta—-
miento se diluye la muestra con agua destilada hasta 20
ml. Se lee el % de transmitancia a 550 nm, con un blan
co de agua para 100% de transmitancia.

El color se desarrolla sblo en condiciones alcali
nas, de manera que cuando el medio sea acido deberéi neu-
tralizarse.

Puesto que 3.0 ml del reactivo de acido 3,5-dini-
trosalicilico reaccionan con 10.0 mg de glucosa, las -
muestras que son demasiado obscuras para poder leerse -
pueden diluirse hasta 1 a 10 con agua, y se obtienen re-
sultados satisfactorios en cuento a exactitud y preci- -
sién. Las diluciones se hacen después del calentamiento
en agua a ebullicibn, y el resultado se multiplica por -
el factor de dilucibén. Ver diagrama 5.

Las muestras calentadas pueden observarse un tiem
po razonable después de la lectura. Las muestras antes_
del calentamiento se deterioran en un tiempo menor.
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[é. DETERMINACION DEL ALMIDON RESIDUAQJ ¥

[ﬁste método se basa en la medicidn de la colora——
cidén azul que produce el complejo yodo—almidéézlse dispo
ne un tubo de ensaye al cual se le agregan 5.0 ml de una
solucidén de almiddn soluble al 1.0%. A la solucidbn de -
almidén contenida en el tubo de ensaye se adicionan 1.0
ml de cloruro de calcio 0.5 M, y un volumen tal de regu-
lador de acetatos 0.1 N, que cuando se agregue el volu—-
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DIAZRANA 5. DETER-INACION DE LA PRODUCCION DE AZUGRRES Re2UCTORES
5.0 m1 de solucidn de glmidén al 1.0%

Incybacibn

I.C nl de solucién de alfa-emilasa

Incubacién durante 30 ninutos

Tomar alfcuota de 2.0 ml

Aladir révidemente 4,0 ml del reactivo
fcido 3,5-dinitrosalicflico

iflzdir 1.9 ml de acua destilada
Incuber 5.0 min en bafio de ague hierviendo
anfriar

Leer en fotocolorimetro a 540 nm con filtro
verde

Para cada uno de los vardmetros investigados(concentracién de sug
trato, concentracién de enz{ma, pH, temneratura, concentracibn de

sal y tiemno) los ajusies se hacen en la etana corresnondiente.
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men de enzima estudiado, se tenga un volumen final de -
10.0 ml. El tubo de ensayo conteniendo almiddbén, regula--
dor y cloruro se agita para homogeneizar el medio de reac
cibén. A este medio se incorpora el volumen de enzima es-—
tudiado, y se incuba segln las condiciones de experimenta
cibn. Ver diagrama 6.

Del tubo anterior (tubo 1) se toma una alicuota y
se recibe en un tubo (tubo 2) conteniendo 0,3 ml de HCl _
1.0 N. La alicuota tomada del tubo 1 es de un volumen de
1.5 ml. Del tubo 2 se toma una alicuota de 0.2 ml y se -
recibe en un tubo (tubo 3) conteniendo 0.5 ml de HC1l 1.0
N. Se afiade 0.1 ml de lugol al tubo 3, y se lleva a 10.0
ml con agua destilada.

Se hace un blanco conteniendo 0.1 ml de lugol, 0.5
ml de HC1 1.0 N, y se lleva el volumen a 10.0 ml con agua
destilada. Se prepara simultineamente un testigo de sus-
trato siguiendo el método para la preparacibébn del proble-
ma, excepto que el volumen de solucidn enzimatica se subs
tituye por regulador, y no se incuba en el tubo 1.

/[ﬁETODO PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA;I

(En la determinacién de proteina se utilizd el méto
do descrito por Lowry y colaboradoregj(l951).

Reactivos:

a) Carbonato de sodio 2% en NaOH 0.1 M. \{}
. b) Tartrato de sodio y potasio 1.0% en CuSO 5H 0
al 0.5%.
c) Mezcla de: 50 ml de (a) + 1.0 ml de (b).

La mezcla debe hacerse en miltiplos de la propor--
cibén indicada, y sirve solamente el dia que se prepara.
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DIAGRANA 6. DETERIINACION DB ALIIDON RESIDUAL,

5.0 ml de solucién de almidén al I.0%

Tubo I 1.0 ml de cloruro de calcio 0,5M
3.9 ml de regulador de acetdtos O.I N, uH 4.5
6.I ml de enzi{ma(50lucién). ‘

Incubacién 7

I.5 ml de ia mezcla del tubo I
0.3 ml de 4cido clorhf{drico I.0 N

Tubo 2

0.2 ml de 1la mezcle del tubo 2
Tubo 3 0.5 ml de &cido clorhfdrico I.0O N

O¢I ml de lugol

9,2 ml de agua destilada

Lectura en fotocolor{metro con
filtro rojo

Para cada uno de los narémetros investigados(concentracién de sus
trato, concentracibn de enz{ma, pH, temveratura, concentracién de
sal y tiemno), los ajustes se hacen en el tubo I y/o en las condi

ciones de incubacién.
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d) Reactivo de Fohlin diluido: 1.0 volumen de -
reactivo de Fohlin + 2.0 volumenes de agua.

Procedimiento:

Al problema conteniendo de 20 a 200 gramos de pro
teina por ml, se le atiaden 5.0 ml del reactivo -
(c), se agita y se deja reposar 10.0 minutos. A
continuacién se adicionan 0.5 ml del reactivo -
(d), agitando inmediatamente y dejando reposar 30
minutos.

Simultaneamente con el problema debe hacerse una_
curva de referencia. Esta curva se hace con albimina bo-
vina conteniendo 400 ug/hl para limites de 40 a 200 ug.

El color se lee en espectrofotébmetro a 750 nm. Se
hace un blanco con agua destilada y reactivos.

DIALISIS,

Las diilisis se efectuaron contra agua de la lla-
ve o contra regulador, segin el caso.

ALFA-AMILASA COMERCIAL.

Se trabajdé con alfa-amilasa comercial de Bacillus
subtilis, de la Compaiiia Sigma.

CURVA TIPO DE AZUCARES REDUCTORES.

En la gréfica 3 se presenta la curva tipo de azl-
cares reductores (DNS).



GRAFICA 3. CURVA TIPO DE AZUCARES REDUCTORES(DNS).

Densidad 6ptica
a2 550 nm.

I.0
0.9 {
0.8
0.7
0.6 1
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1 1

L — + -

i +
T + +

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
mg de glucosa

-+
4

Ecuacién obtenida por minimos cuadrados:

(D.0. )=0.01176+0.4545 (mng de glucosa)

550nm
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CURVA TIPO DE PROTEINAS SOLUBLES.

En la gréfica 4 se presenta la curva tipo de pro--
teinas solubles (LOWRY).

PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae POR -
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN UNA COLUMNA DE =
DEAE-CELULOSA,

La muestra liofilizada se disolvid en 5.0 ml de -
una solucidén de acetato de sodio 0.1 M, pH 7.5. La solu-
cidn resultante se pasd a través de una columna de 33 cm_
de altura x 5.0 cm de dlametro, empacada con DEAE-celulo-

sa equilibrada con 1a solucién de acetato anteriormente -
sefialada.

La muestra se eluyb con un gradiente lineal de con
centracibn de acetatos, ademids de un gradiente de pH. El
gradiente se obtiene colocando 200 ml de acetato de sodio
0.1 M, pH 7.5 y 200 ml de regulador de acetatos 1.0 M, -
pH 6.0 en un sistema de vasos comunicantes con agitacidn.
Se colectaron 113 fracciones de 3.0 ml cada una, y se
usd un flujo de 2.0 ml por minuto.
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GRAPICA 4. CURVA TIPO DE PROTEINAS SOLUBLES(LOWRY).
© ALBUMINA BOVINA.

Densidad éptica
a 750 nm.

1.0 |
0.9 T
0.8 1
0.7 T
0.6 T

0.5 1

0 + + ~+ + ¥

0 50 100 150 200 250 300
ug de proteina.

Ecusacién obtenida por minimos cuadrados:

(D.0.750nm)=0.07894+0.002781(ug de protefna).



IV. RESULTADOS



zpa maxima produccibn de alfa-amilasa fué a las 36
horas de desarrollo del cultivo. En este tiempo se obtuvo
el extracto crudo (medio filtrado), con una actividad espe
cifica de 369.1 mg de almidén hidrolizado/mg de proteina,.]

[PRODUCCION DE ALFA-AMILASA. |

—

[ CONCENTRACION Y PURIFICACION. |

La concentracidn y purificacibébn de alfa-amilasa se
llevé a cabo conforme a lo indicado en el diagrama 2, con-
signandose en el cuadro 9 las determinaciones de actividad
especifica en las etapas del proceso.

C?ara el caso en que se concentra por evaporacidn al
vacio se observa una ligera disminucidn en el valor de la_
actividad especifica; variacibén que no es significativa, -
aunque pudiera interpretarse como una desnaturalizacidbn de
una fraccibén de la cantidad de enzimai]

El extracto concentrado por evaporacibn al vacio -
presenta un aspecto viscoso, pegajoso y amarillento el -
cual desaparece al dializar el extracto contra agua de la
llave. La actividad especifica del extracto concentrado y
dializado es de aproximadamente el doble de la del extrac-
to sin dializar. Este resultado hace pensar que los pro--
ductos eliminados en la diélisis(principalmente productos_
de degradacibn del almidbén, de bajo peso molecular) ejer—-
cen un efecto de inhibicidén sobre la actividad de alfa-ami
lasa.

Para el caso de concentracidn del extracto crudo -
mediante ultrafiltracidén, se observd un aumento significa-
tivo en la actividad especifica de la alfa-amilasa.

La actividad especifica de la muestra concentrada
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CUADRO 9. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALFA-AMILASA DE Asper-
gillus oryzae EN LAS ETAPAS DE CONCENTRACION Y

PURIFICACION.

ETAPA

ACTIVIDAD ESPECIFICA
(mg de almidén hidro
lizado /hg de protei

na)

Extracto crudo

Extracto crudo concentrado por
evaporacibén al vacio

Extracto crudo concentrado por
evaporacién al vacio y dializa
do contra agua de la llave
Extracto crudo concentrado por
ultrafiltracidén

Mezcla

Concentracidén con acuacide
Concentracidn por liofilizacidn
Purificacibén en columna de DEAE-
celulosa

369.

362.

Thails

610.
640.
655.
636.

3,800.

o 9@ O
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y deshidratada con acuacide no experimentd un cambio sig
“nificativo, mientras que al someterla a liofilizacibn, -
la actividad disminuyd ligeramente.

En la etapa final de purificacidn, la actividad
especifica de la muestra concentrada aumentd de 636.1 a

3,800. Los resultados obtenidos en el fraccionamiento -
de la muestra a través de la columna de DEAE-celulosa se
consignan en el cuadro 10. Para cada tubo (fraccibén co-
lectada) se leyd la densidad éptica a 280 nm. El mismo_
resultado se muestra en la grafica 5, en la cual se pue-
den distinguir varias fracciones o "picos". En el cua—-
dro 11 se ‘resentan los valores de la actividad especiﬁi
ca de cada una de las fracciones. Las fracciones selec-
cionadas para hacer la caracterizacibdn fueron de la 70 a
la 90.

La purificacién de alfa-amilasa a través de todo_
el proceso se muestra en el cuadro 12. La purificacidn,
calculada en base a la actividad especifica, fué de 10.3
veces en la fraccién obtenida a la salida de la columna_
respecto al extracto crudo.

El % de recuperacién de la alfa-amilasa flingica a
través de todo el procesc fué de 7.0, como se muestra en
el cuadro 13.

La enzima comercial tiene 30.4 % de proteina, y -
una actividad especifica de 640 mg de almiddén hidroliza-
do por mg de proteina. En base a estos datos la alfa- -
amilasa fingica a la salida de la columna es 5.93 veces_
mas activa que la comercial. Ver cuadro 14.
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CUADRO 10. DENSIDAD OPTICA A 280 nm DE LAS FRACCIONES OB
TENIDAS A LA SALIDA DE LA COLUMNA DE DEAE-CE-

. LULOSA.

NUMERO DE TUBO DENSIDAD OPTICA (280 nm)
1 0.210
2 0.070
3 0.055
4 0.060
5 0.050
6 0.050
7 =
8 0.050
9 0.055

10 0.050
11 0.045
12 0.060
13 0.045
14 0.050
15 0.125
16 0.060
17 0.045
18 0.045
19 0.052
20 0.043
21 0.043
22 0.040
23 0.043
24 0.045
25 0.040
26 0.040
27 0.040
28 0.040



CUADRO 10.....
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

CONTINUACION

OO0 0000000000000 0DO0Oo0DD oboooo o

OO 0O 0000 o oo o

.045
.049
.044
.045
.045
.050
.050
.058
.048
.045
.045
.051
.045
.085
.048
.050
.047
.048
.050
Q052
.052
.056
.091
.074

.108
.120
«1.30
;30
.134
135
.138
115
.188
.205

67

Ty



CUADRO 10......

64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
g
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

CONTINUACION

M0

0000000000000 O00 000 000000000000

.228
.250
.275
.270
.262
233
.245
«238
«233
. 257
.280
. 320
.350
.350
« 227
39 3
« 373
+.355
. 300
.260
A 30
.210
185
«185
.220
.165
+ 278
LTS
130
w37
4132
.126
107
.108
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101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

CONTINUACION.

'Ol

O O O O o o o

o O o o

o O

.095
.210
.302
.285
.295
13
.240
.610]

.045
.045
.280
.070

.058
.047
.045

69



Actividad, mg de almidén hidrolizado/ml

Densidad 6ptica a 280 nm

504
404
30t

201

0.7 9

GRAFICA 5.

PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryr

A TRAVES

DE DEAE-CELL!

A

05A (COLUMNA) .

0 100 . §

Numero de Fraccién
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CUADRO 11. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS FRACCIONES COLEC-
TADAS A LA SALIDA DE LA COLUMNA DE DEAE-CELU-

LOSA.
FRACCION No. ACTIVIDAD ESPECIFICA
(mg de almidén hidrolizado/ml)
60 7.98
61 15.30
62 14.79
63 20.47
64 22.74
65 25.02
66 25.13
67 24.12
68 26.94
69 29.65
70 34.17
71 38.25
72 44.80
73 49.55
74 49.55
75 50.00
76 50.00
77 50.00
78 50.00
79 50.00
80 50.00
81 50.00
82 50.00
83 50.00
84 50.00

85 50.00



CUADRO 11

......

86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

CONTINUACION.

47.74
45.71
43.15
41.60

35.47
30.69
34.10
30.47
34.10
26.15

29.56 :

17.06

72
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CUADRO 12. PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus -

oryzae.
ETAPA DE LA PURIFICACION INDICE DE PURIFICACION
(En base a actividad es
pecifica)
Extracto crudo 1.00
Extracto concentrado por evapora-
cibn al vacio 0.98
Extracto concentrado por evapora-
cién al vacio y dializado contra_
agua 1.98
Extracto crudo concentrado por ul
trafiltracidn 1.40
Mezcla 1.63
Concentracidén con acuacide 1.7
Liofilizacidbn 1.72

Cromatografia de intercambio idéni
co en columna de DEAE-celulosa 10.30 oo
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CUADRO 13. % DE RECUPERACION DURANTE LA CONCENTRACION Y
PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus -
oryzae.

VOLUMEN TOTAL PROTEINA TOTAL ALMIDON % DE RECU

ETAPA (m1) (mg) HIDROLIZADO PERACION
Extracto
crudo 5,000 340 125,500 100

Fraccidn a

la salida de

la columna -

de DEAE-celu

losa 304 2.4 9,120 7




CUADRO 14. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE

NA Y FUNGICA.

75

ALFA-AMTLASA BACTERIA

ENZIMA

% DE PROTEINA

ACTIVIDAD ESPECIFICA
(mg de almidén hidro
lizado/m1)

Comercial (bacteria-
na)

Extracto crudo (fan-
gica)

Enzima fingica a la
salida de la columna

30.40

0.68

O.78x10_3

640.0

369.1

3,800.0
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD
DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae.

Se estudibd el efecto que tienen diferentes concen
traciones de sustrato sobre la actividad de alfa-amilasa.
Los resultados (cuadro 15 y gréafica 6) muestran que hasta
aproximadamente una concentracidén de 0.8% de sustrato se
alcanza una saturacibén de la enzima, pero para concentra-
ciones mayores ya se observan efectos de inhibicidn de la
enzima por el sustrato.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA ACTIVIDAD -
DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae.

Se probd el efecto de la concentracibén de enzima_
sobre la actividad de alfa-amilasa. Para la concentra- -
cibén de sustrato usada, la enzima hidrolizd todo el sus—-
trato a partir de volUmenes de 1.25 ml. Los resultados -
se muestran en el cuadro 16 y grafica 7.

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE As- -
pergillus oryzae. \

El estudio del efecto del pH sobre la actividad -
de alfa-amilasa indica que se tiene un pH 6ptimo para ac-
tividad maxima en los limites de 5.0 a 5.5. Los resulta-
dos se muestran en el cuadro 17 y grafica 8. '

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILA
SA DE Aspergillus oryzae.

En el cuadro 18 y grafica 9 se muestran los resul
tados obtenidos del efecto de la temperatura sobre la ac-
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CUADRO 15. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE_
LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus -

Oryzae.

% de almidén en la mg de almidén hidrolizado/ml de en

mezcla de reaccidn zima
0.05 — 50.00
0.10—_ 81.10
0:20 e 133.00
0. 30~ 140.00
0.40 183.00
0. 50— 179 .10
0.60 197.40
0.70 200.20
0.80 206. 30
0.90m 213.40
1..00, 179.30
1 10 170.10
1 .26 166.40
1.30 152,10
1.40 142.00
1.50 139..20

Concentracidn de enzima: 0.1 ml de solucidn enzimética en
10 ml de mezcla de reaccibn.

PH: 4.6.

Temperaturas: 30°C.

Concentracibén de cloruro de calcio: 0.05 M.

Tiempo: 10.0 minutos.



GRAFICA 6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE Aspsrgillus oryzae.

mg de almidén
hidrolizado -
por ml de en-
z{ma.

26041
230 1
2204
200 4
1804
1604
140
1204

100

+

Y 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

% de almidén en la
mezcla de reaccién.



CUADRO 16. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE

79

ENZIMA SOBRE LA

ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus ory-

Zae,

ml de enzima mg de almiddén

hidrolizado

26

D HHOOOODO
O w1 O oo b N H

24.
.80
30.
31,
35
48.
48,
48.

62

29
54 ! 'O
42
11
1]
11

Concentracibn de sustrato: 0.5%
pH: 4.6
Temperatura: 30°C

Concentracibn de cloruro de calcio: 0.05 M

Tiempo: 10.0 minutos.
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GRAFICA 7. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA DE Aspergillus oryzae.

mg de almidén
hidrolizado.

50 |

45 |

40 {4

35 4

30 ¢

25

20 |

15 |

10t

0 -+ + +
T + + + +
+——t

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 I.4 I.6 1.8 2.0

n

ml de solucién enzimitica.



CUADRO 17. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMI-
LASA DE Aspergillus oryzae.

pH mg de almidén hidrolizado/ml de enzima
2.5 57 .9
3.0 63.2
4.3 68.1
4.0 118
4.5 179.5
50 188.0
5 5 190.9
6.0 160.4
6.5 45.7
70 65.8
73 106

Concentracidén de sustrato: 0.5%

Concentracibn de enzima: 0.1 ml de solucidn enzimética en
10 ml de mezcla de reaccibn.

Temperatura: 30°C

Concentracibén de cloruro de calcio: 0.05 M

Tiempo: 10 minutos.



GRAFICA 8. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA

mg de almidén
hidrolizado -
por ml de en-
z{ma.
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CUADRO 18. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae.

Temperatura, °C mg de almidbén hidrolizadq/ml de enzima
4 165.10
10 234.20
20 274.10
30 340.20
40 389.10
50 497.20
60 500.00
70 311.30
80 58.80
90 9.00

Concentracibén de sustrato: 0.5%

Concentracibén de enzima: 0.1 ml de solucibn enzimatica en
10 ml de mezcla de reaccibn.

pH: 4.5

Concentracibén de cloruro de calcio: 0.05 M

Tiempo: 10 minutos



ng de almidén
hidrolizado -
por ml de en-

z{ma.
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tividad de alfa-amilasa. Como puede observarse, la tempe
ratura 6ptima para actividad méxima de alfa-amilasa se en
cuentra localizada entre los limites de 50 a 60°.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE CALCIO SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae.

También se investigd el efecto de diferentes con--
centraciones de cloruro de calcio sobre la actividad de -
alfa-amilasa. Como puede verse en los resultados mostra-
dos en el cuadro 19 y grafica 10, para concentraciones de
calcio mayores de 0.1% la actividad tiende a disminuir ra
pidamente.

EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-
AMTLASA DE Aspergillus oryzae.

Finalmente se estudibé el efecto del tiempo de reac
cibn sobre la actividad, presenténdose los resultados en
el cuadro 20 y gréafica 11. A los 20 minutos de incuba- -
cidén se alcanzd la actividad méxima para las condiciones_
bajo las cuales se estudibd el efecto de esta variable.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD
DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

En el cuadro 21 y gréafica 12 se presentan los re--
sultados obtenidos en el estudio del efecto de la concen-
tracién de sustrato (almidén soluble) sobre la actividad
de alfa-amilasa. Como puede observarse, se presentd un -
efecto inhibitorio del sustrato cuando se usaron concen--
traciones mayores de 1.0%. Este mismo resultado se obser
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CUADRO 19. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE CAL-
CI0O SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE ég—
pergillus oryzae.

Concentracién molar de clo mg de almidén hidrolizado/ml
ruro de calcio en la mez—— de enzima.
cla de reaccibn

0.00 319 .10
0.01 367.70
0.02 329.90
0.04 331.15
0.06 322.00
0.08 324.50
0.10 308.40
Q.12 302.90
0.14 216.50
0.16 210.90
0.18 203.00
0.20 146.30

Concentracibén de sustrato: 0.5%

Concentracibn de enzima: 0.1 ml de solucibdn enzimética en
10 ml de mezcla de reaccidn.

pH: 4.6

Temperatura: 30°C

Tiempo: 10 minutos.
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GRAPICA IO. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE CALCIO—
SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA DE Aspergillus

ng de almidén- 2Iyzas.

hidrolizado per

ml de enzima.
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CUADRO 20. EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION SOBRE LA ACTIVI
DAD DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae.

_ . mg de almidén hidrolizado/ml de
Tiempo, minutos

enzima

5 197.60
10 246 .20
15 311.00
20 338.00
25 338.00
30 334.50

Concentracién de sustrato: 0.5%

Concentracibén de enzima: 0.1 ml de solucibn enzimltica en
10 ml de mezcla de reaccibn.

pH:4.6

Temperatura: 30°C

Concentracibn de cloruro de calcio: 0.05 M.



GRAFICA II. EPECTO DEL TIEMPO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-
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CUADRO 21. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE_
LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Ba-
cillus oryzae.

% de almiddbén en la

m de glucosa/ml
mezcla de reaccibdn Q/ g %/

0.08 0.275
0.17 0.280
0.33 0.720
0.50 0.880
0.67 0.890
0.83 1.860
1.00 1.920
1.17 2.370
1.33 2.870
1.50 1.690
1.67 1.030

Concentracién de enzima: 0.416x10"5 gramos de enzima/ml
pH: 6.9

Temperatura: 30°C.

Tiempo: 30 minutos.



GRAPICA I2. EFECTO DE LA CORCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE Lk
ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus
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vb para el caso de alfa-amilasa de Aspergillus oryzae.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA ACTIVIDAD -
DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

En el cuadro 22 y gréafica 13 se consignan los re-
sultados obtenidos en el estudio del efecto de la concen-
tracién de enzima sobre la actividad de alfa-amilasa. Pa
ra los niveles de enzima (concentracién de enzima) experi
mentados se observa un aumento sostenido en la actividad,
en relacibébn a la cantidad de enzima utilizada.

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMER- -
CIAL DE Bacillus subtilis.

El pH 6ptimo para actividad maxima determinado ex
perimentalmente se encuentra localizado entre los limites
de 5.2 a 6.9. La curva de pH (perfil de pH) obtenido pa-
ra esta enzima comercial es un perfil caracteristico. Los
datos se muestran en el cuadro 23 y grafica 14.

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILA
SA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

El perfil temperatura-actividad obtenido para es-
ta enzima comercial (gréfica 15 y cuadro 24) se observa -
un 6ptimo de temperatura para actividad maxima localizada
entre 60 y 65°C. Datos anteriormente reportados sefialan
una temperatura 6ptima mayor. Este resultado ligeramente
bajo en relacidn a esos reportes pueden deberse a la impz
reza de la enzima y/o a las condiciones en que haya sido_
manejada desde las etapas de produccién.



93

CUADRO 22. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA

ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Baci--
llus subtilis.

gramos de enzimq/ml

de mezcla de reac-- mg de glucosa/ml

cion.
0.16x10° 0.00
0.41x10 ° 0.04
0.83x10 " 0.20
0.16x10 " 0.34
0.41x10"° 1.03
0.83x10"° 1.48
0.16x10 " 2.78
0.41x10" " 3.64

Concentracién de sustrato: 0.83%
pH: 6.9

Temperatura: 30°C

Tiempo: 30 minutos.
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GRAFICA I3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIKA SOBRE LA -
ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus
subtilis.
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CUADRO 23. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMI-
LASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

pH mg de glucosqﬁﬂ.
4.0 2.30
4.5 2.60
5.0 2.80
5.5 3.06
6.0 3.04
6.5 2.90
6.8 2.84
7.0 2.76
T i 2.40
8.0 2.26
8.5 2.14

Concentracién de sustrato: 0.83%
Concentracibén de enzima: 0.416x10
Temperatura: 36°C.
Tiempo: 30 minutos.

=3 gramos de enzima/ml
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GRAFICA I4. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA
COMERCIAL DE Bacillus subtilis.
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CUADRO 24. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subti-

lis,

Temperatura, °C mg de glucosa/ml

15
25
30
35

45
50
60
70
75
80
90

MU DA DMNOONOUUU DWW

.20
.28
.48
.28
.28
.60
.18
.24
.56
w20
.55
.00
.65

Concentracidén de sustrato: 0.83%.
Concentracién de enzima: 0.416x107° gramos
pH: 6.9

Tiempo: 30 minutos.

de enz ima/ml -
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GRAFICA I5. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DE
ALPA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE SODIO SOBRE LA -
ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

En el cuadro 25 y gréafica 16 se presentan los re--
sultados obtenidos en el estudio del efecto de la concen-
tracibén de cloruro de sodio sobre la actividad de alfa- -
amilasa. Como puede observarse, se presenta un efecto in
hibitorio para concentraciones molares mayores de 0.65.

EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-
AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

Los resultados del estudio del efecto del tiempo -
de reacciébn sobre la actividad de alfa-amilasa bacteriana
se muestran en el cuadro 26 y grafica 17. A los 20 minu-
tos se alcanzd la actividad méxima para las condiciones -
de trabajo de las demds variables controladas durante 1la
experimentacidbn.

¢s70 A0
CALCULO DE LA ENERGIA DE ACTIVACION.

La energia de activacién de las reacciones enzimé-
ticamente catalizadas se calculd aplicando la ecuacidn de
Arrhenius (ecuacién 1), usando los datos experimentales.

log V = 2 +D (1)
gVvs= .

Para la reaccién de hidrélisis de almidén soluble_
catalizada por alfa-amilasa de Aspergillus oryzae:

Ea = 2,780 cal/mol(cuadro 27 y grafica 18)
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CUADRO 25. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NaCl SOBRE LA AC -
TIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus
subtilis.

Concentracién molar de NaCl mg de glucosq/hl
en la mezcla de reaccibén

0.00000 4.56
0.00220 6.64
0.00450 6.52
0.00670 6.86
0.01000 6.82
0.01500 6.90
0.02000 6.70
0.10000 4.73
0.50000 4.83
1.00000 4.75
2.00000 4.11

Concentracibén de sustrato: 0.83%

Concentracién de enzima: 0.416x10 ~ gramos de enzima/ml
pH: 6.9

Temperatura: 30°C

Tiempo: 30 minutos.



GRAFICA 16.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE SODIO
SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMERCIAL -
DE Bacillus subtilis.
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CUADRO 26. EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION SOBRE LA ACTIVIDAD
DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

Tiempo, minutos mg de glucosa/ml
5 1.74
10 3.28
15 3.62
20 4.22
25 4.18
30 4.22

Concentracibén de sustrato: 0.83%

o , =5 ;
Concentracién de enzima: 0.416x10 ~ gramos de enzima/ml
pH: 6.9

Temperatura: 30°C.
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GRAPICA I7. EFECTO DEL TIEMPO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-
EMYLASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis.

"
T

Tiempo, minutos.
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CUADRO 27. DATOS EXPERIMENTALES PARA EL CALCULO DE LA -
ENERGIA DE ACTIVACION DE LA REACCION ENZIMATI
CAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA FUNGICA:
. ~1
T  RE V mg de almidén (I/T)°K log V
hidrolizado
ml de enzima
4 297 165.10 0.00361 2.2175
10 283 234.20 0.00353 2.3692
20 293 274.10 0.00341 2.4378
30 303 340.20 0.00330 2.5317
40 313 389.10 0.00319 2.5900
50 323 497.20 0.00309 2.6965
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GRAFICA I8. CALCULO DE LA ERERGIA DE ACTIVACION DE LA
REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR -
ALFA-AMILASA FONGICA.
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| Para la reaccién de hidrélisis de almidén soluble_
catalizada por alfa-amilasa comercial de Bacillus subti--

lis:

Ea = 1,191 cal/mol (cuadro 28 y grafica 19)

CALCULO DE .
QlO

La funcibén Q. se calculd mediante la ecuacidbdn 11,
mostréndose en los cuadros 29 (amilasa fingica) y 30 (ami
lasa bacteriana) los valores para cada intervalo de tempe
ratura.

Vt + 10°
%o - . (11)
vt

CALCULO DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN.

La constante de Michaelis-Menten para la reaccidn_
enzimaticamente catalizada se calculd mediante los si- -
guientes métodos:

i) Directamente usando la grafica del efecto de la con
centracidn del sustrato sobre la velocidad de hidpé
lisis del mismo.

ii) Lineweaver-Burk, usando minimos cuadrados.
iii) Augustinsson, usando minimos cuadrados.

iv) Eadie o Hofstee, usando minimos cuadrados.

Simulténeamente se calculd el valor de la veloci--
dad méxima para la reaccidn enzimiticamente catalizada.
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CUADRO 28. DATOS EXPERIMENTALES PARA EL CALCULO DE LA -
ENERGIA DE ACTIVACION DE LA REACCION ENZIMATI
CAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA BACTERIA-

NA,

T°C  T°K V mg de glucosa (I/"J_‘)OK_1 log V
ml

4 277 3.20 0.0036 0.5051
15 288 2.28 0.0034 0.3579
25 298 4.48 0.0033 0.6513
30 303 5.28 0.0033 0.7226
35 308 5.28 0.0032 0.7226
40 313 5.60 0.0031 0.7428
45 318 6.18 0.0031 0.7559
50 -« 323 6.24 0.0030 0.7952
60 333 6.56 0.0030 0.8116
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GRAPICA I9. CALCULO DE LA ENERGIA DE ACTIVACION DE LA

log V

I.4¢
I.34
I.24
I.I-!-

I.07

0.97
0.8+

0.6 -

0.5t
0.4+

003 y

0.24

0.1}

REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR -
ALFA-AMILASA BACTERIANA.

-—g.%—ﬂ=pondientc:-433

0.0025 0.0050 0.0075

(1/7)°%x T



109

CUADRO 29. QlO DE LA REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZA-

DA POR ALFA-AMILASA FUNGICA.

DIFERENCIA EN °C Q10
10-20 1.17
20-30 1.24
30-40 1.14
40-50 1.27
50-60 1.00
60-70 0.62
70-80 0.18

80-90 0.15
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CUADRO 30. QlO DE LA REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA

POR ALFA-AMILASA BACTERTANA.

DIFERENCIA EN °C Qlo
15-25 1.96
25-35 11T
30-40 1.06
35-45 1.17
40-50 1.11
50-60 1.05
60-70 0.74
70-80 1.02
80-90 0.53
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Para la reaccién catalizada por alfa-amilasa flngi
ca se obtuvieron los siguientes resultados:

i) Método directo, en la gré&fica concentracién de sustra
to-velocidad de hidrélisis:

-1
Km = 1.43 x 10 ;  Vmax = 200 (grafica 20)

ii) Lineweaver-Burk, usando minimos cuadrados:
-1
Km = 1.43 x 10 i  Vmax = 192.0 (Cuadro 31
y grafica 21)
iii) Augustinsson, usando minimos cuadrados:

-1
Km = 2.33 x 10 ;  VUmax = 277.0 (cuadro 32
y gréafica 22)

iv) Eadie o Hofstee, usando minimos cuadrados:

-1
Km = 2.54 x 10 ; Vmax = 286 (cuadro 33 y
grafica 23)

Para la reaccidn catalizada por alfa-amilasa bacte-
riana se obtuvieron los siguientes resultados:

i) Método directo en la gréfica concentracién de sustrato--
velocidad de hidrélisis.

-1
Km = 7.0x10 ; Vmax = 2.80 (gréafica 24)
ii) Lineweaver-Burk, usando minimos cuadrados:

i
Km = 6.64 x 10 = ; Vmax = 2.20 (cuadro 34 y gré&fica_
25)



GRAPICA 20. CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATICA
. VENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA FURGICA. METO-
DO GRAFICO DIRECTO.
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CUADRO 31. DATOS PARA EL CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA -

REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA- -
AMILASA FUNGICA., METODO DE LINEWEAVER-BURK -
USANDO MINIMOS CUADRADOS.

1/v 1/s (1/9)(1/5) (1/5)°
0.0200 20.00 0.4000 400.00
0.0123 10.00 0.1230 100.00
0.0075 5.00 0.0375 25.00
0.0113 3.33 0.0376 11.08
0.0088 2.50 0.0220 6.25
0.0055 2.00 0.0110 4,00
0.0042 1.66 0.0069 2.75

0.0696 44.490 0.638 524.08
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GRAFICA 2X. CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATICA
MENTE CATALIZADA POR ALPA-AMILASA FUNGICA. METO-
DO DE LINEYEAVER-BURK USANDO MINIMOS CUADRADOS.

Pendiente=Km/Vmax=0.000746

e 1y .0052
/.I/mmo 52

i
T

6 8 10 I2 1416 I8 20 22
(1/58)

-+

N 4+
»8 1

=12

Beuacién obtenida por minimos cuadrados:
(1/V)=0.000746 (1/5)+0.0052



CUADRO 32.
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DATOS PARA EL CALCULO DE Xm Y Vmax PARA LA -
REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-
AMTLASA FUNGICA. METODO DE AUGUSTINSSON USAN
DO MINIMOS CUADRADOS.

2

(s/v) s s(s/V) S
0.05 1.00x10 > 5.0><1o_5 25x10_4
0.10 1.23x10 2 12.3x10"° 100x10 "
~3 ~5 -4
0.20 1.50x10 30.0x10 400x10
0.30 2.14x10 " 63.2x10 " 900x10 "
0.40 2.18x10 ° 87.2><1o'5 1600x10 7
- = -4
0.50 2.79x10 3 139.5x10 > 2500x10
=8 - ~4
0.60 3.04x10 182.4x10 i 3600x10
- -5 4
2.15 13.88x10 519.6x10 9125x10




GRAFICA 22.

-
-

CALCULO DE Em Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATICA

MENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA FUNGICA. METO-
DO DE AUGUSTINSSON USANDO MINIMOS CUADRADOS.

(s/V)
0.00280 |

0.00260 4
0.00240
0.00220 Jr
0.00200 1
0.00I180 +

0.00I60

]
0.00I40 +

0.001I20 T
0.00I00 T
0. 000?//4- l(m./\:'ma.x=8.65xIO"4
0.00060 =+
0.00040 +

0.00020 +

pendiente=I/Vmax=3.6xI0

-3

~0.4

=0.3

-0.2 =0.I 0.I 0.2 0.3 0.4

-Km=2,33x10"

Ecuacién obtenida por minimos cuadrados:
(5/v)=8.65x10"4+3.6x10™>

5 3

(5)
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CUADRO 33. DATOS PARA EL CALCULO DE Xm y Vmax PARA LA -
REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-
AMILASA FUNGICA, METODO DE EADIE O HOFSTEE -
USANDO MINIMOS CUADRADOS.

v v/s v(v/s) (V/s)2
50.0 1,000 50,000 1'000,000
81.1 811 65,772 657,721

133.0 665 88,445 442,225
140.0 466 65,240 217,156
183.0 457 83,631 208,849
179.1 358 64,082 128,164

197.4 329 64,944 108,241

963.60 4,086 462,114 21762, 356
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GRAFICA 23, CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATICA
MENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA FUNGICA. METODO
DE EADIE O HOFSTEE USANDO MINIMOS CUADRADCS.

Vmax=285.91

pendiente=-Km=—2.54x10 "
200 |

180
160
140 |
120 }
I00 }
80 t

60

20 4

+ + t + + " 3
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Vmax,/Km=1120 v/s

Bcuacifn obtenida por minimos cuadrados:
V=285.91-2.54x10 L (V/5)
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GRAFICA 24. CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATICA
MENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA BACTERIANA. ME
TODO GRAFICO DIRECTO.

mg de glucoeq
e 1a o)

Dol o ITRXSCO
2.6 1
2.4
2.2
2.0
1.8 ]

I.6 -

I.44
I.24

1.0

0.8 +
0.6 1
0.47

0.2 1

: 4
T +

0 0.4 0.8 I.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2

Km=7.0xI0 1

% de almidén en la
mezcla de reaccién.



120

CUADRO 34. DATOS PARA EL CALCULO DE Km Y Vmax DE LA REAC-
CION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILA
SA BACTERIANA., METODO DE LINEWEAVER-BURK USAN
DO MINIMOS CUADRADOS.

(1/v) (1/s) (1/v)(1/s) (1/5)°
3.653 12,50 45,37 156.25
3.57 5.88 20.99 34.57
1.38 3.03 4.18 9.18
1.4 2.00 2.28 4.00
1.12 1.49 1.66 2.22
0.53 1.20 0.63 1.44
0.52 1.00 0.52 1.00
0.42 0.85 0. 35 Q.72
0.35 0.75 0.25 0.56

12.66 28.70 76..23 209.94
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GRAFICA 25. CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATICA
MENTE CATALIZADA POR ALFA=~AMILASA BACTERIANA. ME
TODO DE LINEWEAVER-BURK USANDO MINIMOS CUADRADOS.

(I/v)

3.64
3.20
2.8}
2.4,

2.00
I6+

I.2[

0.8

pendiente=Km/Vmax=0.302
0.4

N "%

-4.0

' +

“3.2 2.4 -I.6 0.8 0 0.8 1.6 2.4 3.2 40
-I/Km=-1.45 (1/s)

Ecuacién obtenida por minimos cuadrados:
(1/v)=0.4440.302(1/S)



122
iii) Augustinsson, usando minimos cuadrados:
-1
Km = 6.0 x 10 = ; Vmax = 1.78 (cuadro 35 y grafica
26)
IV) Eadie o Hofstee, usando minimos cuadrados:

-1
Km = 0.36 x 10 = ; Vmax = 1.41 (cuadro 36 y gréafica
27)

Y cALcULO DE LOS pKs DE LOS GRUPOS PROTOTROFICOS.

El célculo de los pKs de los grupos prototrdficos
de la enzima se hizo usando los métodos siguientes:
i) Directamente en la gr&fica del efecto del pH sobre la

velocidad de hidrblisis del sustrato.

ii) Solucién analitica de las funciones pH de Michaelis._
La ecuacibn correspondiente es la ecuacidn III.

Vmax H - T . (111)
—_— = 1,0 +* +
H+ Kl gt
Vmax

iii) Solucién grafica de las funciones pH de Michaelis. -
Las funciones son IV y V.

1.0 _1.0 B . edsudt hmens (1v)
HY "
1.0 1.0 M epenn nrnur (V)
- +
+
Viax Vmax VmaxH*

—f
!
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CUADRO 35. DATOS PARA EL CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA -
REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-
AMILASA BACTERIANA., METODO DE AUGUSTINSSON
USANDO MINIMOS CUADRADOS.
2
s/v S (s/v)s S
0.290 0.08 0.023 0.0064
0.607 0.17 0.103 0.0289
0.458 0.33 0,151 0.1089
0.568 0.50 0.284 0.2500
0,752 0.67 0.503 0.4489
2.675 1.75 1.064 0.8431




GRAFICA 26. CALCULO DZ Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATICA
MENTE CATALIZADA POR ALPA-AMILASA BACTERIANA. ME
TODO DE AUGUSTINSSON USANDO MININOS CUADRADOS.

(s/v)
I.0f

pendiente=I/Vmax=0.56

0.3 > Km/Vmax=0.338
.2]
0.1)
~I.6 =I.2 -0.8 =-0.4 0 0.4 0.8 1.2 1.6

-Km=-0.6 s

Ecuacién obtenida por mfnimos cuadrados:
(S/V)=0.33840.56 (S)

124
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CUADRO 36. DATOS PARA EL CALCULO DE Km y Vmax DE LA REAC
CION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMI-
LASA BACTERIANA, METODO DE EADIE O HOFSTEE -
USANDO MINIMOS CUADRADOS.

' v/s v(v/s) (v/s)2
0.275 3.437 0.945 11.812
0.280 1.647 0.461 2. 718
0.720 2.181 1.570 4.756
0.880 1.660 1.460 2. 755
0.890 1.328 1.181 1.763
1.860 2.240 4.166 5.017
1.920 1.920 3.686 3.686
2.370 2.025 4.799 4.100
2.870 2.157 6.190 4.652

12.065 18.595 24.458 41.253
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GRAFICA 27. CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA RE:20ION ENZINATI
CAMENTE CATALIZADA PCR ALPA-AMILADA BACTERIANA.
METODO DE EADIE O HOFSTEE USANDO MININMOS CUADRA
DOS.

(v)

3.0 4

2.6 |
2.4 |
2.2 }

2.0 4

1.6 71
Vmax=1.41I5

1.4 % ‘ pendiente=-Kn=-0.365x10™ 1

T t 4 + i 4

0 0.8 I.6 2.4 3.2 4.0 4.8

Bcuacién obtenida por minimos cuadrados:
(V)=1.415-3.65x107 (V/5)
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g
I Los resultados obtenidos a partir de los datos ex
perimentales son los siguientes:

Reaccibn de hidrélisis de almidén catalizada por_
alfa-amilasa flngica:

i)  Solucién gréfica directa:

pK1 = 395 3% pK2 = 6.70 (grafica 28)

ii) Solucién analitica de la funcién pH de Michaelis:

PEK. = 3.31 ;3 »pK

2 = 5.94 (cuadro 37)

2
iii) Solucién gréfica de la funcibén pH de Michaelis:

pK. = 3.06 ; pK

. = 6.72 (cuadro 38; gréaficas

2
29 y 30).

Reaccibén de hidrélisis de almidén catalizada por_
alfa-amilasa bacteriana:
i)  Solucibn gr&fica directa:

PK) = 4.3 5 pK, =7.6 (gréafica 31)

ii) Solucién analitica de la funcién pH de Michaelis:

pKl = 4.10 ; Pk, = 5.27 (cuadro 39)

iii) Solucién gréfica de la funcién pH de Michaelis:

‘/ pKl = 4.7 ; pK2 = 5.36 (cuadro 40; gréafica -
32 y 33). =
—
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GRAPICA 28. CALCULO DE pKs PARA LA REACCION ENZIMATICAMENTE
CATALIZADA POR ALPA-AMILASA FUNGICA. SOLUCION -

GRAFICA DIRECTA.
ng de almidén
hidrolizado -
vor ml de en-
z{ma.

I70T

I60T
I50 ]

140 |

130+
I20 1

II0T

I00T
90|
80 +
70T
60

50 1

30+
20+

10+

|
i
I
|
|
I
|
I
40+ |
I
I
1
I
I
|
|
|
I
)

o et T s oy - S 4

0

4

0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

PE_=3.95 M,=6.7  pH



129

CUADRO 37. DATOS PARA EL CALCULO DE pKs EN LA REACCION -
ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMTLASA -
FUNGICA. SOLUCION ANALITICA DE LA FUNCION DE
MICHAELIS.

pH vﬁ;x (%)
2.5 579 0.003100000
3.0 63.2 0.000100000
3.5 68.1 0.000310000
4.0 113.1 0.000010000
4.5 179.5 0.000031000
5.0 188.0 0.000001000
5.5 190.9 0.000003100
6.0 160.4 0.000000100
6.5 45.7 0.000000310
7.0 25.8 0.000000010
.5 10.6 0.000000031




130

CUADRO 38. DATOS PARA EL CALCULO DE pKs EN LA REACCION -
ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA -
FUNGICA. SOLUCION GRAFICA DE LA FUNCION DE -
MICHAELIS.

H+

pH I/Vmax (1/8H") (7*)

2.5 0.0172 316 0.003100000
3.0 0.0158 1,000 0.000100000
3.5 0.0146 3,160 0.000310000
4.0 0.0088 10,000 0.000010000
4.5 0.0055 31,600 0.000031000
5.0 0.0053 100,000 0.000001000
5.5 0.0052 316,000 0.000003100
6.0 0.0062 1'000,000 0.000000100
6.5 0.0218 3'160,000 0.000000310
7.0 0.0179 10'000,000 0.000000010
7.5 0.0943 31'600,000 0.000000031




(1/vEax)
0,024
0.022
0.0201
0.018-
0.0T64
04014
0.012-
0.0T0-
0,008
0.006-
0.004

00002‘
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GRAFICA 29. CALCULO DE pKs PARA LA REACCION ENZINATICA
MENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA FUNGICA.
SOLUCION GRAFICA, DE LA FUNCION DE MICHABLIS.

- I/Vmax=0.0024

0

0 I.0xIO 1.0xI0°

% + - I +
+ +

= 1.0xI0

l‘
2
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GRAFICA 30. CALCULO DE pKs PARA LA REACCION ENZIMATICAMENTE
CATALIZADA POR ALFA=-AMILASA FUNGICA. SOLUCIORN -
GRAPICA DE LA FUNCION DE MICHAELIS.

o
.

Q
O
L]

0.070 1

0.060 -

e
T

0.050

0.040 T

4

0.030 4

* -9
pendiento-KZ/V§az=2.2xIO

0.030 ¢
L

0.0I0 +
I/Vmax=0,006
o ' Ve 1

0 1.0x10° "




mg de ghue
por ml
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GRAFICA 3I. CALCULO DE pKs PARA LA REACCION ENZIMATICAMENTE
SOLUCION

osa

4.24
3.94
3.6+
3.34

3.0 |

2.7+
2.4 ¢

2.171
1.81

I.54
I.2}

0.9}

0.6 +

0.3 4

CATALIZADA POR ALPA-AMILASA BACTERIANA.
GRAFICA.
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CUADRO 39. DATOS PARA EL CALCULO DE pKs EN LA REACCION -
ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA -
BACTERTANA. SOLUCION., ANALITICA DE LA FUNCION
DE MICHAELIS. '

gt B
pH Vmax (H)
4.0 2.30 0.0000100000
4.5 2.60 0.0000310000
5.0 2.80 0.0000010000
DD 3.06 0.0000031000
6.0 3.04 0.0000001000
6.5 2.90 0.0000003100
70 2.76 0.0000000100
L42 2.40 0.0000000310
8.0 2.26 0.0000000010
8.5 2.14 0.0000000031
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CUADRO 40. DATOS PARA EL CALCULO DE pKs EN LA REACCION -
ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA -
BACTERIANA. SOLUCION GRAFICA DE LA FUNCION -
DE MICHAELIS.

HY -
pH I/Vmax (1/HY) (ut)
4.0 0.43 10,000 0.0000100000
4.5 0.38 31,600 0.0000310000
5.0 0.35 100,000 0.0000010000
5.5 0.32 316,000 0.0000031000
6.0 0.32 1'000,000 0.0000001000
645 0.34 3'160,000 0.0000003100
740 0.36 10'000,000 0.0000000100
765 0.41 31'000,000 0.0000000310
8.0 0.44 100'000,000 0.0000000010
8.5 0.46 316'000,000 0.0000000031
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GRAFICA 32. CALCULO DE pKs DE LA REACCION ENZIMATICAMENTE
' CATALIZADA POR ALFA-AMILASA BACTERIANA. SOLU-
CION GRAFICA DE LA FUNCION DE MICHAELIS.

(1/vhax)

0.440 1
0.400 +

043604

T

0.320 +

0.280

+
;oend:l.em:ozZI/VII?w.z:uO.’l5xI()"'4
O. 240 T

+
0.200 | 1/v§mo.204

0. 160 T

0.120 1
0.080 T

0.040 -

+4

0 I1.0xI0 I.0xI0 I.0xI0
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GRAFICA 33. CALCULO DE pKs PARA LA REACCION ENZIMATICAMENTE

(1/vBax)

0.520 ¢+

0.480 4

0.440 +

0.400 ]

0u36° T

0.320

0.280 T
0.240 T
0.200 T
0.1I60 T
0.I207
0.0807T

0.040 1

0

CATALIZADA POR ALPA-AMILASA BACTERIANA. SOLUCIOR
GRAFICA DE LA FUNCION DE MICHAELIS.

e ;i ol B
pendicnte=K2/Vmax=O.6 6x10

+
1/Vhax=0.320

1.0xI0 2.0x107 3.0x107
(1/8%)
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fLa produccidn méxima de alfa-amilasa se obtuvo a
las 36 horas de incubacibn. Este tiempo es variable, y -
este valor representa un promedio.]

iia evaporacibn al vacio es un buen método para -
concentrar el medio de cultivo fermentado lo cual esté de
acuerdo con lo reportado por Mazza, L.A., y Balatti, A. -
(1970). La ultrafiltracién es un método adecuado, median
te el cual no s6lo se conserva la actividad enzimafica si
no que se aumenta la actividad especifica, y simulténea—-
mente se dializan sales y otros compuestos de bajo peso -
molecular;]

(bespués de dializar la muestra concentrada por -
evaporacibén se observa que la actividad especifica se in-
crementa en un 100%. Esto y la apariencia de la muestra_
antes y después de dializar indican que hay compuestos de
bajo peso molecular que act@ian como inhibidores, los cua-
les pueden ser producto de la accidn enziméticai?

El perfil de elucibn obtenido de la columna de -
DEAE-celulosa indica que el pico de actividad enzimatica_
corresponde a 4 picos de proteinas, sin embargo uno de -
los picos presenta actividad méxima, obteniéndose una ac-
tividad constante debido a que la concentracibn de almi—-
dén fué insuficiente. Ademés la enzima fué eludida con -
otras proteinas segin el patrdén de elucidn obtenido.

Para el proceso descrito en métodos se obtuvo una
purificacibén de 10.3 veces en base a la actividad especi-
fica, y un 7% de recuperacién. Se recomienda una purifi-
cacibn adicional en serie con la desarrollada si se desea
aumentar el grado de homogeneidad y pureza de la enzima.

Cﬁn la caracterizacidén de la alfa-amilasa de Asper-
gillus oryzae se observa que a concentraciones mayores -
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de 0.8% de almidén se tiene un efecto inhibitorio. Este_
efecto también se encontrd al caracterizar la alfa-amila-
sa comercial. En la literatura consultada no hay repor--
tes al respecto, pero puede considerarse real y puede de-
berse a un aumento en la viscosidad del medio o a una ve-
locidad mayor con la consiguiente produccidn de materia--—
les de bajo peso molecular que inhiben la actividad de la
enzima.

Se obtuvo un valor de Km de 1.5){10—1 para la ac- -
cibn de alfa-amilasa flngica, y un Km del orden de 1071 _
para la alfa-amilasa bacteriana. Estos valores transfor-
mados a unidades molares, considerando que el peso molecu
lar del sustrato es de 5x104 a 1.5X105, se obtiene un v;:
lor de Km del orden de 10“5, lo cual indica una alta afi-
nidad de la enzima por el sustrato.

[ﬁl pH 6ptimo para actividad maxima obtenido en 1la
enzima purificada fué de 5.0, y el de la enzima comercial
fué de 5.9, lo cual esta de acuerdo con el valor de 4.8 a
5.8, y de 5.85 a 6.00 que se reporta, respectivamente, pa
ra las dos enzimas. Los valores de pK1 se encuentran den
tro de los limites reportados para grupo carboxilo y, sSi-
milarmente, los valores de pK, obtenidos a partir de los
datos experimentales caen dentro de los 1limites asignados
a un grupo imidazol de histidina;}

- [La temperatura 6ptima para la hidrdélisis del almi-
dbén catalizada por alfa-amilasa fingica es de 50°C, lo -
cual concuerda con lo reportado en la literatura respecto
a alfa-amilasa de Aspergillus oryzae con un sustrato re--

sistente a temperaturas medias. A 90°C la enzima se inac
tiva en casi un 100%. La temperatura éptima correspon- -
diente a alfa-amilasa de Bacillus subtilis catalizando la
hidrélisis de su sustrato es de 55°C, sin embargo a 90°C

se observa una actividad residual mayor que la correspon-
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diente a la alfa-amilasa fingica. En la literatura se re
porta que la alfa-amilasa de Bacillus subtilis resiste ma
yores temperaturas que la de Aspergillus oryzae>j

Los valores de energia de activacibén no son muy -
diferentes, y los valores de Q siguen la tendencia de -
decrecer conforme se incrementa la temperatura, reprodu--
ciéndonos tal resultado un desplazamiento de un equili- -
brio hacia una alta concentracién de enzima desnaturaliza
da, y por tanto sin actividad. Al adicionar cloruro de -
calcio no se observd un efecto de activacibn, sino que a
concentraciones mayores de 0.05 se observa una disminu- -
cibdn en la actividad, lo cual puede atribuirse a la fuer-
za ibnica del medio. También influye el hecho de que se
trabajbé en pH bptimo, esto es, se podria haber observado_
un efecto si se trabaja con diferentes pH y, simulténea—-—
mente, diferentes concentraciones de cloruro de calcio.

Kﬁl efecto observado del cloruro de sodio sobre la
actividad de alfa-amilasa bacteriana, usando como sustra-
to almidén, es cualitativamente similar al efecto del clo
ruro de calcio sobre alfa-amilasa fingica. A concentra--
ciones de 1.0 M se empieza a observar una inhibicidn sig-
nificativa.

<gon respecto a la concentracibén de enzima se ob--
serva que tanto la alfa-amilasa fingica como la bacteria-
na siguen la cinética normal.

Con la variable tiempo también se observé la ciné
tica caracteristica. A los 20 minutos y més ya no hay hi
drblisis del almiddén en el caso de las dos enzimas.
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La cepa de Aspergillus oryzae 12802-ATCC estudia-
da, produce alfa-amilasa en un medio sintético (Czapeck--
almidén) a las 36 horas de incubacién en un agitador reci
proco y a 28¢°C.

La alfa-amilasa puede concentrarse adecuadamente
a partir del extracto crudo (medio de fermentacién filtra
do) mediante evaporacién al vacio o por ultrafiltraciém.

E1l método de purificacién por cromatografia de in
tercambio ibnico en columna de DEAE-celulosa se recomien-
da como una primera etapa en el proceso de purificacibn.-
Por otra parte, antes del método de intercambio idnico -
puede usarse un fraccionamiento en sephadex.

Se caracterizé la alfa-amilasa fUngica obteniéndo
se los siguientes resultados:

En la investigacibén del efecto de cada variable -
sobre la reaccibn de hidrbélisis se trabajd con las si- -
guientes condiciones:

Concentracién de sUStrato .......eveeeeeeenenns 0.5%

Concentracibén de enzima ....ceeeeeeeeeeeesanas. 0.1 ml
de solucidn enzimética en 10 ml de la
mezcla de reaccidn.

DH oo 005050500 008 @0 000 505 #0006 W08 6 W 6w R T R 4.6
TEMPEIATUTE « v i vttt ettt ee s e ceneeeneneenancenns 30°C
Concentracibén de cloruro de calCio ......ecv... 0.05 M.
TIOMPO & v s s wmin s o o ss 5ininam s s 6n s o s sesssas aesnss 10 min.

Variando el parémetro respectivo se obtuvieron -
los resultados a continuacidn presentados:

Concentracibdn dptima de sustrato ....... 6w wn S 0.8 &

Concentracibn é6ptima de enzima .......c.ceeeuu.. 1.0 ml
de solucidn enzimética en 10
ml de mezcla de reaccibn.



PH OPTAMO vevuvvrerrnnasereeenenseennnnesnnanssse 5.0

Temperatura OpPtiMa . ..v.veeeeeeeeeeenoenonenenens 55°0

Concentracidén 6ptima de cloruro de calcio ....... 0.04 M

Energia de activacidn.................. ... 2,780 cal/mol.
=12 de 40 a 50°C

QlOmax 4 ( ? )

-1
Km = 1.4 x 10~ (expresado como % masa la concentracién del
sustrato pKl = 3.3 3 pK2 = 6.6

Se caracterizd alfa-amilasa comercial de origen bac
teriana, usando las siguientes condiciones:

Concentracidn de sustrato ..........eeeeeuennnen. 0.03 %

Concentracidn de enzima ........e.eeeeeenneeennn. 0.416
gramos de enzima/ml.

PH covinesnoaoss 55 aps e ey o tat et e NS lis e ) b w M oot ss Lt ol it 6.9

TeMPEratlla woswsa«nms v o s o555 55 6 @e 55 3 30°C

TAETIPO! 5 10 o 2ns i hairs: & & 1 18 1o e loirei w. a2k 1m el 51 (5hiasem: oo 181 o6 05 6l ie o it widcis ok 30 min.

Concentracidn de suUStrato .........ceeveeennennnn 1.2%
Concentracidn de eNnzima .......eeeeeeeneenaenneas -

PH csansssvesss b5 e G % T 1B 6 ) e N8R oS % PR
TEMPELATUIYEL 5.5 w0 5 o 5 0050w 581 9 055 1 1500 o4 35 21156 1o ) 1.0 00 16 T ) 4738 1 55°C
Concentracidn de cloruro de sodiO ......veeeennnn 0.0003M
TABTPO o o 55 wrmimes =w ioim is 57w150 515 0 w0 yRo1ml vy i s 101 95 (s ey 20 min.

Energia de activacibén = 1,991 caL/mol

= 1.96 (de 15 a 25°C
Q10max 2 ( 2 2 )
-1
Km = 7.0 x 10 = (expresado como % masa la concentracién del
sustrato).

pK1 = 4,5 ; pK2 = 5.3
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