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I.- OBJETIVO . 
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Los objetivos de la investigación fueron: 

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

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

C) Caracterizar la alfa-amilasa fúngica producida. 

D) Caracterizar alfa-amilasa comercial de Bacillus subti-
lis. 

E) Comparar las características cinéticas de l a alfa-amila 
sa fúngica, con las de la alfa-amilasa bacteriana. 



II.- INTRODUCCION. 



4 

La s enzimas fueron u sadas de diferentes maneras, -
muchísimos años antes de que fueran reconocidas como sub~ 
tancias químicas __ definidas. Por ejemplo, su apl icación -
en fermentación precede al conocimiento de su exis tencia_ 
en las células de organismos vivos. Procesos como la ela
boración de pan, vino, alcohol, vinagre y encurtido s son 
conocidos desde la antigüedad (Aurand, L.N . , y Woods, 
A. E. 1973). En México, se tiene noti c ia de la práctica -
de los primeros pobladores de la región de envolver l as -
carnes en hojas de papaya o de cuaguayote con lo que con~ 
seguían, de una manera natural, el ablandamiento de las -
diferentes c arnes consumidas (Del Cas tillo, L.M. 1975). 

A pesar de estas y muchas otras evidencias, l a En~ 
zimología, ciencia que estudia las enzimas , ha tenido un 
desarrollo relativamente reciente. El nacimiento de esta 
ciencia se ubica en los primeros años del siglo próximo 
pasado, aunque es importante señalar que su más r ápido 
crecimiento se ha experimentado en los últimos 45 años. 

El primer reconocimiento claro de una enzima fué 
hecho por Payen y Persoz en 1833, cuando encontraron que 
una fracción precipitada con alcohol de un extracto de 
malt a contenía una substancia termolábil, la cual conver
tía al almidón en azúcar. Est a substancia, hoy más conoc~ 
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 Küne propuso el uso de la paJabra 
ENZil'.A, la cual significa: "En levadura" (Whi t aker , 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 tal.es. A e ste respecto, Kirch
hoff en 1811 describió los factor es causantes de la di ge~ 

tión del almidón en extrac tos 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, f'ué, aparentemente, el primero -
en proponer que podrían existir dos fermentos diastási-
cos; uno que producía una cantidad mayor de dextrina 
que de maltosa,.·y otro que, inversamente, producía una_ 
cantidad relativamente mayor de maltosa que de dextri-
na . . (F i scher, E.H., y Stein, E.A. 1960). 

Los polis·acáridos son mejor almacenados que sus 
productos de degradación de bajo peso molecular, debido 
a que son menos solubles, y a que cuando están en solu~ 
ción su presión osmótica es tan baja que su posible a~ 
mulación en las células no produce hipertonicidad. Sin 
embargo, antes de que los polisacáridos puedan llevar a 
cabo su función , de fuente de energía para el organismo 
animal, vegetal o microbiano deben ser convertidos en -
unidades de monosacáridos. La escisión de los enlaces 
glucosídicos es llevada a cabo en los sistemas biológi
cos por dos mecanismos generales. Un mecanismo es la -
es.cis.i.6.n.Jiidr.cl.i.tic.a. .. oe.L.enl_a<;.e.._gl u_cQ.s.í.di.co..,... mi entras -
el otro mecanismo consiste en una "fosforólisis" del en 
lace glucosídic~ _ (Aurand, L.N., y Woods, A.E . 1973). 

El término amil asa ha sido usado para designar a 
las enzimas que catalizan la hidrólisis de los enlaces 
alfa-1-4-glucosídicos de polisacáridos, tales como almi 
dón, glucógeno o productos de la degradación de los mis ,, -
mos . . Puesto que la reacción que cataliza una amilasa · -
puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos , suelen 
clasificarse en dos grandes grupos: 

ENOOAMILASAS . Estas amilasas actúan aleatoria-
mente sobré' los enlaces alfa-1-4-glucosídicos , permane-
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ciendo sin ser hidrolizados los enlaces alfa-1-6-glucosíd~ 
cos, los cuales constituyen los puntos de ramificaci6n de 
glucógeno y amilopectina. Como resultado de l a hidrólisis 

se produce una rápida disminuci6n de la viscosidad y del -
peso molecular promedio del sustrato. El modo de acci6n -
hidrolítica de las endoamilasas, sobre los enlaces alfa-1~ 
4-glucosídicos del sustrato es una escisión interna. Los 
productos iniciales de la hidr6lisis son oligosacáridQ~ -
(dextrinas), los que posteriormente son degradados a malto 
sa, glucosa, isomaltosa, y productos ramificados de. bajo -
peso molecular. Ver figuras 1, 2 y 3. Te6ricamente, las -
escisiones son aleatorias, aunque los esquemas de acci 6n -
hidrolítica de varias amilasas, particularmente de microoE 
ganismos, muestran características y patrones de productos 
reproducibles. 

Se conoce un tipo de endoamilasas, denominadas al
fa-amilasas, puesto que el grupo hemiacetálico que se li~ 
ra en la hidrólisis se encuentra en la configuración ópti
ca alfa. De acuerdo a la nomenclatura de la Unión Interna 
cional de Bioquímica, las alfa-amilasas se clasifican como 
alfa-1-4-glucan 4-glucano-hidrolasa, E.C.3.2.1.1. 

EXOAMILASAS. Estas amilasas tienen la capacidad -
de hidrolizar los polisacáridos a partir de los extremos -
no reductores de la cadena polisacárida, operándose el pr~ 
ceso de hidrólisis de una manera regular , ya sea hidroli-
zando todos los enlaces glucosídicos para producir exclus~ 
vamente glucosa, ~ hidrolizando enlaces alternativamente -
para producir maltosa. La enzima que produce sólo glucosa 
se conoce como glucoamilasa o gamma-amilasa ( alfa-1-4-glu
can glucohidrolasa E.C.3.2.1.3). La acción de glucoamila
sa sobre una cadena disminuye marcadamente cuando el poli
sacárido contiene enlaces alfa-1-6-glucosídicos, como en -
amilopectina y glucógeno. 
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FIGURA I. Esquema de la amilopectína y representac16n de la 

acci6n de lae diferentes emilaeas. 
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l'IGUHA 2".' ESQUEMA DE Y HIDROLISIS DEL ALMIDOl'f KEDIA.NTE 

ALlA-AMU.A&. 

CH,OH 1 CH,OH CH,OH . CH,OH 

. -Ü-o~. 
OHn ' OH OH OHi 

c1~,1~~ 
-~ - -OH 

(Las !lechas indican los puntos de hidr61isis) 

' Fuente: AURAND~ L.N., and Woods,A.E.(1973)."Pood Chemistry~. Thl 

A.VI ~plishing Co., Inc. Westport, Conn.·, U.S.A. J.. 
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PIGUR& 3. ES:)UBIU DE U HIDROLISIS DEL ALMIDON MEDllRU: 

BE'1 J.-AJllLA~. 

CH,OH 

L. J H 

residuo de segunda eecici6n 
eacic16n 

Fuente: AURAND,L.N., and r.oods,A.E.(I973)."Pood Chenistry•. The 

AVI P\lbliahing Co., Inc. Weatport, Conn., u. S.A. 
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La enzima que produce maltosa se denomina beta-~i 
lasa (alfa-1-4-glucan maltohidrolasa EC. 3.2 .1. 2). Cuando 
glucoamilasa o beta-amilasa actúan sobre el sustrato, la 
acción se detiene en el primer punto de ramificación, de
bido a que no pueden hidrolizar enlaces alfa-1-6-glucosí
dicos, produciéndose de esta mahera "dextrinas lími tes:J._ 
Ver figura 4 (Whitaker, J.R. 1972). 

Los sustratos naturales de amilasa {almidón, gluc~ 
geno o productos de ramificación de ambos), tienen funci~ 
nes nutricionales en animales , vegetales y microorganis-
mos. Así, el almidón en las plantas y el glucógeno en 
los animales son los carbohidratos de reserva; fuente de 
energía para el funcionamiento metabólico. 

Las unidades fundamentales de los almidones (de v~ 
rias fuentes) y del glucógeno es la D-gluc~~a ; es el úni
co monosacárido que se obtiene durante la hidrólisis to-
tal de estos polisacáridos ~ Los diferentes almidones es
tán formados por la amilosa y la amilopectina, que se en
cuentran presentes en cantidades variables. También el -
grado de polimerización de los polisacári dos es variable_ 
(número de moléculas de D-glucosa). La amilosa da una co 
loración az_ul CPJ'.L e.l y9_do, mientr as la amilopectina da 
una coloración que va del rojo al púrpura. La amilosa tie 
ne una e$tructura lineal debia~- a l~ unión de ·-~-i-aad.es d; 

D-Ql~ a través de enlaces alf_a-3:,:-4-g.luco.sidj cos. 1 

mientras que la amilopectina tiene una estructura r~~~ 
~8._a, f ormada por cadenas de glucosa unidas por enlaces -
alfa-1- 4-glucosídicos, que a su vez están unidas entre sí 
por enlaces alfa~~-:.Ú=glucosídicos, y desde donde puede ob 
tenerse por hidrólisis el disacárido .:!:_:;omal tosa.) Ver fi: 
gura 5 (Conn, E.E. , y Stumpf , P . K. 1972) . 

La alfa-amil asa se encuentra en animales (en la 
ptial i na de la saliva , en la pancreatina ), en vegetaleiJ-



FIGURA4. PUNT OS DE A?AQUE DE LAS DISTINTAS ENZIMAS AMILOLITICAS 

EN UNA J(OLKCtJLA DE MULO"!'ECTINA. 
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Alimentos•.&Uciones <meta,S.A. Es:pa!la. 
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(particularmente en granos malteados) y en microorganismos 
(hongos y bacterias). Los primeros preparados enzimáti-
cos que f'ueron utilizados industrialmente provení an de t~ 

jidos vegetales o de glándulas animales. Diferent es fac
tores han motivado el gran interés que actualmente han c~ 
brado los procesos fermentativos para la producción indu~ 
trial de enzimas, y entre los más 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 vegetales, exi~ 

ten razones tecno-económicas para prever un futuro promi
sorio de las enzimas de origen microbiano . /'Entre las ven 
tajas que presenta el desarrollo de proc~os fermentati-= 
vos, para la producción de enzimas, se encuentran: 

a) Tiempos de generación más 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-

traci6n y purificación , particularmente para enzimas -
extracelulares . 

Una desventaja potencial es el que se produzcan m~ 
teriales tóxicos difíciles de eliminar del extracto cru-
do . 

La primera etapa en la producción comercial de una 
enzima, mediante un proceso fermentativo , es la selección 
del microo:r::g~_t_sfl!._o. . Además de la capacidad d;-pr.oduci r--:::-
la enzima. deseada y con buenos rendimientos, el microorg~ 
ni smo debe presentar características importantes como son 
la de no ser patógeno, no producir substancias tóxicas; -



ser estable, etc.J En general, las cepas que producen al
t os rendimientos de alfa-amilasa se encuentran comprendi
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 rígidamente controladas . Para llenar este requisito_ 
se han empl eado varias técnicas, entre las que se cuentan 
la congelación de una suspensión de esporas en presenc ia_ 
de un material inerte, preservación bajo una capa de vas~ 
lina estéril (en esta forma la actividad metabólica es 
mar cadamente disminuida). Este último método es indicado 
pr incipalmente para aquellos mi croorganismos que no espo
rulan abundantemente, siendo incap aces de mantener su via 
bilidad cuando se someten a la congelación.~ 

La mayor parte de ·las cepas con al ta capacidad pr.:::_ 
duc tora, que actualmente se utilizan en la industria , pr.:::_ 
vienen de mutantes que han sido obtenidas aplicando dife
rentes técnicas de mutación, como son: 

{a) Métodos Físicos (Ultrasonido) 
b ) Métodos Químicos (Represión catabólica) 
c ) Métodos de rec ombinación genética (Pontecorbo, G. , Ro

per , J.A., y Forbes, E. 1953) . 

:J:- Muchas enzimas como la alfa-amil asa son aún produ
cidas en cultivos en superficié . ·Ac tualmenteLs e prefiere 
trabajar en cultivo sumergido por las numerosas ventajas 
que ofrece es.a técnic_ti[ Entre los métodos de producción= 
de alfa- amilasa cabe mencionar , por ~u gran difusión, el 
cultivo en bandejas de alt a relación.'superficie/volumen ,

utilizando medios semisólidos. Las bande jas se disponen_ 
una sobre otras, haciendo pasar ai re est.éril entre l as 
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mismas, con el objeto de facilitar la respiraci6n celular 
y mantener la temperatura del proceso dentro de los lími
tes deseados. Este proceso presenta desventajas en rela
ción al proceso sumergido. Así, por ejemplo, es muy difí
cil mantener la humedad del aire que se introduce a la cá 
mara de fermentación y las condiciones de esterilidad del 
sistema, además es muy difícil mantener la temperatura 
dentro de los límites requeridos. Finalmente, la mano de 
obra es superior en este proceso con relación al sistema 
sumergido. 

Otro método que ha sido utilizado, aunque con me-
nos aplicación, es el desarrollo del cultivo en medios se 
mis6lidos en tanques giratorios. Esta técnica presenta el 
inconveniente de que sólo el 30% del volumen del tanque -
es aprovechable. (Arima, K. 1964). 

Actualmente la producci6n de amilasas fúngicas, 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 ªgi tación, aereación, control de la 
temperatura, espuma, etc . La primera etapa del proceso -
corresponde a la preparación del inóculo, la cual se lle
va a cabo con agitadores y equipos similares al tanque de 
producción, pero en escala menor. El objeto principal 
del tanque inóculo es obtener un desarrollo vegetativo 
abundante, pudiendo ser la composición del medio y las 
condiciones operativas diferentes a las utilizadas en el 
tanque de fermentación. La siembra del tanque inóculo 
puede efectuarse con una suspensión de esporas o bien con 
un desarrollo vegetativo proveniente de una e tapa ante- -
rior. 

\ Durante los procesos fermentativos normalmente s e 
efectúan determinaciones de concentración celular, P.~J 
composición del medio, actividad enz imática, control de -
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esterilidad, etc. También es de gran utilidad par a este_ 
proceso la evaluación de las condiciones de aereación de 
el medio de cultivo (potencia de agitación, flujo y pre-
s ión del aire, diseño del equipo, características reológ~ 
cas del medio de fermentación, etc.), ~s importante disp~ 
ner de técnicas que permitan evaluar el grado de aerea- -
ción de un medio de cultivo. Un método de simple realiz~ 
c ión consi s te en establecer l a relación consumo de oxíge
no/demanda de oxígeno para el microorganismo que se trab~ 
ja. De esta manera, se pueden tener resultados donde la 
máxima producción de alfa-ami l asa , s e tiene cuando las 
condiciones del proceso son tales que no es igual a la 
unidad la relación consumo de oxígeno/demanda de oxígeno . 
Es decir , ~e puede tener el caso, y es muy frecuente, en 
que l a máybr producción de enzima se tiene cuando no se -
satisface l a máxima capacidad respiratori a del microorga
nismo (Maz za , L., Balat-t i, A., y Cuevas, C. 19-67) . 

En cuan<fó al medio es importante señalar que la 
composición del mismo puede decidir el éxito del proceso. 
Un medio de producción debe contener : 

a) Una fuente de energía. 
b) Una fuente de nitrógeno. 
c ) Factores de crecimiento, que incluyen vitaminas y ami

noácidos . 
d) Un inductor . 
e) Sales minerales. 

El balance de esos componentes y la relación fuen
te de carbono/fu~nte de nitrógeno es de fundamental impoE_ 
tahcia en la regulación del pH y la producción de la enzi 
ma . 

La fuent e de carbono generalmente ut ilizada en es
te proceso es el almidón, el que cumple una doble finali-
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dad ya que actúa 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 -
aún la glucosa) Con res-Pect:o a esta úl tim-~ fuente de C2lE, 

bono, Bank:s, G.T., Binns, F., y Cutcliffe, R.L. (1967), -
se le considera como inhibidor de la síntesis de la enzi
ma. Este hecho se atribuye a que es rápidamente metabol~ 
zada transformándose en metabolitos intermedios. Los com 
puestos con uniones alfa-1-4-glucosídicas son buenos in-
ductores de alfa-amilasa. 

Con respecto a las fuentes nitrogenadas que se 
usan puede mencionarse algunas sales inorgánicas como sul 
fato de amoni9 nitrato de amonio, acetato de amonio , 

- ~.- - ~ ·--·- - --···~--- _.._ __ - -------
etc., sin embargo, formas de nitrógeno más complejas como 
hidrolizados de proteínas o harinas (hidrolizados de ca-
seína, harina de soya, harina de semilla de algodón, 
etc.) dan mayores rendimientos. La fuente nitrogenada p~ 
sibilita no sólo el crecimiento celular sino que además -
aporta aminoácidos que intervienen en la biosíntesis de -
la enzima. 

Entre los constituyentes inorgánicos los medios de 
cultivo llevan en su composición sulfato de magnesio, fo~ 
fatos, hierro, etc. Es interesante destacar la influencia 
de pequeñas cantidades de cloruro de sodio y de cloruro -
de potasio. 

El pH de los medios de fermentación constituye un 
' parámetro muy importante ya que la biosíntesis de la enzi 

ma se produce dentro de ciertos valores de pH. Dada la -
importancia que reviste esta variable es necesar io proce
der a un correcto balance de los medios, y espec ialmente_ 
en lo que se refiere a la naturaleza de la fuente nitrog~ 
nada, y a la relación carbono/nitrógeno. Con el fin de -
regular el pH se suele incorporar a los medios fosfato y 

"oil, 
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carbonato de calcio. Dado que el proceso de obtención de 
alfa-amilasa en sistema sumergido es muy susceptible a f 
las contaminaciones.;-, se hace necesario extr~~mar las pre-
cauciones para mantener los cultivos libres de otros mi-~. 

croorganismos. En este sentido se ha mencionado la incor 
poración a los medios de cultivo de ?~!~~ru!~ de amonio 
y de pentaclorofenato de sodio. También se ha utilizado 
con éxito la mezcla de benzoato y borato de sodio. (Mcrz=' 

z__9., 1.A., xJ?.c:ilª!=t~,__ _fl. .P. i970). 

J 

El primer paso en toda operación de recuperación -
de enzima,es obtener una solución filtrada a partir de 
los medios de fermentación. Esta etapa inicial de l a re
cuperación debe realizarse lo más rápidamente pos ible pa
r a evitar el desarrollo de otros microorganismos, y la 
inactivación de la enzima ~ La solución obtenida o extrae 
to crudo se puede concent~ ar por evaporación al vacío y -
baja temperatura o por iultrafiltración. ' A partir del ex
tracto crudo pueden precipitarse algunas proteínas median 
te sales o solventes . Esta etapa se debe llevar a cabo -
dentro de límites qe pH propios para cada enzima y es co
mún, además, agregar estabilizadores como protectores de 
la misma. Un aspecto muy importante que siempre debe te
nerse presente es la elección adecuada del equipo de rec~ 
peración . En general, se usan equipos vidr iados o de ac~ 
ro inoxidable, para evitar la incorporación de metales p~ 
sados que podrían inact i var la enzima. El procedimiento_ 
d ·': r ecuperación depende no solo de la enzima, sino también 
d ·~l u so a que será destinada. Cuando no se requiere un -
OJ.to grado de pureza, se llega a l a obtención de concen-
trados de determinado título; en caso contrar io se debe -
continuar la purificación hasta el punto que sea requeri

do (Maz--za , L .A., y Balat"fi~P-:---1~70 ) . 

La extracción de alfa-amilasa _ tal como la descrihe 

Loe-~wood (1961) se realiza separando el micelio por fil--
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[tración. El filtrado (extracto crudo ) s e enfrí a rápida-
mente. Generalment e se realiza un a nueva filtración an-
tes de concentrar el extracto crudo, lo que se hace por -
evaporación al vacío a temperaturas no mayores de 50ºC. -
En estas condiciones la pérdida de la actividad enzimáti
c a es despreciable. La concentración se lleva h as t a 1/4 a 
1/6 del volumen inicial, y l a enzima se precipit a con ac~ 
tona fría o alcohol insopropíli co a Un pH de 7,5 a 8 .5. ~ 

El precipitado, luego de separarse por f iltración, s e se
ca al vac ío y se lleva a un tí tul o adecuado por me zclado 
con materi ales inerte:.]' 

"[j.1 contenido de humedad del producto final es muy_ 
i mportante, y nunca debe ser superior al 1 3% para a segu-
rar una buena conservación . El contenido de humedad es -
sólo uno de los aspectos que debe controlarse en el pro-
dueto terminado, el que además, debe controlarse para su 

tamaño de partícula, activ~d~d~roteolítica , no conten~r 
mi croorganismos y no ser tox~(M-az-z-a;--J:J.-A ., -.B-alcrtt~, 

A .. ~"9·8}. 

··::::;::::"l!:. as amilasas bacterianas y fúngi cas, han sido obj~ 
to de estudios de ti po químico y fisicoquímico en virtud_ 
de varios fac tores. En principio se tiene el hecho de 
que se dispone de ellas en grandes cant idades y con un 
buen estado de homogeneidad, y que además, desde h ace mu
chos años han tenido una ampl ia aplicación industrial y -
una considerable importancia económica. Esto ha moti vado 
que los estudios sobre alfa- amilasa y amilasas en general 
tengan un interés académico y de aplicación inmediat~ 

~--1> .¡, 

[ia mayoría de las alfa-amilasas más comunes han si 
do cristalizadas y purificadas a l a fech a . Entre ellas -
se encuentran l as procedentes de:') 

-[ Bacillus subtilis) (Fu-lrnmetcr;-----.L. ,__ ~-.O.kad.-a-, --S .. - .l.S6 3). 
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- Saliva humana (Musses, J. 1953). 

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

- Páncreas de cerdo (C aldwell, M.L. , e t el. 1952 ). 

- Páncreas de rat a (Heatley, N.G. 19 58 ). 

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

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

- Aspergillus candidus ( Takaoka, K., et al . 19 52 ). 

- Pseudomonas sacchariphila (Markovitz, A. , Klein, 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 (Oga?ahara , K., I manishi , A., 
e Isemura, T. 1970). 

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

En la mayoría de los casos los procedimientos de p~ 
rificación involucran precipitación con solventes o sales. 
Otr as técnicas usadas para purificación son : 

a ) Precipitación con rivanol ( 2-e toxi- 6 ,9-diamino acridio
lactato). 

b ) Adsorción sobre almidón o derivados del almidón. 

c) Cromatografía en columna de inter cambio iónico . 
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d) Adsorción 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 solución (Fischer, E.H., y Stein, E.A. 1968 ). 

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

El procedimiento de purificación de alfa-amilasa -
de Bacillus subtilis involucra una adsorción en almidón,
decoloración del pigmento obscuro con una resina de in-
tercambío iónico, precipitación con sulfato de amonio y -
cristalización con acetona. La purificación 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 purificación de Taka-amil asa A a partir de ta--
ka-diastasa, emplea precipitación con sulfato de amonio,
precipitación con rivanol; y S~istalización a partir de -
acetona ~ª· En la purificación, la diálisis de la 
fracción con s_~Jf atQ de amo~io debe llevarse a cabo usan
do una bolsa de colodión en lugar de celulosa, debido a -------la presencia de una al ta actividad de celulasa en la frac 
ción (Akabori, S., Hagihara, B., e Ikenaka, T. 19 54). To
da, et al (1963) establecieron un método más conveniente 
y rápido de purificación, usando DEAE-celulosa) -

"' La rC:ristalización de alfa-amilasa es más difíci l -
de hacer después de varias cristalizaciones; comportamie~ 
to atribuible a la pérdida de varios iones metálicos div~ 
lentes, lo que redunda en un aumento en la solubilidad de 
la proteína. La adición de iones Ca++, zn++ ó Ni ++ ayuda 

a una rápida cristalización. 1 
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CUADRO 1 . PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Bacillus subti
lis. 

Extracto crudo (medio filtrado). 
Adsorción en almidón (0.3 saturado con sulfato -
de amonio) 

Enzima adsorbida sobre almidón. 
Elución con NaHP0

4
, M/30. 

Dialisis contra agua de la llave 
Solución dializada. 

Decoloración con resina Duolita A2. 
Solución decolorada. 

Precipitación con sulfato de amonio (0.7 satura
da) 
Disolver en acetato de calcio 0.01 M 
Dializar contra acetato de calcio M/500 

Solución dializada. 

Cristales 

Adición de acetona (60%, OºC) 
Ajustar pH a 6. O 
Refrigerar 

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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CUADRO 2. PURIFICACION DE TAKA-AMILASA A PARTIR DE TAKA
DIASTASA 

Taka-diastasa ( 30 gramos). 
Extracto acuoso (150 ml) 
Adición de acetato de calcio 0.25M (150 ml) 
Filtración 

Filtrado. 
Diluir con igual volumen de agua 
Precipitar con sulfato de amonio 3/4 saturado 
Centrifugar 

Precipitado. 
Di solver en agua 
Dializar contra agua de la llave 

Solución dializada. 
Adición de solución de rivanol (1.0% (0.04 vol .) 
Filtrar 

Filtrado. 
Adición de rivanol 11% (0 .06 vol.) 

Precipitado. 
Disolver en regulador de acetato 0.5M, pH 6 .0 
Adición de arcilla ácida (10.0 gramos), filtrar 

Filtrado. 
Adición de acetona (60.0%) 
Centrifugar 

Precipitado. 
Disolver en acetato de calcio 0.02M 
Adici6n de acetona frí a hasta turbidez ligera 
Refrigeración 

Taka-amilasa A, cristales (0. 8 gramos ) . 

Fuente: TAKAGI, T., TODA, H., and ISEMURA , T. (19 70). "Ba~ 
terial and Mold Amylases", in "The Enzymes " edi ted 
by Boyer, P.D., Lardy, H., and Myrback , K. Acade-
mic Press . New York, USA. 
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CUADRO 3. PURIFICACION DE TAKA-AMILASA A, A PARTIR DE 
TAKA-DIASTASA. 

Ta"ka-diastasa (30 gramos). 
Disolver en 150 ml de agua 
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Adicionar solución de acetato de calcio M/4, 150 ml. 
Filtrar 

Filtrado. 
Diali_zar contra agua de la llave 

Solución dializada . 
Adicionar acetato de sodio hasta O .1 M 
Suspender 20 gramos de DEAE-celulosa. 
Ajustar pH a 7.5. Mantener en cuarto frío durante 
2 horas . 
Filtrar 

Lecho de DEAE- celulosa 
Lavar con acetato de sodio O.lM 

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 
Cromatografía en col umna de DEAE-celulosa. 

Ta"ka-amilasa A purificada. 

Fuente: Toda, H., and Akabori, S. (1963). Journal of Bio
chem (Tokyo). 
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[Para examinar la homogeneidad de una preparación -
de amilasa se puede usar un método de electroforesis en 
gel de pol iacr i l-amida o una cromatografía analítica de 
intercambio iónico__:J 

. [for lo que respecta a la estructura primaria de 
las diferentes alfa-amilasas, la de Bacillus subtilis di 
fiere de otras, particularmente de la de Aspergi l lus ory
~' en que no tiene sulfhidrilos ni puentes disulfuro,
esto es, no contiene residuos de cisteína ni de cistina. 
La alfa- ami lasa de Aspergillus oryzae tiene cantidades -
baj as de residuos de aminoácidos bási cos, lo cual contri 
buye a su baj o contenido relativo de nitrógeno y a su c~ 
rácter más ácido. La alta proporción de tirosina, de 
otros aminoácidos hidroxilados, aminoácidos dicarboxí l i
cos y tal vez amidas pueden formar puentes intramolecul~ 
res de hidrógeno en la moléculade alfa- amilasa de Asper
gillus oryzae, confiriéndol e una estructura muy compacta. 
Esto último podría explicar la baja l evorotación , bajo -
volumen específico parcial, extraordinaria fuerza para -
enlazar el calcio y elevada resistencia a cambios en pH, 
temperatura y proteólisis de la molécul a 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 l a molécula de taka- amilasa A corresponde a un resi - 
duo de alanina. Para esta misma amilasa , se determinó -
por el método de hidrazinólisis la existencia de tres •
grupos carbono terminales correspondiendo a residuos de 
serina, alanina y glicina ( Akabori, S., et al . 1956 ). 
Investigaciones más recientes con técnicas de digestión_ 
con carboxipeptidasa A e hidrazinólisis afirman que el -
grupo carbono terminal corresponde sólo a un residuo de 

serina (Narita, K. , et al. 1966). De acuerdo a. ésto, l~ 
molécula de taka-amilasa es una cadena con un residuo de 
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2.?lanina en el amino t erminal y un resi duo de seri na en -
el carbono t erminaLJ 

[Para 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 res iduo de lisina. Este carbono terminal se ha de
terminado por la técnica del hidrógeno marcado (Kogima,-
H., y Sugae, K. 1968 ) . Radichevitch, I. , et al (1959) · 
es tudiaron los grupos esenciales de taka- amilasa A, ace
tilando la proteína con anhídrido acéti c o. Los resul ta
dos i ndican que l a proteína casi se inactivó cuando fue 
ron sustituidos aproximadamente l a mitad de los grupos -
amino l ibres. Por confirmación de resul tados previos se 
concluyó que la presencia de grupos amino l ibres es nec~ 
saria para la actividad . Los estudios de Caldwell, M.L . , 
et al ~. u sando cloruro fenil mercúrico , p- mercuri
benzoato y yodoace t amida, mostraron que los grupos SH no 
son esenciales para l a ac tividad de taka- amilasa.J 

< . d , . 1 I}:ª presencia e componentes no proteinicos en a 
molécuJ a de a.l f a- amilasa de Aspergillus oryzae, ha sido -
estudiada por Haurahan, V.M., y Caldwell, M.L. "(-1.2,..5-3}, -
qui enes determinaron que unido a l a molécula de proteína 
se tiene una molécula de carbohidrato , constituida por 8 
moles de manosa , una mol de xilosa y 2 mole s de hexosam~ 
na por cada mol de alfa-amilasa . Akabori, S. , et al 
( 1'9~ sugirieron que la fracción de carbohidrato en la 
molécula de alfa- amilasa no par ticipa de manera directa_ 
en la actividad enzimática. En 1955, Hanafusa , H., I ke
naka, T., y Akabori, S., produjeron alfa- amilasa de As-
pergillus oryzae sin la fracci ón de carbohidrato ] 

lias alfa- amilasas han sido clasificada's como met!:, 
loenzimas que requieren calcio como cofactor . Stein,E.A. , 
et al en 1964 reportaron la eliminación total de cal ci2d 
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[cte la molécula de alfa- amilasa de Bac i llus subti l i s, se-
cuestrando el cati6n con EDTA o por electrodiáli s i s . El 
resultado ~e las investigaciones revela una desnaturaliz~ 
ci6n reversibl e de la molécula de alfa- amil as a . La molécu 
la de taka- amilasa A result6 ser extraordinariamente re-
sistente a la eliminaci6n de calcio. En este sentido, la 
velocidad de eliminación del calcio depende del origen de 
la amilasa presentándose el siguiente patr6~ 

L Mamífer o Bacteriana Fúngica 

~---------------------------- velocidad de eliminación -
del calcio. 

- --- --- - - - --- ---- --- - -------) f uerza de unión del calcio 
a la molécula de enzima) 

' Hsiu, J . , e t al en 1964 {estudiaron 1 as propiedades 
catal í ticas de alfa- ami l asa de Baci l lus subtilis durante 
la eliminación progresiva, por secuestro o el ectrodiál i - 
sis , del calcio unido a l a enzima. En l a eliminación del 
calcio se obser v6 una pérdida de l a actividad que podría_ 
ser cuant itativamente recuperada restaurando el cati6n a 

la enzima) 

! Las enzimas bacterianas requieren 4 o más átomos---.. 
gramo de calcio por mol de enzima para su total actividad. 
Se ha sugerido que e l calcio forma enlaces intramolecula
res similares en su funci6n a los enlaces disulfuro'J 

Úa taka- amilasa A fija 10 átomos- gr amo de c alcio -
por mol de enz i ma, pudiendo ser eliminados contra acetato 
de sodio 0 . 02 M, mediante diálisis, 9 de los 10 átomos- -
gramos de calcio. Es t os 9 átomos- gramos eliminados están 
débi l mente unidos, y al eliminarlos no hay un cambi o en -
la actividad enzimática (G4-ka~ A. ., y MS10da, A, 195i7) . -
Estos átomos de calcio estabilizan la mol écula de enzima 

contra la desnaturalizaci6n . El átomo gramo de calcio no 
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diali zable está tan específica y f uertemente unida que no 
rl, 10- t ~· { ;;,e 

puede deslizarse contra EDTA y pH de 7- 9 durante 150 ho--
ras a baj a temperatura (s..:t:.ein., E A, _ t~~J:-§1-64). Kato, 
et al en 1967 demostraron que el átomo de calcio fuerte-
mente unido puede ser eliminado contra EDTA a pH de 8 y -

SOºC . La actividad enzimática se pierde, pero se recupe
r a con la adición de calcio. Toda, H., y Narita, K. 
(-1967 ) demostraron que un átomo de calcio en taka-amilasa 
podía ser reemplazado por otro catión divalente , como ma~ 

~ 

~o, ~-º- º ~!F2-~<?..!.__ sin causar un cambio significa-
tivo en l a actividad de la ami las ';] 

¿-El efecto directo que t iene el catión sobre la a:!, 

fa-amilasa es el de estabilizarla. Ya en 1901, Wallers-
tein, patentó el uso de las sales de calcio para aplica-
c ión en cervecería. Actualmente el catión S- alcio se adi
~n9 rµtinar iamente durante l a purificación de alfa-ami
l asa con obj eto de estabilizar la enzima y provocar una -

_mejor cristalización) (Fi-scher, E.H , }'-S te.-i-~-H. 

1960 ) . -

( Lo s pesos moleculares de alfa-amilasa bºa'!: teriana 
y fúngica var ían de 40,000 a 60,000, como se muestra en -
el cuadro 4 . Lo s pesos moleculares se han determinado por 
técnicas de sedimentación y gel f il traciójl (T.akagi _, ______ G_ -

Toda, H. , e· l s--erm:xra -, T' ;·--H "rO ) . 

Stein, E.A., y Fi scher, E.H. (~ ) [demostraron -
que alfa-amilasa cristalizada de Aspergillus ory zae y de_ 
Baci llus subtilis conservan toda su actividad cuando se -
incuban con grandes concentraciones de tripsina cristali
zada. Yamamoto, T. (~~ trabajando con alfa-amilasa 
cristalizada de Baci llus subtilis l a expuso durante lar-
gos períodos de tiempo a l a acc ión, por separado, de dif~ 
rentes enzimas proteolíticas como papaína , tripsina, qui
motripsina, subt i l is i na y pepsina, observándose que l a a::;J 



CUADRO 4. PESOS MOLECULARES DE ALFA-AMILASAS. 

AMILASA 

Alfa-amilasa de Bacillus 
subtilis 

Taka-amilasa A (alfa-am~ 
las a de Aspergillus ory-

~) 

Alfa-amil asa ácido est a
ble de Aspergillus niger 
Alfa-amilasa ácido ines
table de Aspergillus ni-

~ 
Alfa-amilasa termoesta--
ble de Bacillus stearo-
thermophilus 

PESO MOLECULAR 

48,900 (mon6mero) 
96 ,900 (:dímero) 
47,000 (monómero) 
51,000 

52 , 600,±.2, 600 
49,000 
50, 000 

61 , 000 

61,000 
48,000 

52 ,700,±.2,200 

S y D: Constantes de sedimentación y difusión . 
SE: Equilibrio de sedimentación . 
GF: Gel filtración. 

METOOO 

S y D 

s 

s 

SE 
y D 

SE 
GF 
y D 

SE 

SE 
SE 

SE 

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 Pres s . New York, USA. 



30 

tividad de la alfa-amilasa se conservaba. Hagihara , B. , -
et al (1956 ) también demostraron que cuando l a alfa- amila
sa de Bacillus subtilis y de Aspergillu s ory z ae son t rata
das con subtilisina, tripsina y quimotripsina, no sol o no 
conservan su actividad, sino que permanecen totalmente pr~ 
cipitables con ácido tricloroacético. 

Este último resultado sugiere que la resi s tenci a 
del ataque proteolítico no está restringido al si t i o ac ti
vo, sino que incluye a toda la estructura molecular de l a 
enzima. Por otra parte, las alfa-amilasas desnaturali za-
das con calor, ácido o urea son fácilmente digeribles por 
la subtilisina, lo que se ilustra por su solubilidad com-
pleta en ácido tricloroacético. 

En la actualidad y en los próximos años , las alfa-
amilasas que puedan soportar condiciones extremas de proc~ 
so, serán de gran importancia académica, técnic a y económ2:_ 
ca, particularmente en aplicaciones industriales. A la fe 
cha se han estudiado alfa-amilasas ac'ido y termoestables , 
debido a que altas temperaturas y pH ácidos son condicio-
nes óptimas para la hidrólisis del almidón . 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 proc~ 
so, cuando menos durante el tiempo que éste dur a . Las al
fa-amilasas ácido y termoestables serán más útiles cuando_ 
sean unidas a soportes inertes, esto es, cuando se tenga -
un mayor desarrollo en el prometedor c ampo de la INMOVILI
ZACION DE ENZIMAS. 

Aparte del interés exclusivamente industr ial, las -
enzimas amilolíticas ácido o termoest ables son interesan--
tes desde el punto de vista biológico, en rel ac i ón a l os -
mecanismos de adaptación de microorganismos a condi c i ones_ . 1 

extremas. En este sentido, las enzimas de mi croorganismos 
termofílicos tienen interés en el estudio de l a termofili
dad. 
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Como ya se mencionó, la especificidad de alfa- ami 
l asa es catalizar la hidrólisis de los enlaces al fa- 1-4-
glucosídicos en polisacáridos o productos de su degrada-
ción, permanec1endo el enlace alfa-1-6-glucosídico de gl~ 
cógeno o amilopectina sin ser hidrolizado . Okada , S., et 
al (1969) demostraron que la escisión inicial de alfa-ami 
lasa sacarificante de Bacillus subtilis sobre mal t odextri 
na ocurría más rápidamente en el tercer o más interno en
lace a partir del extremo no reductor. En el cuadro 5 y 
6 se muestra la velocidad relativa de hidrólisis de mal to 
oligosacáridos catalizada por alfa-amilasa de Bacillus 
subtilis . La alfa-amilas a sacarificante muestra una afi-~ 

nidad por maltooligosacáridos que tienen longitud de cad~ 
na G

2 
a G , mientras que la afinidad de alfa- amilasa li-

23 
cuefactante es marcadamente reducida por oligosacáridos -
con longitud de cadena menor a G

23
. 

Matsubara, S., et al (1959) investigaron el efecto 
de aglicón sobre la velocidad de hidrólisis de maltosida
sa mediante taka-amilasa A. Esta enzima cataliza la hi-
drólisis maltosídica de varias alfa-maltosidadas, tal co
mo metil, etil, fenil y p-nitrofenil maltosidas a ; é sto 
es, la t aka-amilasa A tiene una alt a especifi cidad de 
aglicón. 

La acción de la alf a-amilasa se caracteriz a por 
cambios simultáneos en l as siguientes propiedades: 

a ) Disminución de la viscosidad. 
b) Incremento en la concentración de grupos reductores . 
c ) Cambio en la capacidad para teñirse con yodo. 
d) Cambio en la rotación óptica. 

Los métodos diseñados para medir la actividad de -

alfa-amilasa están basados en alguno de los anterior e s fe 
nómenos , y principalmente en alguno de los primeros tres. 
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CUADRO 5. VELOCIDAD RELATIVA DE HIDROLISIS DE MALTOOLIGO 
SACARIIXlS MEDIANTE ALFA-AMILASA SACARIFICANTE 
DE Bacillus subtilis. 

MALTOOLIGOSACARIIXl CONCENTRACION 
VELOCIDAD RELATIVA DE 

HIDROLISIS 

G2' 0.002 M o 

G3 0.002 M 9 

G4 0.002 M 98 

G5 0.002 M 72 . 

G6 0.002 M 49 

G7 0.002 M 34 

(Mal todextrinas (G23) 0 . 2% 85 

Almidón 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. 

MALTOOLIGOSACARIIXJ CONCENTRACION 

Gl5 0.1 

G7 0.1 

G 
10-12 

0.1 

Gl5-20 0.1 

Mal todextrina 

(G23) 0 .1 

Almidón 0.1 

VELOCIDAD RELATIVA DE 
HIDROLISIS 

o 

1 

1 

10 

41 

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 est a base, l a ac.tividad de alfa- amilasa en ocasio-
nes s e expre s a c omo: 

a) Capac idad licuefact ante. 
b) Capacidad sacarificant e. 
c ) Capacidad dextrinificante . 

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

a) Somogyi-Nel son (Fuwa, H. 1954) . 
b) Acido 3,5- dinitrosalicíl i co (Bernfeld, P. 1951). 

La capacidad dextrinifi cante se determina por el -
cambio en el color azul que produce el complejo de absor-
ción yodo-amilosa. El sustrato comunmente usado es almi-
dón soluble (amilosa). 

A pesar de que las alfa-amilasas con un buen grado 
de pureza son fácilmente adquiridas, de que esta enzima se 
encuentra entre las primeras conocidas, de que fué de las_ 
primeras usadas en estudios de cinética enzimática, y que_ 
una considerable cantidad de estudios se han desarrollado 
con ella en esa área, es mínimo el conocimiento y además -
insuficiente, que se tiene del mecanismo de acción de la -
alfa- amilasa . Este hecho, paradójico, tiene su origen en 
la complejidad del sus trato y de la reacción misma 

El pH óptimo ~e la alfa-amilasa de Aspergillus E.!Z
zae, es de 4.8-5.8, de Bacillus subtilis de 5.85-6 .00 y de_ 
malt a de 4.75- 5. 40. Ono, K., et al en 19S8 estudiaron la_ 
influencia del pH s obre la hidrólisis de amilosa .mediante_ 
amilasa bacteriana cristalizada . Ellos encontraron que 
mientras la constante aparente de Michaelis para la reac-
ción permanecí a constante en un valor de 2. 3 x 10 3 moles 
de enlaces glucosídicos pór litro para pHs de 3.6 a 8 .4, -
la constante aparente de velocidad de la reacción disminuí a 
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bruscamente a ambos lados del pH óptimo. Ellos suponen -
que la enzima, E, o el complej o enzima sustr ato, ES, es -
involucrado en un ti po de equilibri o p o stulado por Waley, 

S . G. (1953) y por Laider, K. J. (1 955 ) en el cual sólo -
es enz imáticamente activa la especie EHS~ El equilibrio_ 
se re presenta por : 

EH,S 

H+ 

+ 
EHS-

}· 
Productos 

H+ 

+ 
ES--

Para los grupos ionizables A y B se obtuvieron 
los si guientes valores: pKa = 4.22, AH a = 2.0 kcal/mol; -
pKb = 7 .55, .OHb=4.0kcal/mol. Las constantes de ioniza-
ci6n no variaron ni con la concentración 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 em~argo, 
a fin de determinar qué grupos son los que participan en 
la disociación, es necesario mayores estudios que comple
menten las determinaciones señaladas, y poder identificar 
las "constantes de disociación" cinéticamente determina-
das por las constantes de disociación de grupos en el si
tio activo (Fischer, E.H., y Stein, E.A. 1960). 

Los datos reportados respecto a que la formación 
del complejo enzima-sustrato en la reacción catalizada 
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por amilasa, no es afectada por grandes variaciones en 
el pH, implican que ese parámetro afecta primariamente_ 
la segunda etapa de una reacción del tipo de Michaelis
Menten, que es en el que realmente se hidroli za el enl a 
ce glucosidico. 

Los datos de Myrback (1962) y de Ono, et al (1958 ) 
para el pH óptimo de la reacción son consistentes con -
la opinión 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 catalítico. Sobre la base de estu 
dios químicos se piensa que en el proceso participa un -
grupo imino primario . . La hidrólisis de almidón o glucó 
geno con amilasa en H

2
ol8 indican que la escisi ón de -

los enlaces glucosídicos del polisacárido es en C -oxí-. 1 
geno (Fischer, E.H., y Stein, E.A. 1960). Larner, J., 
y Mayer, F.C. (1958) han propuesto que en la reacción -
el sustrato se orienta primero sobre la superficie de -
la enzima. Después de protonar el puente de oxígeno, -
para formar un ión oxonio, se r .ompe el enlace glucosidi
co sobre ' el lado del carbono C , dejando unión sarbonio 

1 
como intermediario. Durante la solvólisis, la cual co~ 
pleta esta reacción Sn

1
, las restricciones estéricas im 

puestas por la superficie de la enzima sobre los resi-
duos reductores potenciales determinan la conformación_ 
del anillo, y, finalmente , la configur ación del grupo -
reductor. 

Otro mecanismo propuesto para la acción 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 configci.ración óptica -
del átomo anomérico de carbono. Como se muestra en el 
diagrama del mecanismo propuesto por Koshland, hay un -

grupo carboxilo y un grupo nitrogenado en el s itio acti 
vo. Hay cierta incertidumbre acerca de l a naturaleza -
del grupo nitrogenado. El pK de 6 . 5- 8 .0 podria indicar_] 
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un grupo irnidazol o un grupo amino. Cuando menos, para al 
f a-amilasa de por cino, los efectos de fotooxi d&c i ón y del 
ión cloruro sobre la actividad, asi corno el calor de ion_;!;. 
z ación (4.0 kcal/mol) favorecen la opinión de que se tr a
te de un gru po imidazol (Wakim, J., Robinson, M., y Tho-
ma, J. 1969). El sustrato forma un complejo de adsorción 
con la enzima. En este mecani s mo propuesto el ión c ar
bonilo funciona corno un nucleófilo que actúa s obre la po
sición c

1 
del sustrato, at aque que es f avorec ido por l a -

protonación del enlace mediante el ácido (ión irni dazoli o ) . 
Como resultado se forma un intermediario glucos i l -enzima_ 
con enlaces covalentes. En la reacción de desglucosi la- 
ción, el grupo imidazol sin protonar funcion a como una ba 
se para combinar un protónci=l agua y liberar un mr el 
cual reacciona en la pos ición c

1 
del complejo glucosil-

enzima (Whit aker, J . R. 197 2). 

N 
Jb/ffi'JMfrJ-~,2'4Z 

Ñ 
;?;9%-;'.W?&b.:eá'Jw/2':%::.%. 
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~Una de las aplicaciones más importantes de alfa--

amil asa es en suplementación de harinas dest inadas a pani 
ficación! Una al ta proporción de l as harinas de trigo 
son naturalmente deficitarias en alfa- amilas a, aunque co~ 
tienen cantidades apreciables de beta- amilasa . Los gra-
nos de cereales no germinados contienen fundamentalmente 
beta- amilas a , mientras que los granos germinados contie-
nen además alfa- amilasa. Tradicionalmente las harinas p~ 
bres en actividad amilol ítica han sido suplementadas con_ 
harina de mal ta. La cantidad de mal ta a ser adicionada -
depende de su propia actividad enzimática así como de l a 
calidad de la harina a ser enriquecida. La suplementa- -
ción de harinas debe ser realiz ada con precaución ya que_ 
un exc eso puede conducir a l a obtención de un pan cuya mi 
ga sea húmeda, pegajosa y poco el ástica como resul tado de 
una excesiva formación de dextrinas. Además, debe tener
se presente que ciertas harinas suplementadas con maltas_ 
cont eniendo cantidades altas de proteasas pueden modifi - 
car l as características del glúten disminuyendo su cali-
dad como harina panificable . En esos casos es recomenda
ble el uso de preparados enzimáticos de or igen fúngico de 
bajo contenido en enzimas proteolíticas . Según Hircher-
berg (\L.991') el uso de alf a- amilasa fúngica en harinas 
diastásicamente deficientes confiere una serie de venta-
jas como: Pr oduce una masa más fácilmente trabajable , me
jora la absorción de agua , mejora la estabilidad de l a m~ 
sa, la textura y la porosidad, mej ora también el color de 
l a costra de l pan, confiriéndole a su vez un alto grado -
de digestibilidad, y finalmente alarga l a vida del pan 
(M azza, L. A. y Balatti, A.P. 1970) . 

Entre otras apli caci ones de alfa- amilasa pueden -
mencionars e las siguiente s : 

a ) Elaboración de alimentos con un alto contenido e~ ce-
reales, para consumo infanti0 (l&~_y--14-~re , 
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M. S . 196 5) . ~onvierten el almidón en dextrina y azúcar 
e incrementan l a absor c i ón de agua] 

( b) Clari f icación de jugos, por la eliminación del almidón . 

c) Preparación de jarabes de chocolate. Licuefacción de los 
almidones par a que los j arabes puedan ser más fáci l mente 
mane j ables. 

d) Fabricación de cerveza. Ya sea convirtiendo almidón en -
maltosa consumida en l a f ermentaci ón o para eliminar ·tur
bidez producida por almidón . 

e) Fabricación de produc t os f armacéuticos de uso como coad~ 
vantes diges tivos . 

f ) J arabe s y azúcares . Conversi ón de almidones a dext r inas 
de bajo peso molecular ( j arabe de maíz). 

g) Vegetales. Hidrólisis de almidón. En abland amiento de -
chícharos . _J 

Las importaciones anuales de amilasa , consignadas_ 
en el "Anuario Estadístico de Comercio Exterior de los Es 
tados Unidos Mexicanos" (Dirección General de Est adí sti-
c a. Secretaría de Industria y Comerc i o . Méxi co), i nclu
ye las siguientes fracciones arancelarias: 

Partida : 29 . 40.- Enzimas. 
Subpartida : A. - Enzimas. 
Fracción: 29.40. A.004. Amilasa, excepto lo comprendido -

en la fracción 29.40.A.016. 
Fracción: 29.40.A.012. Diastasa de Aspergillus oryzae. 
Fracción: 29 .40.A.016. Amilasa bacteriana. 
Fracción : 29 . 40 .A.025 . Diastasa de malta . 
Fracción: ·29. 40 .A. 026 . Ami lasa pancreática. · 

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 gráfica l . El vol umen de im
portación en unidades de kg legal ha experimentado un ín-
dice de crecimiento 
acumulado del 15%. 
total de 1974 fué de 

del 248% y un incremento medio anual 
El valor en pesos para la importación 
4' 900,084 de pesos. Este valor inclu 

ye el valor de compra de la mercancía en el lugar de pro
cedencia, fletes, seguros y otros gastos hasta llegar la 
mercancía hasta l a frontera mexicana . Esta manera de va
lorar las mercancías importadas se denomina CIF. 

A los países que en mayor porcentaje y de manera 
constante se les ha comprado diastasa fúngica son los Es 
tados Unidos de Norteamérica y Suiza. Otros países con 
una participación relativa baja, pero que también han p~ 
ticipado como proveedores son Dinamarca, Japón e Italia. 

La tendencia experimentada en las importaciones -
anuales de amilasa bacteriana, para el mismo período de -
estudio se muestra en el cuadro 8 y gráfica 2. El volú-
men de importación en unidades de kg legal, ha experimen
tado un índice de crecimiento del 137% y un incremento m~ 
dio anual acumulado de 10% . El valor en pesos de la im-
portación total durante 1974 fué de 5 1 445,183, valor CIF. 

Los países que han cubierto la importación son: . 
Estados Unidos de Norteamérica, Francia , Suiza , República 
Federal de Alemania, Dinamarca, Japón; y en una propor- -
ción baja y no constante Países Bajos y Bélgica. 
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CUAD~O 7. COMPORTAMIENTO pBSERVAIXl EN LAS IMPORTACIONES 
ANUALES 'DE DIASTASA DE Aspergillus or y zae . 

AÑO 
UNIDAD Y CANTIDAD 

(Kg legal) 
VALOR EN PESOS $/kgl. 

1968 2,514 879, 391 350 
1969 3, 791 1'371,333 363 
1970 4,430 l ' 511,035 342 
1971 5 ,309 2 1 117,289 399 
1972 11, 295 2 ' 603 ,377 432 
1973 8 ,882 3'150,480 355 
1974 8,708 4 ' 900,084 564 

Fuente: Dirección General de Estadística. Secretaría de 
Industria y Comercio. (1968 a 1974). "Anuario 
Estadístico de Comercio Exterior de los Estados 
Unidos Mexicanos " . México, D.F. 



Valor 
(pesos) 

5'000,000 

4'000,000 

3•000,000 

2 1 000,000 

1'000,000 

o 

GRAPICA l. COMPORTAMIENTO OBSERVADO EN LAS IXJ'ORT ACIONES 

ANUALES- DE DIASTASA DE A'eperg!llue OIT!,!!!. 

Cantidad 
(kg legal) 

12,000 

II,000 

10,000 

9,000 

8,000 

7,000 

6,000 

5,000 

4,000 

3,000 

2,000 

l,000 

o 
1968 1969 1970 1971 1972 

e Cantidad, en lcg legal. 

O Valor, en pesos. 

1973 
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1974 
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CUADRO 8 . COMPORTAMIENTO OBSERVAOO EN LAS IMPORTACIONES 
ANUALES DE ALFA-AMILASA BACTERIANA. 

AÑO 
UNIDAD Y CANTIDAD 

VALOR EN PESOS S/ k gl. 
(Kg legal ) 

1968 11,143 1 1 087,900 98 
1969 25,229 1 1 866,787 76 
1970 30, 355 2 1 101,018 69 
1971 12,012 1'403,364 117 
1972 5,194 1'183,ll2 227 
1973 6,636 1'071,941 161 
1974 23, 319 5'445,188 207 

Fuente: Dirección General de Estadística. Secretaría de 
Industria y Comercio. (1968 a 1974). "Anuario -
Estadístico de Comercio Exterior de los Estados 
Unidos Mexicanos". México, D.F. 



GRAPICA 2. COMPORTA1..f!ENTO OBSERVADO EN LAS DU'ORT ACIONES 

ANUALES DB AMILASA BACTERIANA. 

Valor Cantidad 
(peeoe) (kg legal) 

36,000 

5'500,000 33,000 

5'000,000 30,000 

27,000 

4'000,000 24,000 

21,000 

3 •000,000 18,000 

15,000 

2 1 000,000 12,000 

9,000 

1'000,000 6,000 

3,000 

o o 
1968 1969 1970 1971 1972 1973 

e Cantidad, en kg legal. 

O Valor, en peeoa. 
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1974 



III. MATERIALES Y METODOS. 



46 

Z-En el diagrama 1, 2 y 3 se muestran las etapas s~ 
guidas en la producción, purificación y caracterización_ 
de alfa-amilas de Aspergillus oryzae. En el diagrama -
4, la caracterización de la alfa- amilasa comercial de 
Bacillus subtilis) 

[ MICROORGANISMO ) 

( Se t,rabajó con una cepa de Aspergillus oryzae 
12802-ATCC J 

lÍ1EDIO DE CULTIVO PARA LA CONSERVACION DE LA CEPA] 

L E1 medio de cultivo empleado para la conservación 
de la cepa fué YPG-Agar (Extracto de levadura-Peptona- -
Glucosa-Agar), cuya composición química es la siguiente~ 

( 

( Extracto de levadura 
Peptona 
Glucosa .. . ...... . . ..... . ......... . ....... . 
A?;o..x- ,, 

3.0 gramos 
10.0 gramos 
20.0 gramos 
"3 ó ·Ó src .......... os) 

!..Disolver en 950 ml de agua destilada y ajustar el 
pH a 4.5 con ácido sulfúrico 2 N. El volumen se lleva a 
1,000 ml y se añaden 30 gramos de agar. Se calienta has
ta licuar el agar y se envasan porcio_nes de 10. O ml en -
tubos con tapón de rosca. Se esterilizaron los tubos en 
autoclave a 15 libras de presión durante 1 5 minutos. 
Después de esterilizar los tubos, se enfrían en posición 
inclinad a l _ __, 

CcoNSERVACION DE LA CEPAJ 

LEn cada uno de los tubos conteniendo 10.0 ml de -
medio YPG-Agar solidificado se siembra por estría una 

asada de la cepa estudiada ] 



DIAGRAJ.:A I. PRO:WCCION DE ALFA-A11ILASA DE Aspergillue oryzae EN -

CULTIVO sm.~ERGIDO. 

Selecci6n del nicroorganiemo 

Cepa de A!nergillus o:ryzae 

l 
Conservaci6n de la cepa. 

l 
::r>roducci6n de un lote de esporas 

l 
Inoculaci6n del medio de cultivo 

l 
Desarrollo de la fermentaci6n 

l 
Concentraci6n 7 Purificaci6n 

47 
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DIA~RAJ'.A 2. CONCE11TRACION Y ruRIFICACION DE ALFA-AJ.!ILASA n::; 

Asoereillua or¡zae. 

1'. edio de fermentaci6n--Pil traci6n · . . - l ... 
¡conce~traci6n 

. i ~ l 
Evanoraci6nJal ~acío l> Ulltraf'iltraci6n 

Dial~~ia _ 

L Ul trafil traci6n 

l 
Dialiais 

! Concentraci6n con acuacide 
J, 

Dialiaia 
J. 

Liofilizaci6n 

l 
Disolver en acetato de sodio 
O.I ?.!, pH 7.5. 

l 
Caracterizaci6n. 



DIAGRAMA 3. CARACTRRIZACION DE ALFA-AM ILASA DE Asnergillua oryza~ 

Soluci6n enzimAtica 

Efecto de la co~entraci6n del 
/ 

~·tr••• l 
Efecto de la concentraci6n de la enzima 

l 
Efecto del nH del medio de reacci6n 

l 
Efecto de la temperatura del medio de reacci6n 

Efecto de la conlentraci6n de cloruro de calcio 

Efecto del tielpo de reacci6n 

49 



DI/,';RA!.'.A 4-. CARACTERIZACIOn DE ALP'A-JJHLASA C<ZBRCIAL DE 

32.cillus subtilis. 

Alfa-aoilasa ~cteriana 

Egecto de la concentraci6n del sustrato 

1 
.Efecto de la concentraci6n de la enzÍI!la. 

l 
_Efecto del pH lel medio de reacci6n 

Efecto de la timperatura 

Efecto de la concentraci6n de cloruro de 

l Efecto del tiemno de reacci6n 

sodio 

50 
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OBTENCION DE UN LOTE DE ESPORAS. 

{A partir de un tubo conten i endo esporas de l a cepa 
e s tudi aaa y sembrada en medio YPG-Agar, se preparó una 
sus pensión de esporas con l a cual se inocul aron 3 bote- -
ll as de Rose c on el mi smo medio. Se incubaron a t empera
tura de 28°C durante 7 días, para la obtención de un lote 

. de espor as que servirían para a partir de él iniciar la -
propagación de la cepa en cultivo sumergidc:j 

MEDIO DE CULTIVO PARA LA PROPAGACION DE LA CEPA . 

¿El medio de cultivo para l a propagaci ón de l a cepa 
fué el medio Czapeck con almidón como la única fuente de 
c arbono. La composición química del medio e s l a s i gui en
te: 

NaN0
3 

KHP0
4 

.. . ..................... . ................ 

2 . O gr amos 

1. O gramos 

MgSO 
4 

7H
2

0 .................. . .................. . O. 5 gramos 

KCl . ............................ . ............. O. 5 gramos 

FeSO 
4

. 7H
2

0 .................................... . O. 01 gramo s 

Almidón soluble (Art. 1252. Merck) .......... . 3p.O gramos 

Agua destilada ............ . ................. loop ml 

pH ........................................ . 4.5 J 
El medio se esterilizó en autoclave a 15 libras du 

rante 15 minutos. 

DETERMINACION DEL pH. 

[ La determinación del pH se efectuó en un potenci ó

metro Metrohm Herisan, pH-meter E-512_] 
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'J'RODUCC ION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae EN CULTI
VO SUMERG IDO. 

/ 
J3 e inocularon 20 matr aces Erlenmayer de 1 , 000 ml. 

conteniendo 300 ml del medio de propagación, con una sus-
pensión de esporas de una densidad óptica de 0.8 a 620 nm. 
Los matraces s e incubaron durante 36 a 48 horas en una agl 
tadora rotatoria a una temperatura de 28°C. La determina
ción de l a actividad de alfa- amilasa en el medio de propa
gación se hizo por el método No. 2, con obj eto de sel eccio 
nar los matraces con mayor act ividad ] 

l oBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO CRUDoJ 

[ cohforme se van s eleccionando los matraces con ma 
yor ac tividad, se filtra el medio aplicando vacío y u sando 
papel fi l tro Whatman No . l. De esta manera se obtiene el 
extracto crud~ 

( METODOS USAI:OS PARA CONCENTRAR EL EXTRACTO ENZIMATICO CRU-

DO ~ 

G. ULTRAFILTRACION J 
t§ e uti lizó un equipo marca AMICON modelo 402 con 

una membrana UM-10 . Se trabaj6 a una temperatur a de 4ºC y 
a una presión de 48 psi , usando para ello gas ni trógenc?) 

[2 . EVAPORACION AL VACIOJ 

[se utilizó un equipo rotatorio de evaporación co
nectado a un vacío de 14 psi . El extracto crudo se cal ien 
t a hasta una temperatura de 30- 35º C. La capacidad del 
equi po de evaporación fué de 1 . 0 litro1 
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3.[ DESHIDRATACION CON ACUACIDE CALBIOCHEM.J. 

[ La muestra contenida en una bol sa de diál isis se -
espolvoreó con el reactivo y se dejó durante 24 hor as a -

una temperatura de 4°C~ 

/ l METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMI 
LASA ) 

" LLa determinación de l a act i v i dad de alfa- amilasa -
se realizó usando dos métodos , los cuales se describen a 

continuación.;'] 

/[i . DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE AZUCARES REDUCTORE~ 
[ Los azúcares reductores producidos por la acción -

de alfa-amilasa sobre el almidón, s on determinados por el 
método del ácido 3,5-dinitrosalicílico. 

\ 

Reactivos: 

Reactivo de DNS: 

Acido 3,5-dinitrosalicíli~o ............. . . 10. 6 gramos 
NaOH ...... . ............ ... .. .. ........... . 19. 8 gramos 
Agua des tilada .................. .. ...... .. 1,416 ml. 

Disolvente: 
.. 

Tartrato de sodio y potasio . . ............. 306.0 gramos 
F enol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 . 6 ml 
Me tabisulfito de sodio y potasio 8 . 3 gramos 

Se titula una muestra con fenol ftaleina , adi ci ona~ 

do HCL O.IN. Deberían de consumirse 5-6 ml de HCl . Si -
es necesario adicionar NaOH (2.0 gramos de NaOH=l . O ml de 

. HCL 0.1 N). 
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Procedimiento . Determinación de glucosa. 

La muestra debe contener de 0.2 a 1.0 mg de gluc~ 
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 ebullición 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, c on un blan 
co de agua para 100% de transmitancia. 

El color se desarrolla sólo en condiciones alcali 
nas, de manera que cuando el medio sea ácido deberá neu
tralizarse. 

Puesto que 3 .0 ml del reactivo de ácido 3,5-dini
trosalicílico 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 sat isfactorios en cuento a exactitud y preci- -
sión. Las diluciones se hacen después del calentamiento 
en agua a ebullición, y el resultado se multiplica por -
el factor de dilución. Ver diagrama 5. 

Las muestras calentadas pueden observarse un tiem 
po razonable después de la lectura . Las muestras antes 
del calen tamiento se deterioran en un tiempo menor. 

rs '1 o s1 ' 

[2. DETERMINACION DEL ALMIDON RESIDU~ ! / 
{_¡,ste método se basa en la medición de la colora-

ción azul que produce el complejo yodo-almidói) se disp~ 
ne un tubo de ensaye al cual se le agregan 5.0 ml de una 
solución de almidón soluble al 1.0%. A la solución de -
almidón 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--



DIA'}RALA 5 . D3T ER' T '.J\CI 0i·; DE LA PnO~CCI ON m : AZU'1.IL'1ES R.i:XJC~O ?.;;; ,¡ 

5.0 ml de sol uci6n de al mi d 6n al I. O~ 

! 
Inc1~aci6n 

I. O nJ. de s ol uc i6n de al. fa- B.!!lilasa 

1 
Incubaci6n durante 30 n i nut os 

:'.'oz:.ar al ícutte. de 2 . 0 II!l 

t 
Ai.adi r ráui d2l!lente 4. 0 ¡:)_ del re activo 
'''' º J,5-di oi t rf o.iiollioo 

;,fie.dir ¡, 9 Dl de a---ua de stilada i ~ 
Incubar 5. 0 min en bafl.o de agua hierviendo 

t 
Leer en 
verde 

r!nfria.r 

! 
!'otocolor.ímetro a 540 nm con filtro 

pa,ra cada uno de los uará::letros investigados(concentraci6n de su~ 

trato, concentraci6n de enzÍl!la, pH, tem, eratura, concentraci6n de 

sal. 1' tiem!Jo) los ajustes se hacen en la etaTJa corresTJondiente .• 
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men de enzima estudiado, se tenga un volumen final de 
10.0 ml. El tubo de ensayo conteniendo almidón, regula-
dar y cloruro se agita para homogeneizar el medio de rea~ 
ción. A este medio se incorpora el volumen de enzima es
tudiado, y se incuba según las condiciones de experiment~ 
ción. Ver diagrama 6. 

Del tubo anterior (tubo 1) se toma una alícuota y 
se recibe en un tubo (tubo 2) conteniendo 0.3 ml de HCl 
1.0 N. La alícuota tomada del tubo 1 es de un volumen de 
1.5 ml. Del tubo 2 se toma una alícuota de 0.2 ml y se -
recibe en un tubo (tubo 3) conteniendo 0.5 ml de HCl 1 .0 
N. Se añade 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 HCl 1.0 N, y se lleva el volumen a 10.0 ml con agua 
destilada. Se prepara simultáneamente un testigo de sus
trato siguiendo el método para la preparación del proble
ma, excepto que el volumen de solución enzimática se subs 
tituye por regulador, y no se incuba en el tubo l. 

,Y'[ METODO PARA LA DETERMINACION DE PROTEIN~ 
( En la determinación de proteína se utilizó el méto 

do descrito por Lowry y colaboradoresj (l9 51 ). 

Reactivos: 

a) Carbonato de sodio 2% en NaOH 0.1 M. (_'f,;z 
, b) Tartrato de sodio y potasio 1.0% en euso

4
.5H

2
0 

al 0.5%. 
~)Mezcla de~ 50 ml de (a)+ 1. 0 ml de (b). 

La mezcla debe hacerse en múltiplos de la propor-
ción indicada, y sirve solamente el día que se prepara. 



DI Ar;!UJ.'J. 6 , DETER! '. INACI ON DS AL!::IDON RESIIDAL, 

Tubo I 

Tubo 2 

Tubo 3 

5,0 ml de soluci6n de al.mid6n al. I.~ 

I.O ml de cloruro de calcio 0,5lr! 

3,9 ml de regulador de acet~toa o.I N, nH 4,5 

O.I ml de enzíma( 3oluci6n), 

¡ ' 
Incubación 

i 
'f.) 

I. 5 ml de la mezcla del tubo I 

O.) ml de ~cido clorhídrico I.O N 

1 
0. 2 ml de la mezcla del tubo 2 

0.5 l!ll de ácido clorhídrico I.O N 

O,I ml de lugol 

9.2 ml de agua destilada 

t 
Lectura en fotocolor{metro con 
filtro rojo 

Para cada uno de' los nar~etros investigadoa(concentraci6n de SU! 

t r ato, concentraci6n de enzíma, pH, temneratura, concentraci6n de 

sal y tiemno), loa ajustes se hacen en el tubo I y/o en las cond! 

ciones de incubaci6n. 
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d) Reactivo de Fohlin diluido: 1.0 volumen de 
reactivo de Fohlin + 2.0 volúmenes de agua. 

Procedimiento: 
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Al problema conteniendo de 20 a 200 gramos de pr~ 
teína por ml, se le añaden 5 .0 ml del reactivo 
(c), se agita y se deja reposar 10 .0 minutos. A 
cont inuación se adicionan 0 . 5 ml del reactivo 
( d), agitando inmediatamente y dejando reposar 30 
minutos . 

Simultáneamente con el problema debe hacerse una_ 
curva de referencia . Esta curva se hace con albúmina bo
vina conteniendo 400 ug/ml para límites de 40 a 200 ug. 

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

DIALISIS. 

Las diálisis se efectuaron contra agua de la lla
ve o contra regulador, según el caso. 

ALFA-AMILASA COMERCIAL . 

Se trabajó con alfa-amilasa comercial de Bacillus 
subtilis , de l a Compañí a Sigma. 

CURVA TIPO DE AZUCARES REDUCTORES. 

En l a gráfic a 3 se present a la curva tipo de azú
cares reductores (DNS). 



GRA.J.i'ICA 3. CURVA TIPO DE AZUCARES REIUCTORES(DNS). 

Densidad óptica 
a 550 nm. 

I.o 

0.9 

o.a 

o.6 

0.5 

0.3 

0.2 

0.1 

o 
o 0.2 0.4 0.6 o.a l.O 

mg de glucosa 

Ecuación obtenida por mínimos cuadrados: 

(D.o. 550nm)=O.OII76+0.4545(mg d• glucosa) 
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CURVA TIPO DE PROTEINAS SOLUBLES. 

En la gráfica 4 se presenta la curva tipo de pro-
teínas solubles (LOVlRY). 

PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryz ae POR 
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN UNA COLUMNA DE 
DEAE-CELULOSA. 

La muestra liofilizada se disolvió en 5 . 0 ml de 
una solución de acetato de sodio 0.1 M, pH 7.5. La solu
ción resultante se pasó a través de una columna de _J) cm_ 
de altura x 5 .0 cm de diámetro, empacada con DEAE-celulo
sa equilibrada con la solución de acetato anteriormente -
señalada. 

La muestra se eluyó con un gradiente lineal de co~ 
centración de acetatos, además 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 agitación. 
Se colectaron 113 fracciones de 3.0 ml cada una, y se 
usó un flujo de 2 .0 ml por minuto. 



GRA:P'ICA 4. CURVA TIPO DE PROTEINAS SOLUBLES(LOll'RY). 

Denaid ad 6pt1ca 
a 750 nm. 
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ALIUMINA BOVINA. 

50 100 150 200 250 300 

118 de proteína. 

Ecuaci6n obtenida por mínimos cuadrados: 

(D.o.
750

nm)=0.07894+0.00278I(U8 de proteína). 
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IV . RESULTADOS 



[Í>RODUCCION DE ALFA-AMILASA.J 

(i. a máxima producción 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 
cífica de 369.1 mg de almidón hidrolizado/mg de proteína) -

[CONCENTRACION Y PURIFICACION..:J 

La concentración y purificación de alfa-amilasa se 
llevó a cabo conforme a lo indicado en el diagrama 2, con
signándose en el cuadro 9 las determinaciones de actividad 
específica en las etapas del proceso. 

{fara el caso en que se concentra por evaporacion al 
vacío se observa una ligera disminución en el valor de la_ 
actividad específica; variación que no es significativa, -
aunque pudiera interpretarse como una desnaturalización de 
una fracción de la cantidad de enzima J , 

El extracto concentrado por evaporación al vacío -
presenta un aspecto viscoso, pegajoso y amarillento el 
cual desaparece al dializar el extracto contra agua de la 
llave. La actividad específica del extracto concentrado y 

dializado es de aproximadamente el doble de la del extrac
to sin dializar. Este resultado hace pensar que los pro-
duetos eliminados en la diálisis(principalmente productos 
de degradación del almidón, de bajo peso molecular) ejer-
cen un efecto de inhibición sobre la actividad de alfa-ami 
lasa. 

Para el caso de concentración del extracto crudo -
mediante ul trafil tración, se observó un aumento significa
tivo en la actividad específica de la alfa-amilasa. 

La actividad específica de la muestra concentr ada 
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CUADRO 9. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALFA-AMILASA DE Asper
gillus oryzae EN LAS ETAPAS DE CONCENTRACION Y 
PURIFICACION. 

E T A P A 

Extracto crudo 
Extracto crudo concentrado por 
evaporación al vacío 
Extracto crudo concentrado por 
evaporación al vacío y dializ~ 

do contra agua de la llave 
Extracto crudo concentrado por 
ul trafil tración 
Mezcla 
Concentración con acuacide 
Concentración por liofilización 
Purificación en columna de DEAE
celulosa 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 
(mg de almidón hidro 
lizado /mg de protel 
na 

369.1 

362.8 

731.8 

610 .0 
640.0 
655 . 5 
636 .1 

3,800.0 
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y deshidratada con acuacide no experimentó un cambio si.[ 
. nificativo, mientras que al someterla a liofilización, -
la actividad disminuyó ligeramente. 

En la etapa final de purificación, la actividad -
específica de la muestra concentrada aumentó 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 (fracción co
lectada) se leyó la densidad óptica a 280 nm. El mismo 
resultado se muestra en la gráfica 5, en la cual se pue
den distinguir varias fracciones o 11 picos". En el cua-
dro 11 se ·resentan los valores de la actividad específ~ 
ca de cada una de las fracciones. Las fracciones selec
cionadas para hacer la caracterización fueron de la 70 a 
la 90 . 

La purificación de alfa-amilasa a través de todo_ 
el proceso se muestra en el cuadro 12. La purificación, 
calculada en base a la actividad específica, fu~ de 10.3 
veces en la fracción obtenida a la salida de la columna 
respecto al extracto crudo. 

El % de recuperación de la alfa-amilasa .fúngica a 
través de todo el proceso fué de 7.0, como se muestra en 
el cuadro 13 . 

La enzima comercial tiene 30.4 % de proteína, y -
una actividad específica de 640 mg de almidón hidroliza
do por mg de proteína. En base a estos datos la alfa- -
amilasa f'úngica a la salida de la columna es 5.93 veces 
más 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 0.05 5 

10 0.050 
11 0.045 
12 0.060 
13 0 . 045 
14 0.050 
15 0.1 25 
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 
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CUADRO 1 o ..... CONTINUACION 

29 0.045 
30 0.049 
31 0.044 
32 0.045 
33 0.045 
34 0.050 
35 0.050 
36 0.058 
37 0.048 
38 0.045 ( / 

v 
39 0.045 
40 0.051 
41 0.045 
42 0.085 
43 0.048 
44 0.050 
45 0.047 
46 0.048 
47 0.050 
48 0.052 
49 0.052 
50 0.056 
51 0.091 
52 0.074 
53 
54 0.108 
55 0.120 
56 0.130 
57 0.130 
58 0.134 
59 0.135 
60 0.138 
61 o.ns 
62 0.188 
63 0.205 
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CUADRO 1 o ...... CONTINUACION 

64 0.228 
65 0.250 
66 0.275 
67 0.270 
68 0.262 
69 0.255 
70 0.245 
71 0.233 
72 0.233 
73 0.257 
74 0.280 
75 0.320 
76 o. 350 
77 o. 350 
78 o. 397 
79 o. 393 
80 o. 373 
81 o. 355 
82 0.300 
83 0.260 
84 0 . 230 
85 0.210 
86 0.185 
87 0.185 
88 0.220 
89 0.165 
90 0.278 
91 0.175 
92 0.150 
93 0.137 
94 0.1 32 
95 0 . 126 
96 0.107 
97 0.108 
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CUADRO 1 o ...... CONTINUACION. 

98 0.095 

99 0.210 

100 o. 302 
101 0.285 
102 0.295 
103 O. 213 
104 0 . 240 

105 Lo .610 1 
106 0.045 

107 0.045 
108 0.280 

109 0.070 
110 

111 0.058 
112 0.047 
113 0.045 
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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 almidón 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 .1 2 
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 

~:~·:-..~ 
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CUADRO 11 ...... CONTINUACION. 

86 47. 74 
87 45. 71 
88 43.15 
89 41.60 
90 
91 35.47 
92 30.69 
93 34.10 
94 30.47 
95 34.10 
96 26.15 
97 29. 56 
98 17.06 
99 

100 
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CUADRO 12. PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Aspergi llus -
oryzae. 

ETAPA DE LA PURIFICACION 

Extrac to crudo 
Extracto concentrado por evapora
ción al vacío 
Extracto concentrado por evapora
ción al vacío y dializado contra_ 
agua 
Extracto crudo concentrado por ul 
trafil traci6n 
Mezcla 
Concentración con acuacide 
Liofilización 
Cromatografía de intercambio ióni 
co en columna de DEAE-celulosa 

INDICE DE PURIF ICACION 
(En base a actividad es 

pecífica) 

1. 00 

0.9 8 

1. 98 

1. 40 

l. 63 

l. 77 
l. 72 

/ 
! 10 . 30 

__,_ 
.) 

-;' 1, -



74 

CUADRO 1 3. % DE RECUPERACION OORANTE LA CONCENTRACION Y 
PURIFICACION DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus -
oryzae. 

VOLUMEN TOTAL PROTEINA TOTAL ALMIDON % DE RECQ_ 
ETAPA (ml) (mg) HIDROLIZAIXl PERACION 

Extrac t o 
crudo 5,000 340 125' 500 100 

Fracc ión a 
l a salida de 
la columna -
de DEAE-celu 
losa 304 2.4 9,120 7 
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CUADRO 14. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALFA-AMILASA BACTERIA 
NA Y FUNGICA. 

ENZIMA 

Comercial (bacteria-
na) 

Extracto crudo (fún-
gica) 

Enzima fúngica a la 
salida de la columna 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 
% DE PROTEINA (mg de almidón hidro 

lizado/ml) -

30.40 640.0 

0.68 369.1 

0.78xl0 
-3 

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

Se es tudió el efecto que tienen diferentes concen 
traciones de sustrato sobre la actividad de alfa-amilas a . 
Los resultados {cuadro 15 y gráfica 6) muestran que hasta 
aproximadamente una concentración de 0.8% de sustrato se 
alcanza una saturación de la enzima, pero para concentra
ciones mayores ya se observan efectos de inhibición de la 
enzima por el sustrato . 

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

Se probó el efecto de la concentración de enzima 
sobre la actividad de alfa..:. a.'Tli lasa. Para la concentra- -
ción de sustrato usada, la enzima hidrolizó todo el sus-
trato a partir de volúmenes de 1.25 ml. Los resultados -
se muestran en el cuadro 16 y gráfica 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 óptimo para ac
tividad máxima en los límites de 5.0 a 5.5. Los resulta
dos se muestran en el cuadro 17 y gráfica 8. 

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

En el cuadro 18 y gráfica 9 se muestran los resul 
tados obtenidos del efecto de la temperatura sobre la ac-
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CUADRO 1 5 . EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE 
LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus -
Oryzae . 

% de almidón en la 
mezcla de reacción 

0 .05 -
0.10-
o . 2 o .,,,_..__.. 
o. 30 __ 

0.40 
o. 5ü.-=--
0. 60 
0.70 
0 . 80--
0.90 
1.00 
1.10 
l. 20 
l. 30 
1.40 
l. 50 

mg de almidón hidrolizado/ml de en 
zima 

50 ·.oo 
81 . 10 

1 33 .00 
140.00 
183. 00 
179 . 10 
197.40 
200.20 
206. 30 
213.40 
179. 30 
170 . 10 
166.40 
152.10 
142.00 
1 39. 20 

Concentración de enzima: 0.1 ml de solución enzimática en 
10 ml de mezcla de reacción. 

pH: 4.6. 
Temperatura: 30°C. 
Concentración de cloruro de calcio: 0.05 M. 
Tiempo : 10 . 0 minutos. 



GRAFICA 6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUST~O SOBRE LA 

ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA DE ~P!,!'.eillus Ory'2; ae. 
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CUADRO 16 . EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA 
ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus ory
z ae. 

ml de enzima mg de almidón hidrol izado 

0.1 
0.2 
0 . 4 
0.6 
0.8 
1.0 
l. 5 
2.0 

Concentración de sustrato: 0 . 5% 
pH: 4.6 
Temperatura: 30ºC 

24.62 
26. 80 
30.29 
31 . 54 
35.42 
48 . 11 
48 .11 
48.11 

Concentración de cloruro de calcio: 0 . 05 M 
Tiempo : 10.0 minutos. 

~ ':i , )IC 

_) { / • ! 

,.. 
1 ll C¡ 1 _, 

1 ·, 
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< 
( ; · 
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GRA.FICA 7. EFECTO DE LK CONCENTRACION DE ENZillA SOBRE LA 

ACTIVIDAD DE ALPA-.AMILASA DE All'P.!,!gillu11 ory~. 

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

pH mg de almidón hidrolizado/ml de enzima 

2.5 57.9 
3 .0 63. 2 
3.5 68 .1 
4.0 11 3. l 
4. 5 179.5 
5.0 188 . 0 
5.5 190.9 
6.0 160 . 4 
6.5 45.7 
7 . 0 65.8 
7.5 10.6 

Concentración de sustrato: 0 . 5% 
Concentración de enzima: 0.1 ml de solución enzimática en 

10 ml de mezcla de reacción . 
Temperatura: 30ºC 
Concentración de cloruro de calcio: 0.05 M 
Tiempo : 10 minutos. 



mg de almid 6n 
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GRAPICA 8. EPECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA 

DE ~pe_.!:gillue o:r-:r~· 

• 
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CUADRO 18 . EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD 
DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae. 

83 

Temperatura, ºC mg de almidón hidrolizado/ml de enzima 

4 16,5 .10 
10 23fl..20 
20 27_tJ- .10 
30 340 . 20 
40 389.10 
50 497 . 20 
60 509.00 
70 3U.30 
80 58 . 80 
90 9.00 

Concentración de sustrato: 0 . 5% 
Concentración de enzima: 0.1 ml de sol ución enzimática en 

10 ml de mezcla de reacción. 
pH : 4.5 
Concentración de cloruro de calcio: 0 .05 M 
Tiempo: 10 minutos 



GRAFICA 9. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD 

DE ALP'A;..AMILASA DE Aep_!!e;illue ory~. 

mg de a1mid6 
hidrolizado 
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ti vi dad de alfa-amil asa. Como puede observar se, 1 a temp~ 

ratura óptima para actividad máxima de alfa-amil as a se en 
cuentra localizada entre los límites de 50 a 60° . 

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

También se investigó el efec to de diferent es con-
centraciones de cloruro de calcio sobre la actividad de -
alfa-amilasa. Como puede verse en los resultados mos tra
dos en el cuadro 19 y gráfica 10, para concentrac iones de 
calcio mayores de 0.1% la actividad tiende a disminuir rá 
pidamente. 

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

Finalmente se estudió el efecto del tiempo de reac 
ci6n sobre la actividad, presentándose los resul t ados en 
el rn.adro 20 y gráfica 11. A los 20 minutos de incuba- -
ción se alcanzó la actividad máxima para las condici ones 
ba jo las cuales se estudió el efecto de esta variable. 

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA ACTIVIDAD 
IE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subt i l is. 

En el cuadro 21 y gráfica 12 se pr esentan los re-
sul t ados obtenidos en el estudio del efec t o de la concen
tración de sustrato (almidón soluble) s obre l a acti vidad_ 
de alfa-amilasa. Como puede observarse, se presentó un -
efecto inhibitorio del sustrato cuando se usaron concen-
traci ones mayores de 1.0%. Este mi smo resul tado se obser 
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CUADRO 19. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE CAL
CIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA DE As
pergillus oryzae. 

Concentración molar de clo 
ruro de calcio en la mez-
cla de reacción 

0.00 
0 .01 

0.02 
0.04 
0.06 
0.08 
0.10 
0.12 
0.14 
0.16 
0.18 
0.20 

mg de almidón hidrolizado/ml 
de enzima. 

319.10 
367.70 
329.90 
331.15 
322 .00 
324.50 
308.40 
302 .90 
216.50 
210.90 
203 .00 
146. 30 

Concentración de sustrato: 0.5% 
Concentración de enzima: 0 .1 ml de solución enzimática en 

10 ml de mezcla de reacción. 
pH: 4 . 6 

Temperatura: 30ºC 
Tiempo: 10 minutos. 



mg de almid6n
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GRA'.PlCA 10. EFECTO DE LA CONCBNTRACION DE CLORURO DE CALCIO-

SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA DE ~P,E:gillus 

o 0.04 o.os 0.12 0.16 0.20 

ConcentracicSn molar de clo:roro de 

calcio en la mezcla de reacci6n. 
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CUADRO 20. EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION SOBRE LA ACTIVI 
DAD DE ALFA-AMILASA DE Aspergillus oryzae. 

Tiempo, minutos 
mg de almidón hidrolizado/ ml de 

enzima 

5 197 .60 
10 246 . 20 
1 5 311 . 00 
20 338.00 
25 338.00 
30 334.50 

Concentración de sustrato: 0.5% 
Concentración de enzima: 0.1 ml de solución enzimática en 

10 ml de mezcla de reacción. 
pH:4.6 
Temperatura: 30ºC 
Concentración de cloruro de calcio: 0.05 M. 



GRAFICA II. EPIDTO DEL TIEMPO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-
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CUADRO 21. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE 
LA ACTIVIDAD ~ ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Ba
cillus oryz ae. 

% de almidón en la 
mg/ de glucosa/ml 

mezcla de reacción 

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 
l. 33 2.870 
l. 50 1.690 
1.67 1.030 

-5 Concentración de enzima: 0.416xl0 gramos de enzima/ml 
pH: 6. 9 

Temperatura: 30ºC . 
Tiempo: 30 minutos. 
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GRAPICA 12. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE L& 
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• 
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vó 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 gráfica 13 se consignan los re
sultados obtenidos en el estudio del efecto de la concen
tración de enzima sobre l a actividad de alfa- amilasa. Pa 
ralos niveles de enzima (concentración de enzima) experl 
mentados se observa un aumento sostenido en la actividad, 
en relación a la cantidad de enzima utilizada. 

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

El pH óptimo para actividad máxima determinado ex 
perimentalmente se encuentra localizado entre los límites 
de 5.2 a 6 .9. La curva de pH (perfil de pH) obtenido pa
ra esta enzima comercial es un perfil característico. Los 
datos se muestran en el cuadro 23 y gráfica 14. 

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

El perfi l temperatura- actividad obtenido para es
ta enzima comercial (gráfica 15 y cuadro 24) se observa -
un óptimo de temperatura para actividad máxima localizada 
entre 60 y 65ºC. Datos anteriormente reportados señalan_ 
una temperatura óptima mayor. Este resultado ligeramente 
bajo en relación a esos reportes pueden deberse a la imp~ 
reza de la enzima y/o a las condicione s en que haya sido 
manejada desde las etapas de producción. 
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CUADRO 22. EFECTO IE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA 
ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMERCIAL IE Baci-
llus subtilis. 

gramos de enzima/ml 
de mezcla de reac-
ción . 

mg de glucosa/ml 

-6 
0.16xl0 

-6 
0.4lxl0 

-6 
0.83xl0 

-5 
0.16xl0 

-5 
0.4lxl0 

-5 
0.83xl0 

-4 
0.16xl0 

-4 
0.4lxl0 

Concentración de sustrato: 0.83% 
pH: 6 . 9 
Temperatura: 30ºC 
Tiempo: 30 minutos. 

0.00 

0.04 

0.20 

0.34 

1.03 

1.48 

2.78 

3.64 



GlllnCA 13. UECTO DE LA CONCEftTRACI01' DE ElfZD!A SOBRE LA -

AC'rIVIDA'.D DB ALPA-IJIILASA COMERCIAL DE Baeillua 

subttlia. 
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CUADRO 23. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALFA-AMI
LASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis. 

pH mg de glucosa/ml 

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 
7.5 2.40 
8.0 2.26 
8.5 2.14 

Concentración de sustrato: 0.83% 
Concentración de enzima: 0.416xlo-5 gramos de enzima/ml 
Temperatura: 36°C. 
Tiempo: 30 minutos. 
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GRAP'ICA !4. EP:&:TO DEL pH SOBRE LA ACUVIDAD DE ALP'A- AM ILASA. 

COMERCIAL DE Bacillu11 subUlis. 
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por m1 
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CUADRO 24. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACT IVIDAD 
DE ALFA-AMILASA COMERCIAL IE Bacillus subti
lis. 

Temperatura, ºC mg de glucosa/ml 

4 3 .20 
15 3. 28 
25 4.48 
30 5.28 
35 5.28 
40 5.60 
45 6.18 
50 6.24 
60 6 . 56 
70 4 .90 
75 4. 55 
80 5 .00 
90 2.65 

Concentraci6n de sustrato: 0. 83% . 
Concentración de enzima: 0.416xlo- 5 gramos de enzima/ml. 
pH : 6 . 9 
Tiempo: 30 minutos. 
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GRAPICA 15 . EFECTO DE LA TE?P.'ERATURA SOBRE LA ACTIV I DAD DE 

ALPA- AMILASA COMERC IAL DE Bacillue !!Ubtilis . 

mg de glucosa 
J>Or ml 

7. 
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6.5 • 
6.0 

5. 5 • 
5.0 • • 
4.5 • 
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3.5 

• 3.0 
,, 

"' • 
2.5 

2 . 0 

I.5 

1..0 

0.5 

o 
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Temperatura, ºc. 
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE SODIO SOBRE LA -
ACTIVIDAD DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subti l is. 

En el cuadro 25 y gráfica 16 se presentan los re-
sul tados obtenidos en el estudio del efecto de l a concen
tración 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 reacción sobre la actividad de alfa-amilasa bacteriana 
se muestran en el cuadro 26 y gráfica 17. A los 20 minu
tos se alcanzó la actividad máxima para las condiciones -
de trabajo de las demás variables controladas durante la 
experimentación. 

r ;. ID N O r. 
CALCULO DE LA ENERGIA DE ACTIVACION. 

La energía de activación de las reacciones enzimá
ticamente catalizadas se calculó aplicando la ecuación de 
Arrhenius (ecuación 1), usando los datos experimentales . 

log V 
Ea 

+ b ....... (1) 
2.303 RT 

Para la reacción de hidrólisis de almidón soluble 
catalizada por alfa-amilasa de Aspergillus oryzae: 

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

Concentración molar de NaCl 
en la mezcla de reacción 

0.00000 
0.00220 
0 . 00450 
0.00670 
0.01000 
0.01500 
0.02000 
0.10000 
0.50000 
1.00000 
2.00000 

/ 

mg de glucosa/ml 

4.56 
6.64 
6 . 52 
6.86 
6.82 
6.90 
6.70 
4.73 
4.83 
4. 75 
4.11 

Concentración de sustrato: 0.83% _
5 

Concentración de enzima: 0.416xl0 gramos de enzima/ml 
pH : 6 .9 

Temperatura: 30ºC 
Tiemp o: 30 minutos. 
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GRAFICA I6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE SODIO 

SOBRE LA ACTIVIDAD DE ALPA-AMILASA COMERCIAL -

DE Bacillue eubtilie. 
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CUADRO 26. EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION SOBRE LA ACTIVIDAD 
DE ALFA-AMILASA COMERCIAL DE Bacillus subtilis. 

Tiempo, minutos 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

Concentraci6n de sustrato: 0.83% 

mg de glucosa/ml 

l. 74 

3.28 

3.62 

4.22 

4.18 

4.22 

-5 
Concentr aci6n de enzima: 0.416xl0 gramos de enzima/ml. 

pH: 6. 9 

Temperatur a: 30°C. 



10 3 

GBil'ICA :17. EPBICTO DBL TIEllPO SOBRE LA ACTIVIDAD DB ALU.-

AJIILASA COMERCIAL DE Baeillua subtilil!I. 

11g de gluco 
por 111 

4.2 • 
3.9 

3.6 

3.3 

3.0 

2.7 

2.4 

2.1 

1.8 
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CUADRO 27. DA'.TOS EXPERIMENTALES PARA EL CALCULO DE LA -
ENERGIA DE ACTIVACION DE LA REACCION ·ENZIMATI 
CAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA FUNGICA: 

TºC TºK V mg de almidón ( I/T) ºK 
-1 

lag V 

hidrolizado 

ml de enzima 

4 277 165 .10 0.00361 2 . 2175 
10 283 234.20 0.00353 2. 369 2 
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 ENERGI! DE ACTIVACION DE LA 

REACCION ENZIMATICAMEl'ITE CATALIZ!DA POR -

ALPA~AllILASA ll'IJNGICA. 
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i Para la reacción de hidrólisis de almidón soluble 
catalizada por alfa-amilasa comercial de Bacillus subti-
lis: 

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

CALCULO DE Q
10

. 

La función 0
10 

se calculó mediante la ecuac ión 11, 
mostrándose en los cuadros 29 (amilasa fúngica) y 30 (am2:_ 
lasa bacteriana) los valores para cada interv alo de temp~ 
ratura. 

Vt + 10° 
Vt 

(11) 

CALCULO DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN. 

La constante de Michaelis-Menten para la reacción 
enzimáticamente catalizada se calculó mediante los si
guientes métodos: 

i) Directamente usando la gráfica del efecto de la co~ 
centración del sustrato sobre la velocidad de hidr6 
lisis del mismo. 

ii) Lineweaver-Burk, usando mínimos cuadrados. 

iii) Augustinsson, usando mínimos cuadrados. 

iv) Eadie o Hofstee, usando mínimos cuadrados . 

Simultáneamente se calculó el valor de la veloci-
dad máxima para la reacción enzimáticamente c atalizada. 
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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. 

( I/T) ºK 
-1 

TºC Tº K V mg de ~lucosa 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 o. 8l16 



GRAPICg 19. CALCULO DE LA RNERGIA DE ACTIVACION DE LA 

REACCION ENZD1ATICAMENTE CATALIZADA POR -

ALFA-AMILASA BACTERIANA. 
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CUADRO 29. Q
10 

DE LA REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZA

DA POR ALFA-AMILASA FUNGICA. 

DIFERENCIA EN ºC 

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. Q DE LA REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA 
10 

POR ALFA-AMILASA BACTERIANA. 

DIFERENCIA EN ºC 

15-25 1. 96 

25-35 1.17 

30-40 1.06 

35-45 1.17 

40-50 1.11 

50-60 1.05 

60-70 o. 74 

70-80 1.02 

80-90 0 . 53 
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Para la reacción catalizada por alfa-amil as a fúngl:_ 
ca se obtuvieron los siguientes resultados: 

i) Método directo, en la gráfica concentración de sustra 
to-velocidad de hidrólisis: 

-1 
Km = 1.43 X 10 Vmax = 200 (gráfica 20) 

ii) Lineweaver-Burk, usando mínimos cuadrados: 
-1 

Km = 1.43 X 10 Vmax = 192.0 (Cuadro 31 
y gráfica 21) 

iii) Augustinsson, usando mínimos cuadrados: 
-1 

Km= 2.33 X 10 Vmax = 277.0 (cuadro 32 
y gráfica 22) 

iv) Eadie o Hofstee, usando mínimos cuadrados: 
-1 

Km= 2.54 x 10 Vmax = 286 (cuadro 33 y 

gráfica 23) 

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

i) Método directo en la gráfica concentración de sustrato-
velocidad de hidrólisis. 

-1 
Km= 7.0xlO Vmax = 2.80 (gráfica 24) 

ii) Líneweaver-Burk, usando mínimos cuadrados: 

-1 
Km= 6.64 x 10 ; Vmax = 2.20 (cuadro 34 y gráfica_ 

25) 
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GRAP'ICA 20. CALCULO DE Km Y Vma.x PARA LA RBACCION ENZIMATIC_! 

l!ENTE CATALIZADA POR ALPA-AMILASA JIUNGICA. METO

DO GRAFICO DIRECTO. 

Vmax=200 

I/2(Vmax) 

O 0.2 G.4 

K:m=I.4xIO-I 

o.6 o.a 1.0 

~ de elmid6n en la 
•ezola de reacci6n 
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CUADRO 31. DATOS PARA EL CALCULO DE K Y V PARA LA 

r/v 

0.0200 

0.0123 

0.0075 

o .011 3 

0 .0088 

0.0055 

0.0042 

0.0696 

m max 

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

r/s ( r/v) ( r/s) ( r/ s) 2 

20.00 0.4000 400 .00 

10 .00 0 .1 230 100.00 

5.00 0 . 0375 25.00 

3. 33 0 .0 376 11.08 

2 . 50 0 . 0220 6 .2 5 

2.00 0.0110 4.00 

1. 66 0.0069 2.75 

44 .490 0.638 524 .08 
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GRAll'lCA 21. CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA RE ACC!ON ENZiliATIC_! 

MENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA FU NGICA. MET O

DO DE LlNE:\'EAVER-BURK USANDO MINIJ.!OS CUADRADOS . 

(l/V) 

: oi;oI8 

0.016 

0.014 

0.012 • 
0.010 

o.008 

-8 -4 o 2 • 6 8 10 12 14 16 I8 20 22 

-l/b=-6.97 

Bcuac16n obtenida por mínimos cuadrados: 

(I/V)=0.000746(1/S)+0.0052 

(I/S) 
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CUADRO 32 . DATOS PARA EL CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA -
REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA
AMILASA FUNGICA. METOID DE AUGUSTINSSON USAN 
DO MINIMOS CUADRADOS, 

(s/v) s(s/v) 2 s s 

0 . 05 l.OOxlO 
- 3 

5 .OxlO 
-5 

25xl0 
-4 

0.10 l. 23xl0 
-3 

12.3xl0 
-5 lOOxl0- 4 

0 . 20 l.50xl0 
-3 

30.0xlO 
-5 

400xlo-4 

0 . 30 2.14xl0 
-3 

63. 2xl0 
-5 

900xl0 
-4 

0.40 2.18xl0 
-3 

87.2xl0 
- 5 

1600xl0 
-4 

- 3 -5 -4 
0.50 2 . 79xl0 139. 5xl0 2500xl0 

-3 -5 -4 
0.60 3.04xl0 182 . 4xl0 3600xl0 

2.15 13 . 88xl0 
-3 

519.6xl0 
-5 

9125xl0 
- 4 
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GRAFI CA 22 , CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION BNZIMATIC,! 

-0.3 

MENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA l!UNGICA, METO

DO DE AUGUSTINSSON USANDO MINIMOS CUADRADOS. 

(S/ V) 
0.00280 

0.00260 

0.00240 

0.00220 

0.00200 

0.00180 

0.00!60 

• 

• • 

• 

0.00!40 
• 

pendiente=I/Vmax=3.6xI0-3 

0.00120 

0.00100 

0.00020 

-0.2 -0.I 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 o.6 

-Kll=-2.33xIO-I 

Ecuaei6n obtenida por mínimos euadradoa: 

(S/V)=8.65xI0-4+3.6xIO-) 

(S) 
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CUADRO 33. DATOS PARA EL CALCULO DE Km 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 1 000,000 

81.1 811 65' 772 657,721 

133.0 665 88,445 442,225 

140.0 466 65,240 217,156 

18 3.0 457 83' 631 208,849 

179 . 1 358 64,082 128,164 

197.4 329 64,944 108,241 

963 . 60 4,086 462,114 2'762,356 
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GRAFICE 23. CALCULO DE Km y Vmax PARA LA REACCION ENZU1ATIC~ 

MENTE CATALIZ>:DA POR ALFA- AMILASA FU NGICA . ttETODO 

DE EADIE O HOFSTEE USANDO MIND.10S CUADRADOS . 

V 
300 

280 

260 

2'40 

220 

200 

180 

160 

140 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
o 

Vmax=285.91 

200 

-I pendiente=-Km=-2.54x!O 

400' 600 800 1000 1200 

Vmax/Km=II20 

Ecuaci6n obtenida por minimoe cuadradoe: 
-I 

V=2B5.9I-2. 54xIO (V/S) 

!400 

V/S 



mg de glucoe 
por tl

3 •0 

GRAFICA 24, CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZIMATIC,! 

!!ENTE CATALIZADA POR ALFA- AMILASA BACTERIANA. M~ 

TODO GRAFICO DIRECT O, 

2 ,8 - - _ ym~2...!ª- - - - - -

2.6 

0.2 

o 
o 0.4 o.8 

-I 
K1ll=7.0:xIO 

I.2 I.6 2.0 2.8 

~ de almidón en la 
mezcla de reacción. 
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CUADRO 34 . DATOS PARA EL CALCULO DE Km Y Vmax DE LA REAC
CION ENZIMATI CAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AM I LA 
SA BACTERIANA. METOOO DE LINEWEAVER-BURK USAN 
DO MINIMOS CUADF.AOOS. 

(r/v) (1/ s) (1/ v)(r/ s) ( r/s )2 

3.63 12 . 50 45.37 156.25 
3. 57 5 . 88 20 . 99 34 . 57 
l. 38 3.03 4.18 9.18 
1.14 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 o. 35 0.72 
o. 35 0.75 0.25 0.56 

12. 66 28.70 76.23 209 . 94 
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GRAPICA 25. CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA REACCION ENZil!AT IC~ 

MENTE CATALIZADA POR ALFA- .A?.'.ILASA BACT ERIANA. ~]! 

TODO DE LINE\'IEAVER-BURK USANDO MINmos CUADRADOS. 

(I/V) 

3.6 

3.2 

2.8 

2. 

I. 

o. pendiente=Km/Vmax=0.302 

-I.6 -0.8 o o.8 I.6 

-I/Km=-I.45 

Bcuaci6n obtenida por mínimos cuadrados: 

(I/V)=0.44+0.302(1/S) 

3.2 

(I/S) 
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iii) Augustinsson, usando mínimos cu adrados: 
-1 

Km = 6 .0 x 10 ; Vmax = 1 . 78 (cuadro 35 y gráfica 
26 ) 

IV) Eadie o Hofstee, usando mínimos cuadrados: 
-1 

Km = 0.36 x 10 ; Vmax = 1.41 (cuadro 36 y gráfica 
27) 

t cALCULO DE LOS pKs DE LOS GRUPOS PROTOTROFICOS ~J 
El c álculo de los pKs de los grupos prototróficos 

de l a enzima se hi zo usando lo s método s siguientes: 

i ) Dir e c tamente en la gráfica del ef ecto del pH sobre l a 
veloc idad de hidrólisis del sustrato. 

i i) Solución analítica de las funciones pH de Michaelis . 
La ecuación correspondiente es la ecuación III. 

Vmax 
H+ 

Vmax 

1.0 + 
. . . . . . . . ( III) 

i ii) Solución gr áfi c a de l as funciones pH de Michaelis. 
Las func iones s on IV y V. 

1 . 0 1 . 0 H+ 

H+ 
+ 

. .. .. .... . (Iv) 

Vmax Vmax VmaxK1 

1 . 0 1 . 0 K2 
+ 

.. ... . . . . . (v) 
H+ 

Vmax Vma.x:H+ Vmax 

r 
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CUADRO 35 . DATOS PARA EL CALCULO DE Km Y Vmax PARA LA -
REACCION ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA
llMILASA BACTERIANA. METO:CO DE AUGUSTINSSON 
USANDO MINIMOS CUADRADOS . 

s/v (s/v)s 2 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 o. 503 0.4489 

2.675 l. 75 1.064 o. 8431 
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GR.Al'ICA 26. CALCULO D2! Km y Vmax PARA: LA REACCION ENZIMATIC,! 

MENTE CATALIZADA POR ALFA-A."JILASA BACTERIANA. M] 

TODO DE AUGUSTINSSON USANDO !UNTIWS CUADRADOS. 

-I.2 -0.8 -0.4 
-Km=-0.6 

(S/V) 

I. 

0.9 

o.8 

o.6 

0.5 

o 

• 
• 

• 
• pendiente•I/Vmax-0.56 

Km/Vmar=O. 3 38 

0.4 o.8 I.2 

Ecuación obtenida por mínimos cuadra.dos: 

(S/V)=0.338+0.56(S) 

I.6 

s 
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125 

CUADRO 36 . DATOS PARA EL CALCULO DE Km y Vmax DE •tA REAQ 
CION ENZIMATICAMENTE CATAL I ZADA POR ALFA-AMI
LASA BACTERIANA . METODO DE EADIE O HOFSTEE -
USANDO MINIMOS CUADRADOS . 

V v/s 

0 . 275 3. 437 

0. 28 0 1. 647 

0 . 720 2.181 

0 . 880 1 . 660 

0 . 890 l. 328 

1.860 2.240 

1.920 1.920 

2 . 370 2 . 025 

2 . 870 2.157 

12 . 065 18 . 59 5 

v(v/ s) 

0 .945 

0. 461 

l. 570 

1 . 460 

1.181 

4.166 

3 . 686 

4 . 799 

6 .190 

24 .458 

2 (v/s ) 

11 . 812 

2.712 

4 . 756 

2 . 755 

l. 763 

5 .01 7 

3 . 686 

4. 100 

4. 652 

41. 253 
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GR.Ali'IC! 27, CALCULO DE Km Y Vmax !'ARA LA RE;. ~'HON ENZil'.!,".'_! 

(V) 

3.0 

2.8 

2.6 

2.4 

2.2 

2.0 

. 1.8 

I.6 

1.4 

1.2 

1.0 

o.8 

o.6 

0.4 

CAMENTE CATALIZADA POR ALPA- AMIL ASA .BACT E?.IA!l/" 

METODO DE RADIE O HO FSTEE USAN DO MINUlOS CUADRl! 

DOS. 

• 

• • 

Vmar=I.415 
r-~~~-:--~~-1p1eendiente=-Km=-0.365xIO-I 

• • 
• 

• 0.2· 

o 
o o.a I.6 2.4 4,0 

Ecuación obtenida por mínimos cuadrados: 

ro-1:4í5:-f.6Sx!0"'
2 

(V/S) 
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r-1os resultados obtenidos a partir de los datos ex 
perimentales son los siguientes: 

Reacción de hidrólisis de almidón catalizada por_ 
alfa-amilasa fúngica: 

i) Solución gráfica directa: 

pK
1 

= 3.95 pK
2 

= 6 .70 (gráfica 28) 

ii) Solución analítica de la función pH de Michael is : 

pK
1 

= 3.31 pK
2 

5 .94 (cuadro 37) 

iii) Solución gráfica de la función pH de Michaelis: 

pK
1 

= 3.06 pK
2 

= 6 .72 (cuadro 38 ; gráficas 
29 y 30). 

Reacción de hidrólisis de almidón catalizada por_ 
alfa-amilasa bacteriana: 

i) Solución gráfica directa: 

pK2 = 7.6 (gráfica 31) 

ii) Solución analítica de la función pH de Michaelis: 

iii) 

/ 

pK
1 

= 4.10 5.27 (cvadro 39) 

Solución gráfica de la función pH de Michaelis: 

pK
1 

= 4.7 pK
2 

= 5.36 (cuadro 40; gráfica 
32 y 33). _] 
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GRA?ICA 28 . CALCULO DE pKe J'>ARA LA REACCION ENZillAT ICA11ENTE 

CATALI ZADA POR ALPA- Ml ILASA ~NGICA. SOLUCION -

GRAFI CA DI RECTA. 

1 

1 1 ~ 1 1 1 1 1 j 

o r.o 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 B.o 9. 0 IO.O 

pK1=3.95 pK2s6.7 JIH 
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CUADRO 37. DATOS PARA EL CALCULO DE pKs EN LA REACCION -
ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AM ILASA -
FUNGICA. SOLUCION ANALITI CA DE LA FUNCION DE 
MICHAELIS. 

w-
( H+) pH Vmax 

2.5 57.9 0.00 3100000 

3.0 63.2 0.000100000 

3.5 68 .1 0.000 310000 

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 

7.5 10.6 0.000000031 
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CUADRO 38 . DATOS PARA EL CALCULO DE pKs EN LA REACCION -
ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA -

FUNGICA. SOLUCION GRAFICA DE LA FUNCION DE -
MICHAELIS . 

pH 

2 . 5 

3. 0 

3.5 

4.0 

4. 5 

5. 0 

5 . 5 

6.0 

6 . 5 

7 . 0 

7.5 

H+ 

I/ Vmax 

o. 0172 

0 . 01 58 

0.0146 

0 . 0088 

0 . 0055 

0.0053 

0.0052 

0.0062 

0 . 021 8 

0 . 0179 

0.094 3 

(w) 

316 0.00 3100000 

1 , 000 0 . 000100000 

3, 160 0 . 000310000 

10,000 0.000010000 

31,600 0.000031000 

100 ,000 0.000001000 

316, 000 0.000003100 

1'000 , 000 0.000000100 

3 '160, 000 0 . 000000310 

10'000,000 0.000000010 

31' 600,000 0 . 000000031 



H+ 
(I/Vmax) 

0.024 

0.022 

0.020 

0.018 

O.OI6 

O.OI4 

0.012 

0.010 

o.008 

0.006 

0.004 

0.002 

o 

1 31 

GR APICX 29~ CALCULO DE pKe PARA LA REACCI ON ENZil'.AT IC~ 

MENTE CATALIZ ADA POR AL FA- A!H LASA ruNG IC A. 

SOLUCION GRAFICA, DE LA ruNC I ON DE J.I I CHAELI S . 

o l.Orl0-8 

• 

+ 
pend1ente=I/~ax=7.I7 

•• • 

• 

- 6 
I.OxIO I.OxIO-.( I.Ox I0-2 

(H+) 
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GRAPICA )O. CALCULO DB pK• PARA LA REACCION ENZIMATICAMENTI 

CATALIZADA POR ALFA-A.~ILASA l'UNGIC!. SOLUCION -

GRAPICA DB LK PUNCION DE MICHAELIS. 

+ 
(r/ vtiax) 

0.120 

O.IIO 

0.100 

0.090 

o.oso 

0.010 

0.060 

0.050 

0.040 

0.030 + 

o.oao 
pendient••K2/V~ar--2.2xI0-9 • 

O.OIO 

o 
o -7 I.OxIO 2.0xI07 3.oxI07 

(I/H+) 
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GRAl'ICA JI. CALCULO DE pKa PARA LA REACCION ENZillATICAMENTE 

CATALIZADA POR ALFA-AMILASA BACTERIANA. SOLUCI ON 

GRA.P'ICA. 
mg de gllcoea 

por ml 

4.2 

3.9 

3.6 

3.3 

3~0 

2.7 

2.4 

2.r 

I.8 

I.5 

I.2 

0.9 

o.6 

0.3 

o 

o I 3 6 7 8 9 IO 
pK2c7.6 pH 
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CUADRO 39. DATOS PARA EL CALCULO DE pKs EN LA REACC ION -
ENZIMATICAMENTE CATALIZADA POR ALFA-AMILASA -
BACTERIANA. SOLUCION. ANALITICA DE LA fUNC ION 
DE MICHAELIS. 

H+ 
( H+) pH Vmax 

4.0 2 . 30 0 . 0000100000 

4.5 2.60 0.0000 310000 

5.0 2.80 0 .0000010000 

5 . 5 3.06 0.00000 31000 

6 .0 3.04 0.0000001000 

6 .5 2.90 0.000000 3100 

7.0 2 .76 0.0000000100 

7.5 2 .40 0.0000000310 

8 .0 2.26 0.0000000010 

8.5 2.14 0.00000000 31 
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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 . 

pH 

4.0 

4. 5 

5 .0 

5.5 

6 . 0 

6 .5 

7,0 

7,5 

8. 0 

8.5 

w 
r/vmax 

0 . 43 

o. 38 

0.35 

o. 32 

0.32 

0 . 34 

o. 36 

0 . 41 

0.44 

0.46 

(r/W) 

10,000 0.0000100000 

31 ,600 0 . 0000310000 

100,000 0.0000010000 

316,000 0 . 0000031000 

1 1 000,000 0 . 0000001000 

3'160,000 0.0000003100 

10 1 000,000 0.0000000100 

31 '000,000 0 . 0000000310 

100 1 000,000 0.0000000010 

316 1 000,000 0 . 0000000031 



0.440 

0.400 

0.360 

0.)20 

0.280 

0.240 

0.200 

O.I60 

0.120 

0.080 

0.040 

o 

GRA.FIC A 32. CALCULO DE pKe DE LA REACCION ENZIMATICAMENTE 

CATALIZADA POR ALFA-AMILASA BACTERIANA. SOLU

CION GRAFICA DE LA J1UNCION DE MICHAELIS. 

o I.OxIO -8 r.orl:o-6 

136 
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GB.UICA 33. CALCULO DE pKs 'PARA LA REACCION ENZD'IAT I CAMENT E 
CATALIZADA 'POR ALFA-AMILAS! BACTERIANA. SOLUCION 

c1/d:X> 
0.520 

0.480 

0.440 

0.400 

0.360 

0.320 

0.280 

0.240 

0.200 

0.160 

0.120 

o.oeo 

0.040 

GRA1'ICA DE LA FUNCION DE MICHAELI S. 

e H+ -8 
pendiente=K~Vmax=0.66xIO 

• 

2.0x107 3.oxro7 



V. DISCUSION Y RESULTADOS 
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[ La producción maxima de alfa-amilasa se obtuvo a 
las 36 horas de incubación. Este tiempo es variable, y -
este valor representa un promedio.] 

lL a evaporación al vacío es un buen método para 
concentrar el medio de cultivo fermentado lo cual está de 
acuerdo con lo reportado p0r Mazza, L .A., y Balatti, A. -
(1970 ). La ultrafiltración es un método adecuado, medi~ 
te el cual no sólo se conserva la actividad enzimática si ,. 
no que se aumenta la actividad específica, y simuftánea-
mente se dializan sales y otros compuestos de bajo peso -
molecular.] 

LDespués de dializar l a muestra concentrada por 
evaporación se observa que la actividad específica se in
crementa en un 100%. Es to y la apariencia de la muestra_ 
antes y después de dializar indi can que hay compuestos de 
baj o peso molecular que actúan como inhibidores, los cua
les pueden ser producto de l a acción enzimática..:] 

El perfil de elución obtenido de la columna de 
DEAE-celulosa indica que el pico de actividad enzimática 
corresponde a 4 picos de proteínas, sin embargo uno de 
los picos presenta actividad máxima, obteniéndose una ac
tividad constante debido a que la concentración de almi-
dón fué insufi ciente . Además la enzima fué eludida con -
otras proteínas según el patrón de elución obtenido. 

Para el proceso descrito en métodos se obtuvo una 
purificación de 10. 3 veces en base a la actividad especí
fica, y un 7% de recuperación. Se recomienda una purifi
cación adicional en serie con la desarrollada si se desea 
aumentar el grado de homogeneidad y pureza de la enzima. 

Ú;n la caracterización de l a alfa- amilasa de Asper

gi llu s oryzae se observa que a concentraciones mayores -
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de 0.8% de almidón se tiene un efecto inhibitorio. Este 
efecto también se encontró al caracterizar l a alfa- ami l a
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 producción de materia-
les de bajo peso molecular que inhiben la actividad de la 
enzima ) 

-1 
Se obtuvo un valor de Km de 1. 5xl0 para la ac- -

ción de alfa-amilasa .fúngica, y un Km del orden de 10-1 

para la alfa-amilasa bacteriana. Estos valores transfor
mados a unidades molares, considerando que el peso molecu 

4 5 -lar del sustrato es de 5xl0 a l. 5xl0 · , se obt iene un v a-
lor de Km del · orden de 10-5; lo cual indica una al ta afi
nidad de la enzima por el sustrato. 

{El pH óptimo para actividad máxima obtenido en la 
enzima purificada fué de 5.0, y el de la enzima comercial 
fué de 5.9, lo cual está de acuerdo con el valor de 4.8 a 
5.8, y de 5.85 a 6.00 que se reporta, respectivamente, p~ 
ra las dos enzimas. Los valores de pK

1 
se encuentran den 

tro de los límites reportados para grupo carboxilo y, si
milarmente, los valores de pK

2 
obtenidos a partir de los 

datos experimentales caen dentro de los limites asignados 
a un grupo imidazol de histidina_J 

[La temperatura óptima para la hidrólisis del almi
dón catalizada por alfa-amilasa fúngica es de 50°C, lo 
cual concuerda con lo reportado en la literatura respecto 
a alfa-amilasa de Aspergillus oryzae con un sustrato r e-
sistente a temperaturas medias. A 90ºC l a enzima se ina~ 
tiva en casi un 100%. La temperatura óptima correspon- -
diente a alfa-amilasa de Bacillus subtilis catalizando la 
hidrólisis de su sustrato es de 55ºC, sin embargo a 90ºC 
se observa una actividad residual mayor que la correspon-
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diente a la alfa- amilasa fúngica. En la literatura se re 
porta que 1 a alfa-amilasa de Bacillus subtilis resiste ma 
yores temperaturas que la de Aspergillus oryzae;.-J 

Los valores de energía de activación no son muy -
diferentes, y los valores de Q siguen la tendencia de -

10 
decrecer conforme se incrementa l a temperatura, reprodu--
ciéndonos tal resultado un desplazamiento de un equili- -
brio hacia una al ta concentración de enzima desnaturaliza 
da, y por tanto sin actividad. Al adicionar cloruro de -
calcio no se observó un efecto de activación, sino que a 
c~ncentraciones mayores de 0 . 05 se observa una disminu- -
ción en la actividad, lo cual puede atribuirse a la fuer
za iónica del medio. También influye el hecho de que se 
trabajó en pH óptimo, esto es, se podría haber observado 
un efecto si se trabaja con diferentes pH y, simul tánea-
mente, diferentes concentraciones de cloruro de calcio. 

[°El efecto observado del cloruro de sodio sobre la 
actividad de alfa-amilasa bacteriana, usando como sustra
to almidón, es cualitativamente similar al efecto del el~ 
ruro de calcio sobre alfa-amilasa fúngica. A concentra-
ciones de 1.0 M se empieza a observar una inhibición sig
nificativa:) 

(con respecto a la concentr ación 
tanto la alfa-amilasa fúngica 
la cinética normal J 

serva que 
na siguen 

de enzima se ob--
como la bacteria-

Con la variable tiempo también se observó la ciné 
tica característica. A los 20 minutos y más ya no hay hi 
dr6lisis del almidón 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-
almidón) a las 36 horas de incubación en un agitador recí 
proco y a 28°C . 

La alfa-amilasa puede concentrarse adecuadamente_ 
a partir del extracto crudo (medio de fermentación filtr~ 
do) mediante evaporación al vacío o por ultrafiltración. 

El método de purificación por cromatografía de i~ 
tercambio iónico en columna de DEAE-celulosa se recomien
da como una primera etapa en el proceso de purificación.
Por otra parte, antes del método de intercambio iónico 
puede usarse un fraccionamiento en sephadex. 

Se caracterizó la alfa-amil asa fúngica obteniéndo 
se los siguientes resultados: 

En la investigación del efecto de cada variable -
sobre la reacción de hidrólisis se trabajó con las si
guientes condiciones : 

Concentración de sustrato . . ................... 0.5% 
Concentración de enzima ....................... 0.1 ml 

pH 

de solución enzimática en 10 ml de la 
mezcla de reacción. 

4.6 
Temperatura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30ºC 
Concentración de cloruro de calcio . . . ......... 0.05 M. 
Tiempo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 min. 

Vari ando el paráme tro respectivo se obtuvieron -
los resultados a continuaci ón presentados: 

Concentración óptima de sus trato .............. 0.8 % 
Concentración óptima de enzima .......... ...... 1.0 m1 

de solución enzimática -en 10 
ml de mezcla de reacción. 
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pH óptimo . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 . O 
Temperatura óptima . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55ºC 
Concentración óptima de cloruro de calcio . . . . . . . 0 .04 M 
Energía de activación ....•................ 2 , 780 cal/mol. 
Q =l. 27 (de 4D a 50ºC) 

lOmax 
-1 

Km = 1.4 x 10 (expresado como % masa la concentración del 
sustrato pK

1 
= 3.3 ; pK

2 
= 6.6 

Se caracterizó alfa-amilasa comercial de origen bac 
teriana, usando las siguientes condic iones : 

Concentración de sustrato .. . .... . ...... . ...... . . 0.0 3 % 
Concentración de enzima 0.416 

gramos de enzima/ml. 
pH 6 . 9 
Temperatura . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30ºC 
Tiempo 30 min. 

Los resultados óptimos para actividad máx i ma fuer on : 

Concentración de sustrato .. . ................. . .. 1. 2% 
Concentración de enzima ....... . ....... . ........ . 
pH . • •.. ,, . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5. 5 
Temperatura .....•...... . •...... . ................ 55°C 
Concentración de cloruro de s odio .......... . .... 0.000 3M 
Tiempo . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . 20 min . 
Energía de activación= 1, 991 c al/mol 

Q = 1.96 (de 15 a 25º C) 
lOmax 

Km= 7.0 
-1 

x 10 (expresado como % masa l a concentración del 
sustrato). 

pK2 = 5.3 
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