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I. INTRODUCCION

La aplicación de las enzimas es cada día mayor, 

dado que se han descubierto nuevas formas de uso y se han

desarrollado técnicas de obtención y purificación que per

miten disponer de preparaciones enzimáticas de gran utili

dad, que pueden ser incluidas en diversos procesos indus- 

triales, lo que representa beneficios que se reflejan --- 

principalmente en un incremento de la cantidad de muchos

productos industrializados. 

Por lo que se refiere a las enzimas amilolíticas, 

su campo de aplicación se ha visto notablemente aumentado

en tiempos recientes; puesto que además del empleo tradi- 

cional que se les ha dado desde tiempo inmemorial de una

manera empírica, es decir, a través de ciertos materiales

que las contienen, pero sin atribuir los efectos produci- 

dos a una actividad enzimática; se les ha encontrado tal

variedad de usos que su consumo se ha extendido a las in- 

dustrias: alimentaria, farmacéutica, textil, etc. 

A pesar de la creciente demanda de enzimas por - 

parte de la industria nacional, la producción de estas no

se ha modificado, por lo que se tiene que recurrir a su - 

importación, lo que representa una considerable fuga de - 

divisas para nuestro país; solo en el año de 1975 se tu- 

vieron que importar amilasas ( de malta, fungal y bacteria
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na) por una cantidad del orden de 7, 747, 048 millones de

pesos ( 5) . 

El objeto del presente trabajo, es iniciar un - 

estudio para la obtención de amilasas en nuestro país, a

partir de microorganismos aislados de suelos, aguas ne— 

gras, aire, etc., que pudieran sustituir a las de impor- 

taci6n y realizar un estudio preliminar sobre su purifí- 

caci6n y propiedades bioquímicas, sin profundizar en su

producción industrial. 

II. GENERALIDADES

J. Las amilasas son enzimas que hidrolizan el almi- 

d6n y gluc6geno dando diversos productos como dextrinas, 

maltosa o glucosa. Según su modo de acción se dividen en: 

o- amilasa ( EC 3. 2. 1 . 1, a- 1 4- g-1gcán 4--&lucan—ohi- 

drolasay. Su acción principal consiste en producir una - 

rápida y desordenada degradación del almidón en fragmen— 

tos más pequeños, llamados dextrinas. Su ataque se loca- 

liza únicamente en las uniones a- 1, 4 glucosídicas. 4-, 

1- amilasa ( EC 3. 2. 1. 2, OL- 1, 4- glucfin maltohidro- 

lasa). Es de acción más específica, únicamente rompe el

enlace OL - 1, 4 glucosídico alternado, del extremo no reduc

tor de la cadena del polísacárido produciendo maltosa. 
1
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i- amilasa ( EC 3. 2. 1. 3, a- 1, 4- glucán glucohidro- 

lar, , a). Ataca también el enlace OL - 1, 4 del extremo no re- 

ductor de la cadena del polisacárido, rompiendo cada --- 

unión para producir glucosa ( 89). 

A. HISTORIA

El empleo de las amilasas data de los tiempos - 

más remotos, pues se sabe que pueblos primitivos como los

sumerios, babilonios, egipcios, griegos, romanos y germa- 

nos; fabricaban ya en el siglo VII a de C., una cerveza a

partir de cebada y de una especie de cereal llamada

llemmer" ( 40). 

En el Japón fueron empleados microorganismos en

la hidrólisis del almidón, para obtener productos alimen- 

ticios y bebidas alcohólicas, al cultivar el hongo Asper- 

gillus oryzae sobre arroz u otros cereales. Este micro- 

organismo también fué utilizado en paises del lejano --- 

oriente, en la fabricación del Koji y el Saké ( cerveza - 

de arroz). 

En China se elaboraba una pasta de arroz, llama- 

da ' Uevadura china", rica en microorganísmos amilolíticos, 

cuyo principal componente era Mucor rouxii. 

En México los indígenas del norte y noroeste del
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país como yaquis, tarahumaras, pimas, tepehuanos y huicho

les obtienen una bebida fermentada llamada " TecuIn' I, que

se preparaba moliendo maíz tostado, negro o azul, a lo -- 

que agregaban miel o jarabe de tuna. Otra bebida mexica- 

na es el " Sendech6l' usada por los pueblos de raza otomí y

mazahua, el cual después de fermentado era hervido con pi

loncillo ( 30). 

Pozol", bebida usada como alimento básico ( du- 

rante las jornadas en el campo, en las comidas y en via- 

jes largos a manera de provisión), por grupos indigenas: 
1

chontales mayas, lacandones, zapotecos; que comprenden

los estados de Tabasco, Chiapas, Oaxaca, VeTacruz, Guerre

ro y Quintana Roo.. Se prepara con maíz remojado en agua

de cal durante la noche, cocido en agua y posteriormente

molido junto con cacao quedando solamente una masa que se

separa en pequeñas porciones, envueltas en hojas de plá- 

tano dejándolas fermentar 4 a 5 días ( 24). 

Los Incas, preparaban una bebida de maíz fermen- 

tado y hervido, conocida con el nombre de " Chicha", y los

indígenas actuales en Bolivia y Perú ( cholos) preparan -- 

chicha morada y chicha de ¡ ora ( 26). 4 -- 

En Venezuela se da el nombre de " Acupe" a una ~- 

bebida de maíz ligeramente fermentada, que se hace remo- 

jando maíz durante 2 a 3 días hasta que germina. Se muele

y se deja fermentar con un poco de dulce. 
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Una bebida fermentada a base de maíz, mandioca

o yuca es el ' Tachiri" o " Caxiri", conservada en olla de

barro e ingerida durante festividades religiosas y Pune- 

rarias, es propia de los indios uanana del Rio Icana, al

norte del río Amazonas, Brasil ( 24). 

Thampuz", es una bebida preparada en Colombia

y Perú con maíz o arroz, fermentada, endulzada y aromati

ada. 

t..Todas estas experiencias se realizaron en forma
empírica, pues los primeros descubrimientos sobre amila- 

sas, no fueron realízados sMo hasta 1816, en que

Kirch)ioff notó que el almidón hervido podía ser transfor

mado en azúcar por la acción de los granos de cereales. 

Payen y Persoz ( 1833), dieron al principio activo el nom

bre de diastasa e hicieron una extensa descripción de -- 

sus propiedades. Schwarzer ( 1870), por estudios de inac

tivación térmica de la amilasa de malta, observó que dis- 

minuía mucho más rápidamente la actividad sacarogénica -- 

que la dextrinizante. La presencia de dos amilasas en la

malta fué reconocida por Márcker ( 1879) y Bourquelot --- 

1887), y confirmada por Wjjsman ( 1890).* En 1922 Ohlsson

demostró la existencia de dos amilasas, dextrinogénica y

sacarogénica, llamadas por Kuhn ( 1925) a y O- amilasa res

pectivamente. Posteriormente en 1930 consiguió la separa

ci6n de estos dos componentes. Kneen y col. ( 1943), en- 

contraron que el ion calcio' es un factor de estabilidad - 
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para la OL- amilasa y de inestabilidad para la O- amilasa

91) 

En la actualidad, las amilasas siguen siendo es

tudiadas pues se encuentran ampliamente distribuidas en

la naturaleza: animales, plantas superiores y microorga- 

nismos, de ahí que se hayan establecido métodos para de- 

terminar su estructura molecular, mecanismos de acción, 

extracción. purificación, etc., principalmente las de -- 

origen microbiano, debido a su gran aplicación industrial. 11— Iq

B. MECANISMO DE ACCION

Las amilasas de acuerdo al tipo de ataque enzi- 

mático que realicen sobre el almidón, han sido divididas

en endoamilasas y exoamilasas. 

Endoamilasas.- Son aquellas enzimas cuyo ataque

al almidón se efectua en zonas específicas de la secuen- 

cia interna de la molécula ( alfa amilasa e ísoamilasa). 

Exoamilasas.- Su acción sobre el almidón se rea

liza por las terminaciones no reductoras de la cadena -- 

beta amilasa y glucoamilasa). 

La hidr6lisis es en forma específica, segán el

tipo de enzima de que se trate, así como del componente
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del almidón que sea atacado. La acción de las amilasas

no se verifica sobre los gránulos del almid6n intactos, 

sino que es necesario que el almidón sea gelatinizado - 

calentado en solución acuosa) con lo cual el sustrato

tiene pérdida de birrefringencia y cristalinídad, habien

do a la vez un aumento en su solubilidad, lo cual permi- 

te el ataque enzimático. La beta amilasa no tiene acción

sobre los gránulos del almid6n, pero la alfa amilasa sí

tiene efecto, aunque pequeño sobre ellos ( 37, 39). 

El almidón está formado por dos fracciones: ami

losa y amilopectina ( 20, 98) las cuales difieren entre - 

sí en el tamaño y los tipos de enlaces presentes en cada

una. 

Amilosa.- Es una cadena lineal formada por mo- 

n6meros de glucosa, unidos entre sí por enlaces a- 1, 4 gll

cosídicos ( 48); presenta en su molécula un enrollado. -he- 

licoidal, teniéndose una vuelta completa cada seis molé- 

culas de glucosa ( 61), aunque hay opiniones diversas al

respecto. Esta fracción es la responsable de la colora- 

ci6n azul que presenta el almidón con el yodo, ya que -- 

esto se debe a que la molécula de amilosa hidratada atra

pa a las moléculas de yodo. Según sea el grado de hidr6

lisis de la molécula se presentarán diferentes coloracio

nes: azul obscuro, púrpura, rojo, café y amarillo; al -- 

contacto con una solución yodo- yodurada. La amilosa está
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formada por 1, 100 a 4, 000 unidades de glucosa ( 20, 61, 89). 

Amilope

d6n, formada por

cosa, unidos por

lineales y a- 1, 6

Presenta cadenas

La amilopectina

de yodo. 

tina.- Es la parte ramificada del almi~ 

aproximadamente 100, 000 mon6meros de glu

enlaces ot- 1, 4 glucosídicos en las partes

glucosídicos en las partes ramificadas. 

laterales con 25 unidades de glucosa ( 61). 

presente color café frente a una solución

1 amilasas varían en su velocidad de acción

sobre el sustrato,. pero su forma de ataque al mismo es

4 -- 
igual en cada caso, no importa su procedencia. Las carac

terísticas de la acción sobre el sustrato son: ( 77, 80, - 

89, 83) 

Y> Alfa amilasa.- Actua sin un orden determinado

sobre las uniones a- 1, 4 glucosídicas, produciendo dextri- 

nas de bajo peso molecular ( Dextrinización) y disminuyen -- 

do rápidamente la viscosidad de las soluciones de almid6n

Licuefacción). Las dextrinas pueden ser normales ( si -- 

proceden de amilosa) o ramificadas ( amilopectina o glucó- 

geno). Se produce después una sacarificaci6n de las dex- 

trinas, obteniéndose olig'osacáridos como maltohexosa, mal

topentosa, maltotetrosa o maltotriosa, según el tipo de - 

actividad de la enzima sobre el sustrato ( 35, 48, 76). 

Siendo los productos finales de la hidr6lisis maltosa y

glucosa ( en pequeña cantidad), la cual procede de la acción
1
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amilosa

amilopectina

COMPONENTES DEL ALMIDON



ESTRUCTUR'A DEL GLUCOGENO
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de la alfa amilasa sobre la maltotríosa ( 94, 100).. 4-- - 

Beta amilasa.- El rompimiento del sustrato es a

partir de la terminación no reductora de la cadena, su -- 

acci6n se localiza en los enlaces a - 1 4 glucosídicos alter

nados, con formación de maltosa como producto principal, 

la cual es removida para que la enzima prosiga su ataque

al sustrato, la acción de la enzima es bloqueada cuando - 

las cadenas libres han sido hidrolizadas a 2 6 3 unidades

de glucosa del punto ramificado ( uniones a- 1, 6 de la ami- 

lopectina y glucógeno), formándose la dextrina limitante. 

Con oligosacáridos de nienor peso molecular, la acción ter

mina hasta la completa conversión a maltosa. 

Cama amilasa o Glucoamilasa.- Unicamente rompe

el enlace a- 1, 4 glucosídico del extremo no reductor de la

cadena para producir a - glucosa ( 116). 

Todas las enzimas mencionadas son incapaces de

actuar sobre las uniones a- 1, 6, de ahí que se produzcan

dextrinas límite de alto peso molecular. 

Debido a la formación de azúcares fermentables, 

a las beta y gama amilasas, se les llama Sacarificantes. 

Actualmente se han reportado otras enzimas amilo

líticas, aunque no ha sido bien estudiada su forma de -- 

acción: 
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MECANISMO DE ACCION DE LAS AMILASAS

000

0

0--* 
0

6r/ 0

0/ 
Oct

TO 8
0

alfa amilasa

Ci,- beta 11

gama si

Cada circulo representa una molecula de

glucosa . 
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Amíloglucosidasa de Aspergillus niger. Es capaz

de hidrolizar las uniones o¡- 1, 4, a- 1, 6 y a- 1, 3 de oligosa

cáridos como maltosa, isomaltosa y nigerosa para producir

glucosa. 

Isoamilasa o Amilo 1, 6 dextrinasa.- Actua rom- 

piendo los enlaces internos 1 6 glucosídicos de la MOléCU

la de almidón ( 116). 

y,, C. ASPECTOS BIOQUIMICOS

Según la fuente de procedencia de la amilasa, se

verá afectada en mayor o menor grado, por la influencia - 

de diversos factores como: presencia de algunos iones, pH, 

temperatura y agentes desnaturalizantes ( 84). 

1. Influencia de los iones. 

Las amilasas son afectadas grandemente por la -- 

presencia de iones como Ca++, Zn++, Mg++, Fe+*», Mn++, Co++ , 

Cd++, así como por Cl— y Fe+++. --* Las alfa amilasas requie- 

ren Ca++ como cofactor. El metal estabiliza a la enzima

contra la desnaturalizaci6n por calor o álcalis ( 64, 71). 

El Ca++ está unido fuertemente a la molécula de

la amilasa, especialmente en las enzimas fúngicas, siendo

sumamente difícil de remover y cuando se elimina, la enzima
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se inactiva ( 74) o disminuye su actividad, siendo más -- 

sensible a los agentes desnaturalizantes ( 6). En algunas

amilasas el calcio no previene la inactivación por tempe

ratura ( 119 , 122) .-+— 

Por electroforesis se han encontrado los siguien

tes iones unidos a la amilasa: Ca"»+, Mn++ y Zn"+ -- 

102). Algunos iones combinados inhiben la actividad de

la enzima, como en el caso de Zn+ + / Fe++, Zn«»+/Mg++ y - 

Zn+ + /Mn++; pero Zn++/ Ca++ la estimula ( 23, 64, 78). 

Los iones zinc sirven como puentes de enlace -- 

entre los mon6meros de la alfa amilasa de Bacillus subti- 

lis ( 97), reportándose también en esta amilasa los sitios

de enlace del Ca ++ - proteína ( 71). Se ha encontrado que - 

estos iones mantienen la estructura del sitio activo, in- 

directamente, a través de la conformación de la prote-Ina, 

pero no juegan papel de coenzima ( 89). 4- 

tLos iones Cl- son requeridos para la actividad - 

de la alfa amilasa animal y bacteriana, pero las amilasas

vegetales y fúngicas no los necesitan ( 6, 89). 4— 

Los ioncs Cu++ y ', In++ inactivan la beta amilasa, 

pero la alfa amilasa mantiene su actividad ( 4), también

el calcio afecta la actividad amilolitica de la beta ami - 

lasa

Lo- iones 1-, F, SO y metales pesados afectan4
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la actividad amilolitica ( 89). 

2. Efecto de Temperatura y pH. 

Las amilasas microbianas, especialmente las bac

terianas, presentan una gran resistencia al calor, aumen

tándose ésta en presencia del sustrato o de iones calcio. 

M- as temperaturas óptimas de actividad son eleva
das en amilasas microbianas, mientras que en las amilasas

vegetales y animales son menores, ya que se destruyen rá- 

pidamente a 60 6 70' C ( 13, 89, 117). 

15 El efecto del pH es muy grande, ya que general- 

mente resultan inactivadas a valores de pH extremos. La

amilasa vegetal y animal es inactivada a pH ácido, mien- 

tras que la microbiana ( hongos) en ácido es estable ( 121), 

encontrándose sus valores de plí óptimo de actividad en el

rango ácido ( 6, 42, 69, 78, 118). 

3. Agentes desnaturalizantes. 

La actividad de la enzima se ve afectada por al- 

gunos factores como los detergentes y agentes quelantes. 

El Dodecil Sulfato de Sodio ( SDS) es un detergen

te, el cual causa la inactivación de la beta amilasa de - 

malta ( 75). Se reporta también la inactivaci6n de la --- 

amilasa por compuestos fluorados como el 1 - fluoro - 2, 4- di

nitrobenceno ( 12), por urea, EDTA, ácido oxálico y azul - 
1
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de metileno ( amilasa de Aspergillus awamori). ( 28, 82, 

89, 108, 
1

Como el objeto principal de este trabajo es el

estudio de amilasas microbianas, es nuestro propósito - 

dar a conocer algunas caracteristicas y propiedades de

las inismas. 

IPara su estudiClas amilasas microbianas se pue

den dividir en tres grupos: amila.sas de hongos, amilasas

de levaduras y amilasas de bacterias.-] 

AMILASAS DE HONGOS

f>INI_uchos son los hongos productores de amilasas, 
pero solo algunos han sido extensamente estudiados, como

es el caso de Aspergillus oryzae cuya amílasa obtenida - 

por un procedimiento de concentración fué denominada Taka

diastasa por Takamine ( 1898). La amilasa de A. oryzae, - 

no pierde su actividad a 45' C, de calentamiento durante

una hora, pero sí a h5% su temperatura óptima es de --- 

400C. A valores de pH de 2. 5 y 10 pierde totalmente su - 

acti- id,) l. La estabilidad máxima es a pFI de C). 4 y su pli

ópt, mo , s ( le 5 a

Preparaciones de la amilasa de e- tt, hongo, han

sido obtonidas por numerosos ¡ ni-estigadores. De todos

ellos citaremos a: 
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Cajocaru y col. quienes estudiaron el efecto de

algunos factores de estabilidad de la enzima amilolítica

de este hongo, obteniendo mayor actividad con CaC121 --- 

CUSO 4 y COC12 a pH de 5. 5 y SVC tl9). Kundu determinó

que según la composición del medio y el pli, A. oryzae

secreta a o B amilasa o ambas ( 58). Qureshi y col. esti

maron el efecto de las fuentes de nitrógeno en la obten- 

ci6n de a- amilasa, utilizando compuestos inorgánicos

como: ( NH 4) 2SO4 , NaNO, y KNO3; y compuestos orgánicos

como peptona y levadura con los que obtuvo una máxima

producción de a- amilasa ( 88). El efecto de la aereaci6n

Co++, 

y los elementos huella tales como Cr ' Mo , n

en la biosíntesis de Taka- amilasa también han sido inves

tigados ( 23, 59). 

Otros hongos productores de amilasa son: 

Aspergillus niger. A. awamori, A. flavus, A. 

aureus, A. kawachi, A. terricola, A. terreus, Penicilliuin

sp, Rhizopus japonicus, Rh. delemar, Mucor rouxii. A los

que con el fin de obtener una mayor concentración de ami - 

lasa en el medio de cultivo, se les han descrito fuentes

adecuadas de nitrógeno y carbono, sales minerales, tempe- 

ratura y pH apropiados. Á--- 

AMILASAS DE LEVADURAS

En relaci6n con las levaduras, se pensaba que no
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contenían sino huellas de amilasa y se les consideraba

incapaces de hidrolizar el almid6n. Wickerbam y col. en

1944, señalaron la existencia de una amilasa extracelu- 

lar en Endomycopsis fibuliger,( 91). La en7ima fué obte- 

nida por Sánchez Marroquín ( 91) inoculando un medio con- 

teniendo almidón soluble e incubando a 28' C por 3 a 8 -- 

días. La temperatura 6ptima para las a y - amilasas -- 

fué de 50' C y los valores óptimos de pH fueron respecti- 

vamente -; a 0 y 4 a 5 ( 911 lj' 

AMILASAS DE BACTERINS

Se han descrito diferentes bacterias producto- 

ras de amilasas, de las cuales citaremos las siguientes: 

4 Bacillus subtilis.- Hopkins y col. encontraron

que la amilasa de esta bacteria es muy similar a la 01 - ami

lasa de malta. La enzima es muy estable en el rango de - 

pH de 5. 8 a 10. 8, teniendo un óptimo de 6. 5 a 7. 0. Difi l

re de la mayoria de las amilasas en su termoestabilidad, 

pues produce rápida licuefacción del almidón a altas tem- 

peraturas ( 95' C). Produce un rápido decrecimiento de la

viscosidad del almidón y lo hidroliza formando dextrina-S4-- 

Bendetskii realizó ensayos para determinar el - 

mecanismo de acción de la ci- amilasa de esta bacteria du- 

rante la hidr6lisis del almid6n 11( 1). Boyer e Ingle pu- 

rificaron la enzima, tres ¡ Soenzimas fueron encontradas
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por electroforesis en gel de poliacrilamida. La enzima

fué estable a pH de 7. 5 a 10 ( 15).- 4ULa a- amilasa de Baci- 

llus subtilis puede ser precipitada, dializada o filtrada

en gel sin pérdida de actividad. La adición de NaCI al - 

10% y de timol al 0. 1%, previno la pérdida de actividad a

temperatura ambient
el (

36). La producción de una enzima - 

alcalina, con peso molecular de 70, 000, pH óptimo de 10. 5

y temperatura óptima de 55% por microorganismos alcal6- 

filos fué descrita por Horikoshi ( 49). El efecto de iones

metálicos como activadores en la velocidad de reacción de

a- amilasa, fué estudiado por Mahmoud y col., quienes en— 

contraron que la actividad enzimática se incrementa en - 

presencia de Zn++ ( 32. 5 ppm) o Ca" + ( 205 ppm). La necesi

dad de más altas concentraciones de Ca++ que Zn++ se apo- 

ya en la evidencia de que el Zn+ + une dos moléculas de -- 

metaloproteína de calcio: ( 65, 97). 

Prot -Ca
x ) - 

Zn - ( Prot -Ca
X) 

Otros factores tales como: cantidad de inóculo, 

amortiguadores, fuentes de nitrógeno ( urea, peptona, ex- 

tracto de salvado), y carbono, aereación, adición de áci

do giberélico ( 107) y de agua de mar al medio de cultivo, 

han sido estudiados. 

Bacillus polymyxa produce una enzima distinta a

la de B. maceran_s, no solo por su acción sobre el almidón

al cual transforma en sustancias reductoras, sino también
1



20. 

en las condiciones óptimas de temperatura y pH requeridas

para su actividad. Su pH óptimo es de 6. 8 y se inactíva

a 50* C ( 105). 

Se le han considerado varias propiedades a la - 

enzima de Bacillus stearothermophilus como: peso molecu- 

lar, composición de aminoácidos, propiedades electroforé

ticas y enzímáticas, termoestabilidad, etc. ( 119). 

La enzima de Bacillus coagulans tiene un peso - 

molecular de 11, 000, es termoestable ( 80- 100' C) y puede

obtenerse en un medio conteniendo glicerol, extracto de

levadura y cal ( 93). 

k, Bacillus licheniformis, B. cereus, B. circulans, 

B. megatherium, Clostridium acetobutylicum, Rhizobium sp, 

Pseudomonas saccharophila, Vibrio parahaemolyticus, Strep- 

tomyces sp. , S. lbus, S. flavus, S. aureofaciens se han

reportado también como bacterias amilolíticas. 

La presencia de calcio y de otros iones divale n- 

tes en varias preparaciones de a- amilasas microbianas, ha

sido reportada por varios investigadores, estableciendo - 

que estas enzimas son resistentes a ataqUes proteoliticos, 

sin embargo en presencia de agentes quelantes las a- amila- 

sas son susceptibles a degradación proteolítica. Parece - 

ser que el Zn aparentemente no se requiere para la protec- 

ci6n de la enzima, sino para inducir la dimerizaciónde la
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molécula de a- amilasa ( 53, 54, 96, 97) . f- 

PURIFICACION DE AMILASAS

Se han descrito varios métodos para la extrac- 

ci6n y purificación de las amilasas microbianas, basados

principalmente en. la precipitación con sulfato de amonio, 

acetona o rivanol ( 2- etoxi- 6, 9- diamino acridina), y en el

empleo de columnas de intercambio iónico: DEAE- celulosa, 

DEAE- sephadex, y de adsorción ( amberlita, almidón celita), 

principalmente, con los que se ha obtenido un alto grado

de purificación ( 43, 44, 66, 73, 106). 

L D. BIOSINTESIS DE AMILASAS ? 41CROBIANAS dJ1-- 

La amilasa es una enzima inducible, según la -- 

fuente de carbono utilizada para el cultivo de los micro

organismos ( 3, 72, 116). Se ha observado un incremento

en la producción cuando la fuente de carbono es almidón

118), aunque hay también inducción por la presencia de

maltosa, glucógeno, isomaltosa, peptona, extracto de le- 

vadura, licor de maíz, tripticasa y caseína ( 34), esta - 

inducción varia según la cepa microbiana de que se trate

57) . 

t, En oeneral los Cactores que afectan la producción
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de la amilasa microbiana son: fuente de carbono y nitró- 

geno, plí, temperatura, iones metalicos, tipo de cultivo

testático o agitado, aereado, sincrojii.: ado, etc.) y la - 

cantidad de in6culo, así como las : ondíciones especificas

de* cada microorganismo ( 52, 59).*_ 

Los estudios de la biosIntesis microbiana de -- 

amilasa fueron iniciados por Fukumoto ( 1943); según la - 

cepa microbiana la fase de máxima producción de amilasa, 

se presentará a diferentes tiempos, por ejemplo- en B. - 

subtilis y en B. circulans el nivel máximo de producción

es a las 20 horas, cuando el cultivo está en la fase lo- 

garítiaica; pero Pn otras cepas la producci6n es liasta la

fase estacionar¡ a o hasta tiempo después de alcanzada ~- 

ésta ( 21, 104). Hay, cepas que alcanzan su máximo hasta

las 72 horas, a los 4, 5 6 6 días ( A. niger) ( 3). En

B. polymyxa el máximo de actividad de la enzima fué al

final del ciclo de ctiltivo ( 38). 

a, La producción de la amilasa está regulada por

un mecanismo de represión catab6lica ( 104), por lo cual

en algunas cepas es inhibida por la presencia de azúca- 

res como maltosa y glucosa ( b8). Por medio dc estudios

genéticos se han encontrado genes reguladores en B. sub- 

tilis para alfa amilasa., f- 

4 Para la mayor producción de amilasa se han uti- 
lizado cepas mutantes, producidas por diversos agentes - 

como lu7_ ultravioleta, \- metil- NI- nitro- nitroo- gtianldiiia
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2), etilenimina ( 90). También se han hecho estudios - 

acerca de sustancias estimulantes de la producción de - 

amilasas, como el ácido giberélico ( 107) y, algunas ¡ minas

como la espermina 4— 

Algunos agentes como la N - Bromo succininida, - 

yodo, yodo - acetato, 2, 4- dinitrofluorobenceno, mercurio y

glicina inhiben la producción de amilasa por el microor- 

ganismo, esto pasa también por la presencia de glucosa - 

12, 689 74). 

Para la producción industrial de amilasa miero- 

biana se utiliza frecuentemente el medio de Czapeck- Dox

3), realizándose en cultivo sumergido a tiempos varia- 

bles según el microorganismo ( 95, 112); los más emplea- 

dos son B. subtilis. A. oryzae, A. awamori, y otros en

menor frecuencia. 

Varios desperdicios agrícolas ( harina de cáscara

de trigo, maíz, trigo, arroz y almid6n) se han utilizado

como sustrato en la producción de amilasa por A. terreus

y Penicillium citriaum ( 22, 57, - 72) . 

E. DETERMINACION DE LA ACCION AMILOLITICA , 

La acción de las amilasas está caracterizada por

los cambios simultáneos en las siguientes propiedades del
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a). Disminución de la viscosidad. 

b). Incremento del poder roductor

c) . Cambio del color con solución acuos: t de yodo. 

d). Cambio en la actividad óptica rotatoria. 

Los métodos descritos en la literatura para de- 

terminación de la actividad amilolitíca, se basan en algg_ 

nos de los fenómenos anteriores, principalmente de los -- 

tres primeros. 

La actividad amilolítica se expresa como: 

a) . Licuefacci6n. 

Iz -5 k
b) . Sacarificaci6n.—:P flip

c). Dextrinizaci6n.- 

dependiendo del método usado. 

Los valores numéricos obtenidos por un método - 

dado, difieren de los otros métodos, dependiendo do las

candiciones: pH, temperatura, volumen de los reactivos y

naturaleza del sustrato. *--- 

Para la determinación de la licuefacción se -- 

emplean los métodos Viscosimétricos, los cuales muestran

la acción amilolitica aun a grados de hidrólisis extrema

damente bajos. Myrbick y Gjorling, encontraron que citan- 

do la viscosidad de una cierta pa.sta de almidón ha goteado
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la mitad del valor inicial, solamente alrededor de 0. 1% 

de las uniones glucosídicas fueron rotas ( 74). 41 --- 

El método sacarificante se basa en la determina

ci6n de azúcares reductores formados durante la hidr6li- 

sis del almid6n. 

Los reactivos utilizados más frecuentemente para

caracterizar azúcares reductores, son los siguientes: 

A. Reactivos con sales metálicas: ( cationes). 

I. Reactivo de Trommer: solución alcalina de sulfato

cúprico en hidróxido de sodio. Tiene por base la

formación de óxido cuproso. Existen varias modi- 

ficaciones de este reactivo, tales como: 

1. Reactivo de Feh1ing: solución alcalina de sul

falto cúprico y tartrato s6dico potásico. El

ion cúpríco es reducido a ion cuproso, formán

dose óxido cuproso rojo, insoluble, que puede

ser determinado cuantitativamente. 

2. Reactivo de Benedict: que es una solución -- 

acuosa de sulfato cúprico, citrato s6dico y

carbonato de sodio; el citrato estabiliza al

Cu"+ durante la reacción, evitando que preci

pite -en forma de Cu«) 11) 2 , que es insoluble y

de color azul celeste. 
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3. Reactivo de Barfoed: solución ácida de una

sal de cobre ( acetato de cobre en ácido -- 

acético). 

II. Reactívo de Nylander: solución alcalina de sub

nitrato de bismuto y tartrato doble de sodio y

potasio. El ion Bi.. queda reducido a bismuto

metálico negro, que precipita. 

I 11 . Reactivo de Knapp: solución alcalina de cianuro

mercúrico e hidróxido de sodio. Esta solución

es reducida por calentamiento con la soluci6n

de azúcares, depositándose mercurio metálico. 

IV. Reactivo de Tollens: solución amoniacal de ni- 

trato de plata. El AgOH es reducido a plata

metálica ( 16). 

B. Reactivos con aniones: 

Los azúcares reductores pueden también oxidarse por

el ion ferricianuro ( Fe( CN) 6_ 
3), 

que es reducido a

ferrocianuro ( Fe( CN) 6- 4), como en elmétodo de ­- 

Hagedorn- Jensén. 

C. Reactivos orgánicos: 

El álcido 3, 5- dinitro salicílico puede reducirse en - 

solucion alcalina caliente, a ácido 3 - amino - S - nitro
1
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salicílico, de color anaranjado que puede medirse - 

colorim6tricamente ( 62). 

b El poder dextrinizante es medido por los cambios de

color de la mezcla de reacción, con solución acuosa

de yodo ( 32) 
ii

F. IMPORTANCIA INDUSTRIAL DE LAS AMILASAS

Las amilasas son usadas en grandes cantidades - 

para propósitos industriales, por lo que sus actividades

catalíticas han sido estudiadas no solo por su interés - 

académico, sino también por su aplicación industrial. 

INDUSTRIA ALlMENTARIA

Con frecuencia el uso de almidón hidrolizado, - 

permite preparar alimentos con texturas más suaves, mej5l

rar emulsificaci6n y aumentar el poder edulcorante. L,; 

hidr6lisis se lleva a cabo algunas veces por métodos quí

micos ( ácidos orgánicos o minerales), pero con mezclas - 

de enzimas selectas puede obtenerse un control más refi- 

nado, ya que as! es posible lograr un balance entre dex- 

trinas y azúcares intermedios, para alcanzar la viscosi- 

dad y sabor dulce deseados. Aplicaciones tipicas son: 
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1. Preparación de alimentos para enfermos y - Jt> 5
niños, como cereales, en los cuales se usa amilasa fun- 

gaQ El cereal se calienta. a una temperatura de 65 a - 

70' C y se agrega a la amilasa, la hidr6lisis se lleva a

cabo en 4 minutos, después de lo cual se eleNa la temp 

rattira a 100% con lo que el producto se seca y la en- 

ima se inactiva ( 116). 

b 2. Elaboración de leche malteada, dulces, ju- 

gos, helados y aditivos para repostería, por ejemplo: el

jarabe de chocolate puede hacerse tratando suspensiones

de cocoa con amilasa fungal o bacteriana; la suspensión

de cocoa se ajusta a pH de 6. 2 a 6. 6 con Na, Co 3 6 fiel y

se calienta a 85- 90' C durante 30 minutos. La masa gela- 

tinizada se enfria a 60' C antes de agregar la amilasa, - 

obteniéndose un producto con mejor sabor y solubilidad - 

en leche ( 116).+` 

Los almidones pueden ser hidrolizados por amila- 

sas de malta y fúngica, para obtener mieles de bajo equi- 

valente de dextrosa ( D. E.), conteniendo más o menos 80% 

de carbohidratos fermentables ( 31) 4— 

Ugunas bebidas dulces con sabor a café, son -- 

preparadas por tratamiento de extractos de café con pro- 

teasa y amilasas,, con las que se degradan proteínas y -- 

carbohidratos en el extracto, reduciéndose la formación
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de espuma durante el proceso de embotellamiento ( 99). – ' 

El jugo de frutas recientemente exprimido, suele

ser turbio debido a la presencia de almidón en suspensión, 

el cual puede eliminarse mediante una adecuada mezcla de

amilasas. Esta debe ser activa y estable a pH ácido. - 

Dicho tratamiento ( Clarificación) es particularmente útil

con el jugo de manzana que se expende con un aspecto cla- 

ro y brillan te ( 114). 

J¿ 3. En la producción de pan, es común agregar

oc- amilasa para modificar el almidón de la harina, de lo

que resulta mayor volumen de la hogaza y más blandura en

la miga del pan. Esto se puede hacer con la amilasa fun

gal, ya que la amilasa bacteriana continuaría actuando - 

con el almidón, a temperaturas algo elevadas dentro del

horno y produciría un migajón blando pero algo chicloso,+– 

114) 

INDUSTRIAS CERVECERA Y DE BEBIDAS DESTILADAS

En estas industrias, se hace uso de malta de ce

bada para transformar el almidón gelificado, en azúcares

y polisacáridos más pequeños, sobre los cuales puede ac- 

tuar la levadura. Es poco probable que en la fabricación

de la cerveza, la malta llegue a ser desplazada, pero --- 
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existen indicaciones de que otras fuentes de amilasas

microbianas), resultan más eficientes en la producción

de etanol no potable. En la producción de whisky o de

alcohol industrial, la cantidad de malta empleada ( 8- 12%), 

puede influir desventajosamente en el macerado, en este

caso e emplean con éxito enzimas fungales. Esta aplica

ci6n de las amilasas de hongos, se realiza en algunas -- 

destilerías que producen la enzima a partir de Aspergillus

niger, en el propio equipo de fermentación ( 114, 41). 41 -- 

OTRAS INDUSTRIAS

bLas amilasas microbianas, también son adiciona- 

das a detergentes de uso doméstico e industrial ( a- amila

sa de B. subtilis) a depiladores de cuero de animales y

a pastas de almidón para la elaboración de adhesivos. 

Las amilasas bacterianas se usan siempre que el

almidón tiene que eliminarse o I) idrolizarse parcialmente

a temperaturas elevadas. Este es el caso al quitar el

apresto de las telas acondicionadas con almidón en la

industria textil y modificar el almid6n para el revesti- 

miento de papeles ( 114). 

En el campo Farmacéutico, las preparaciones de

ami. lasa fungal ( Taka- diastasa), son empleadas ¿ omo ayuda

durante la digestión, cuando existe deficiencia de amila

sas pancreática y salival, y como anti -inflamatoria ( 81). 
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Material: 

31 . 

3. 1 Cristalería en general. 

3. 2 Agitador de tubos de ensayo VORTEX- GEN. 1E. 

3. 3 Centrífugas: Andreas Hettich, modelo Se- DGE 2116. 

Refrigerada, Internacional PR - 2; ca- 

bezal: 296 a 25, 000 x g. 

3. 4 Columnas para filtración molecular con camisa de - 

refrigeración: 40 cm de largo x 1. 5 cm de diámetro, 

y 25 cm de largo x 1. 5 cm de diáme

t ro. 

3. 5 Colector de fracciones RADI- RAC LKB. 

5. 6 Congelador REVKO ULTRA LOW ( 0 a - S( YC) . 

3. 7 Espectrofotómetros: CARL ZEISS PM Q- 11, Y PYE -- 

UNICAN1 SP - 1800. 

3. 8 ¡ Mesa de agitación rotatoria Kinet: 100 rpm. 

3. 9 Sistema AMICO.-N para ultrafiltración molecular. 

3. 10 Sonicador Branson, tipo LTH - 1620- 18, frecuencia 25

KHZ. 

Reactivos: 

Se obtuvieron de casas comerciales: 

Merck: Acrilamida, Almid6n soluble, Amido negro colo- 

rante para proteínas), Bis- acrilamida ( N, N'- meti



32. 

len- bis- acrilamida), Dodecil Sulfato de Sodio

SDS), Maltosa, N, N, N1, NI- tetrametilen diamina

TEMED) . 

Sigma: Ovoalbúmina, Gamma globulína de ratón, Amilasa

de malta. 

Bio -Rad Laboratories: Biogel P- 100. 

4. MICROORGANISMOS. k

C, Y l, - 11 ">
Py

Las cepas empleadaj—en este -trabajo, fueron al_ 1 1

ladas de diversas fuentes, las cuales se seleccionaron - 

en base al criterio de que los microorganismos amilolíti

cos se localizarian en mayor proporción en lugares en -- 

los cuales hubiese almidón, ya que la producción de ami - 

lasa es inducida por la mayor o menor cantidad de éste - 

en el hábitat microbiano, aunque el muestreo se extendió

también a fuentes diversas. 

El muestreo de suelos fué realizado de acuerdo

a las técnicas de Sánchez Marroquín ( 92) y Echegaray A. 

29). Para muestras líquidas se emplearon frascos esté

Tiles, guardándose la muestra en refrigeración, no más

de 24 horas, y en algunos casos llevando la placa de

cultivo al. lugar del muestreo. El aislamiento de los

microorganismos del aire, se realizó dejando cajas de

petri con el medio, abiertas durante 30 minutos en el
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lugar deseado. 

Las muestras sólidas, con crecimiento microbiano, 

fueron aisladas tomando directamente con el asa y sembran

do en placas de agar almidón. 

Fuentes de Aislamiento. 

1. Suelos de cultivo de: maíz, frijol, haba, chilacayote

alfalfa ( regada con aguas negras), chile. ( Col. Pedro

Ma. Anaya, Tula, flgo.). 

2. Suelos de plantíos de: dalia, giadiola, malvón, malva, 

hoja elegante, papa, camote, coliflor, epazote y al- 

falfa ( Xochimilco, D. F.). 

3. Suelo de un campo de mezquites ( Tepetitián, Tula, -- 

Hgo. 

4. Suelos de milpa y establo ( Xochimilco, D. F.). 

S. Suelo de un pirul ( Schinus niolle). 

6. Suelo de jardín ( Copilco, U. Vicente Guerrero, UCTNI, 

Col. Ajusco y Fac.. de Química, UNAM.). 

7. Suelo de cultivo de maíz ( Cuernavaca, Mor.). 

S. Suelo de basureros ( UNANI., U. k' icente Guerrero, A -jus

co) . 

9. Muestras de basura fermentada, en diferentes lapsos
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de tiempo ( la., 2a. y 3a. semana). 

10. Suelo de porqueriza ( Tula, Holo.). 

11. Estiércol seco. 

12. Aire de basureros ( UNANI. , U. Vicerite Guerrero) - 

13. Aire del Laboratorio de Microbiologla, Fac. Qufinica, 

UNAM. 

14. Alimentos enmohecídos:. tortilla, pan, arroz cocido, 

elote, plátano, durazno, manzana, coco 

15. Papas en estado de putrefacción. 

16. Pulque. 

17. Agita de lavado de papas, aguas negras ( drenaje) y - 

agua de charco con materia en descomposición. 

18. Hongos contaminantes en estudio de Micrococcus - 

19. Cepa pura de Aspergillus niger. (
Prácticas de Bio- 

síntesis j\ licrobiana d e APlicación Industrial). 

S. MEDIOS DE CULTIVO. 

Los medio-; de cultivo utilizados fueron escogi- 

dos y elaborados en base a las necesidades de selección

de microorganismos productores de amilasas, 
empleándose

como carbohidrato principal almid6n, 
para inducir la sin

i

te -,;is de la enzima ( 8, ll, 112, 116). 
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Los medios de cultivo fueron de acuerdo a la li

teratura consultada, haciéndose variaciones de los ingre

dientes y concentraciwies de éstos, según las observacio

nes hechas sobre la niarcha de trabajo, por lo cual se - - 

probó un cierto número de medios para el aislamiento, cul

tivo y conservación de microorganismos. 

El medio inicial fué de acuerdo a la formulación

de las prácticas de. Biosíntesis Microbiana de Aplicación

Industrial, Facultad de Química, UNAM., 1974, ( Medio A). 

El medio B se real¡ --6 de acuerdo a Bailey ( 9). Los Tne-- 

dios subsecuentes ( C a J) son variaciones de los anterio

res, así como las formulaciones de Prescott ( 87), Under- 

kofler ( 110) y referencias bibliográficas recientes ( 7, 

11, 112, 116). 

I. MEDIOS UTILIZADOS PARA EL AISLAMIENTO DE LAS CEPAS. 

M e d i o A B C D

Almidón soluble 2. 0 g 2. 0 g 3, 4, 5 g 5. 0 g

Peptona 0. 5 0. 5 g 0. 2 9 0. 2 g

Extracto de levadura 1 . 5 g 0. 5 g 0. 2 1-1 0 . 2 s', 

Maltosa 0. 0 0. 1 g 0. 1 9 0. 0

MgSO4* 7 H20 0. 1 g 0. 2 g 0. 1 9 0. 2 g

KH PO
2 4 0. 1 g 0. 2 g 0. 1 9 0. 1 9

CaCl 2* 2 H 2 0 0. 0 0. 2 g 0. 1 9 0. 1 9

Agar 2. 0 g 2. 0 g 2. o 9 1. 0 g

Agua destilada 100 Ifil 100 id 100 m1 100 inl
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M e d i o E F G, 

2. 0

11

1. 0

1

Peptona

Almidón soluble 0 g 1. 0 9 1. 0 g 1. 0 g

Maltosa

0

Peptona 0. 2 g 0. 0

0. 01

0. 0

0. 1

0. 2 g 0. 0

Extracto de

9

CaC12 . 2H2 () 0. 02 g 1 £ 

Agar 2. 0 g 2. 0

levadura 0. 2 g 0. 0

100

0. 0

Cuando se empleó

0. 2 g 0. 2

agar

Maltosa 0. 0

autoclave a 121' C

0. 0

durante 15 minutos. 

0. 2 g 0. 0 0. 0

M9SO4 * 7 H 20 0. 1 9 0. 01 CO. 0. 1 g 0. 1 g 0. 1 g

IGI2 PO4 0. 2 g 0. 01 g 0. 1 g 0. 1 g 0. 1 g

CaC' 2' 2 H 20 0. 2 g 0. 02 g 0. 01 g 0. 01 g 0. 01 g

Ni¡ 4) 3PO4 0. 0 0. 2 g 0. 2 g 0. 0 0. 0

Agar 2. 0 g 2. 0 g 2. 0 g 2. 0 g 2. 0 g

Agua destilada 100 MI 100 MI 100 MI 100 In1 100 MI

II. MEDIOS SELECCIOM-NI) OS PARA EL ESTUDIO Y CONSERVACIOIN DELAS CEPAS. 

M e d i o J. K

Almidón soluble 2. 0 9 1. 0 9

Peptona 0. 2 9 0. 2 9

Extracto de lex-adura 0. 2 9 0. 2 9

Maltosa 0. 0 0. 1 9

M9SO4 * 711 2 0 0. 01 g 0. 1 9

K" 2PO4 9

CaC12 . 2H2 () 0. 02 g 1 £ 

Agar 2. 0 g 2. 0 9

Agua destilada 100 MI. 100 1111

Cuando se empleó medio liquido se suprimió el agar

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 121' C

durante 15 minutos. 
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M E T 0 D 0 S

AISLAMIENTO DE MlCROORGANTSNIOS. 

Para el, aislamiento de los microorganismos pro- 

ductores de amilasas, se emplearon los siguientes métodos: 

6. 1. Método de dilución: las diluciones se pre

pararon en tubos conteniendo 9 m1 de agua destilada o agua

peptonada al 0. 1% estériles. Al primer tubo se le aaregé
0

1 g de muestra, se me:: cló perfectamente, con una pipeta - 

estéril se tomó 1 MI de esta dilución ( 10- 1) y se colocó

en un segundo tubo. Este ¡) receso se repitió hasta obte- 

ner una dilución de 10~ (). La siembra de las muestras fué

realizada en placas de agar- almid6n utilizando las dilucio

nes de 10- 4 ( 0. 1 MI), 10- 5 ( 0. 3 m1) y 10-
6 (

0. 5 MI). 

6. 2. Método de estrías: la muestra diluida pre

viamente ( 10- 1 ), se sembró por estrías con el asa en la - 

superficie del agar. 

Las cajas sembradas por ambos métodos, se incuba

ron a 28* C durante 24- 48 horas. 

Las colonias aisladas fueron resembradas en tubos

de ensayo conteniendo el medio de conservación ( inclinado) 

para su estudio posterior. Se almacenaron en refrigera- 

ci6n a VC después de su crecimiento. 
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SELECCION DE MICROORGANISMOS. 

Una vez hecho el aislamiento y conservación de

las cepas microbianas, se procedió a realizar la selec- 

ci6n primaria de aquellos microorganismos productores de

amilasas. 

6. 3. Las cepas fueron sembradas en el medio K, 

dejándose crecer durante 1, 2, 3, 4, 5, 6 días a 280C. - 

Después de cada tiempo se probó la hidrólisis del almidón

agregando solución yodo- yodurada: 1 g de 1,, 3 g de KI, - 

300 m1 de 11, 0 ( Solución de Lugol ) , midiéndose la longitud

del halo de ti-ansparencia. 

La medici6n de la longitud de los halos de hidr6

lisis alrededor de la colonia microbiana, permitió selec- 

cíonar las cepas a las cuales se les aplicaron las siguien

tes pruebas, para una segunda selección. 

1. 4. Influencia del p1i en la actividad amilolí- 

tica de las cepas seleccionadas. 

Cada una de las cepas se sembró en placas de

agar -almidón con los diferentes alores de PH: 5, ( 1, 

8 y 9; los cuales fueron obtenidos con HC1 6 NaOH lN, 

antcs de esterilizar el medio. 

Una vc.- sembradas las placas fueron incubadas - 
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durante 6 días a 28' C. Los resultados se expresan en mm

de hidr6lisis obtenidos ql agregar solución de Lugol. 

6. 5. Determinación de la Actividad Amilolítica: 

disminución de la iriscosidad ( Licuefacción). 

Por este método, se determinó el tiempo necesa- 

rio para la licuel'acci6n de una pasta de almidón comercial

Linnit") gelatinizada; la técnica fué la siguiente: 

La pasta de al.midón se preparó por adición de - 

5. 5 g de almidón en 100 m1 de agua destilada, se calentó

hasta ebullición durante unos minutos con agitación cons- 

tante, para conseguir la completa gelificaci6n del almi- 

dón; aun caliente, se distribuyó en tubos de ensayo --- 

0. 9 m1) y cuando adquirieron una temperatura de aproxi- 

madamente 37' C, se agregó 0. 1 m1 del sobrenadante obteni- 

do por centrifugación a 3, 500 rpm, durante 20 minutos, de

un cultivo de 6 días; mezclándose perfectamente. Los tu- 

bos se mantuvieron en refrigeración durante 5 minutos -- 

tiempo necesario para que la mezcla solidificara). Pos- 

teriormente los tubos se incubaron a 28% hasta que se - 

licu6 el gel de almidón. 

Los tiempos de escurrimiento se registraron en

cada : a -; o, y, aquellos sobrenadantes en los cuales la li- 

cuefacción del almídón fué extremadamente rápida, se dilu

yeron 1: 10 y 1: 20. 
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La medición de los lialos de hidrólisis a diferen

tos valores de pH para cada copa, así como la determina-- 

ción del tiempo de licuefacción dcl almidón, permitieron

reducir el namero de cepas, la., cuales se sometieron a -- 

las siguientes determinaciones: 

6. o. Efecto de las variaciones de la concentra- 

Ci6n de Ca+' en la actividad amilolitica. 

Para esta determinación, al medio de agar -almidón
i

K), se lo adicionó CaCI, a diferentes concentraciones: - ' 

0. 01 ( 12, 0. 0.;, (). () 4, 0. t) S, 0. 06, 0. 07, 0. 08, 0. 0C), 0. 1 . 

0. 15 0. 2%. 

Con el propósito de eliminar el calcio que pudíe

ra estar como impureza de los reactivos, una vez prepara- 

do el medio ( sin CaCI,), se agregó oxalato de sodio en -- 

proporci0n de

22, 
3 y 4 mNI. 

Las cepas - seleccionadas se sembraron en cada una

de las concentraciones de CaCl) y oxalato de sodio, incu- 

bándose a 28' C durante 6 días. Después de este tiempo se

midi6 el halo de hidrólisis, agregando solución de Lugol. 

6. 7. " rueba de Catalasa. 

Paralelamente a la determinación anterior, se in

vestig6 la presencia de catalasa en las cepas microbianas. 
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6. 8. Efecto del sonicado sobre la actividad -- 

amilolitica. 

Para la obtención de mayor concentración de enzi

ma en el medio de cultivo, algunas cepas fueron sonicadas

bajo diferentes condiciones: 

Algunas cepas se cultivaron en matraces erlenme- 

yer con medio liquido de almidón, algunas en condiciones

agitadas y estáticas, mientras que otras.,únicamente se

cultivaron sin agitación. El período de incubación fué

el normal ( 6 días a 28' C). 

Después, 2 m] de cada cultivo se colocaron en - 

tubos de ensayo conteniendo: 

Perlas de vidrio: las suficientes para cubrir

la suspensión de células. 

Polvo de carborundum ( carburo de solicio). 

Polvo de vidrio. 

Controles: únicamente 2 m1 del cultivo. 

Todos los tubos fueron sonicados durante 20 mi- 

nutos a temperatura ambiente, con una frecuencia de 25 - 

K¡¡.-, a excepción de un control para cada cepa. 

La enzima fué separada por centrifugación: 3, 500

rpm, durante dos períodos de 20 minutos cada uno, el so- 
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brenadante se pasó por fibra de vidrio. 

La actividad amilolítica se determinó cualítatí- 

vamente por el siguiente procedimiento: 

6. 9. Método DextriniZante ( cambio de color con

solucién de Lugol). 

El sustrato utilizado fué una solución de almi- 

d6n soluble al 0. 1%. A 5 m1 de esta solución se le agre- 

g6 1 m1 de la enzima problema, manteniéndose la mezcla a

temperatura ambiente. 

Cada minuto se tomó una gota de la mezcla con - 

micropipeta ( 0. 025 m1), colocándose en una l laca excavada

que previamente contenía una gota ( 0. 025 m1) de solución

de Lugol. 

Por este procedimiento se observó el tiempo nece

sarío para que la reacción Almid6n- Yodo fuera negativa -- 

coloración amarilla). ], a reacción presenta sucesivamen- 

te los colores: azul -negro, violeta, café roj izo, café, ámbar, 

ámbar claro y amarillo; según sea la actividad dc la enzi

ma ( 76). 

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA

6. 10. Método Sacarogénico. 
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Para la determinación de azúcares reductores -- 

maltosa) formados por la acción de la amilasa sobre el

almidón, se empleó el método Yodimétrico de Underkofler

et al. ( 111). 

Se colocó la enzima ( obtenida como en el caso

anterior) sobre una solución de almidón al 0. 1%, dejándo- 

se actuar diferentes tiempos. La reacción fué detenida. - 

por introducción de los tubos en agua hirviendo, durante

1 minuto. Se tomó 1 m1 de la mezcla anterior y se llevó

a un volumen final de 5 iul con agua destilada, procedién- 

dose al análisis. 

Los valores obtenidos se compararon con los de

una curva patr6n de maltosa. 

Este método se empleó en los siguientes experi- 

mentos: 

1. Las cepas 23, 29, 83 y 84 fueron cultivadas

en medio líquido durante b días a 28C. La enzima se -- 

separó en la forma acostumbrada centriftigaci6n a 3 . '500

rpin, durante Jos períodos de 20 minutos cada uno) ; 1 jnl

del sobrenadante se me-- cl6 con 5 m1 de solución de almi- 

d6n : 

a). Se dejó actuar durante 3, 5, 10, 15 Y 30

minutos a temperatura ambiente. 
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b). Se incubó a temperatura ambiente y a 28' C

durante 30 y 60 minutos. 

2. Las cepas lo, -> O, 23, 24, 29, 32, 83 y 84 se

sembraron en matraces erlenmeyer conteniendo modio liqui- 

do de almidOn, se incubaron 6 días a 28<>C. Estas cepas - 

fueron sometidas a sonicación durante diferentes tiempos: 

5, 15, 30 y 60 minutos, para lo cual, cada cultivo fué re

partido en tubos de ensayo ( S m1). La enzima se separó - 

por centrifugación: 1 m1 de] sobrenadante se mezcló con - 

1 m1 de solución de almidón, determinándose los azúcares

reductores formados a -) 0, úO y 90 minutos de acción, a -- 

temperatura ambiente. 

3. La actividad de las cepas anteriores fué com

parada con la de amilasa de malta, mediante la obtención

de a: úcares reductores ( nialtosa), por la acción de: 

Amilasa de Malta Almid6n ( 0. 1%) 

1 mg/ ml) 

I ml I ml

S

J

Se dejó actuar la enzima 30, oO y 90 minutos. 
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PURIFICACION DE LA ENZINIA ( 33, 39, 60, 69, 101, 109). 

Una vez conocidos los datos de actividad, cualita

tivos y cuantitativos, se escogieron dos cepas microbianas

que mostraron resultados más interesantes. 

amonio. 

o. 11. Precipitación de la enzima con sulfato de

Cada una de las cepas seleccionadas fué sembrada

en dos matraces que contenían 150 ¡ ni de medio líquido --- 

3 asadas de cultivo microbiano), bajo sus condiciones -- 

óptimas de pi! y concent ración de iones calcio, en cultivo

agitado ( aereado), incubando a 28' C, durante 6 días. Des

pués de este tiempo uno de los matraces ( de cada cepa) se

sometió a sonicación por 60 minutos a temperatura ambiente

y 2S KIIz. 

La masa celular ( cultivos sonicados y no sonica- 

dos), ué separada por centrifugación a 8, 000 rpm a 40C, 

durante (, o minutos. El sobrenadante se filtró sobre i- 

bra de iidrio, precipitándose con sulfato de amonio a -- 

0 0 c . 

La precipitación se hi - o : iI(,reloando sulfate, de

amonio en forma sólida, poco a poco, hasta llegar a un

90% de saturación, en que se observó formación de un pre- 

cipitado. Se hizo la separación por centrifugación a --- 
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8, 000 rpm a O' C durante 60 minutos. 

Las fracciones: precipitado y sobrenadante se - 

dializaron ( usando una membrana de papel celofán) contra

agua destilada a 4* C. El agua de diálisis fué removida

diariamente. La identificación del sulfato de amonio re- 

sidual presente en la muestra, se realizó por medio de -- 

una soluci6n de BaCl, al 2%. 

Una vez terminada la diálisis se verificó la ac- 

tividad presente en cada una de las muestras, colocando - 

0. 2 m1 del dializado sobre 1 m1 de solución de almidón al

0. 1%, por el método de dextrini-zante ( 6. g.). 

ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS PARA LA PURIFICACION DE LA ENZNA

Nlaterial: Cultivo en medio liquido, durante 6 días a -- 

28' C sin sonicar, contrifugado a 10, 000 rpm, a 0'(. duran- 

te 1 hora . 

Determinaciones: Proteínas.- Método de Lowry ( 63). 

Actividad.- Poder dextrinizante ( 6. 9). 

Estudios: Concentración con sacarosa

Electroforesis en gel ( 1, 70, 79, 113, 115). 

Concentración por filtración molecular ( Amic6n). 

Determinación del grado de pureza ( Columna Bio - 

gel P- 100). ( 86). 



47. 

6. 12. Concentración por sacarosa. 

1. El extracto microbiano libre de células se

concentró en una membrana de diáli.qi-; puesta sobre saca- 

rosa cristalina ( diálisis ! iegativa); el volumen inicial

fué de 100 m1 y el volumen final de 1.
5) 

y 15 ml. Xmbos - 

extractos ( de las dos cepas) se llevaron a un volumen de

15 m1 con agua destilada. 

2. Se efectuó la determinaci6n de proteínas y - 

actividad enzimática del volumen reducido. 

3. Se llevó a cabo la centrifugación del volu- 

men reducido a 10, 000 rpm durante 15 iiiinutos a O' C; mi-- 

díéndose proteínas y actividad del precipitado y sobrena

dante. 

4. Se realiz6 electi-oforesis del sobrenadante

en geles sin ninguna adición y con Dodecil Stilfato de So

dio ( SDS), en acrilamida al S',. 

6. 13. Electroforesis en gel. 

Antes de eFrctuarse la electrot"oresis, se inves

tig6 la inactivación de la amilasa microhiana con SDS al

0. 1 y 0. 5%. 

a) . Se colocaron o.!) inI de eji- ima, 0. 1 m1 de - 

SDS al 5% coticenti-ación final de SDS: 0. 5%) 
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y 4. 50 m1 de solución de almidón. 

b) . 0. 98 m1 de enzima, 0. 02 m1 de SDS al 5% ( con

centraci6n final de SDS: 0. 1%) y 4. 54 m1 de

solución de almidón. 

c). 1 ml de en- ima y 4. 54 m1 de solución de al- 

mid6n. 

d). 1 ml de SDS y 4. 54 iTil de solución de almi- 

don. 

Se agitaron perfectamente los tubos y se determi- 

n6 la actividad. 

La electroforesis en disco fué realizada en geles

de acrilamida a diferentes concentraciones y condiciones; 

y en gneles de agar al 1. 5%. 

A. Geles sin nin.ouna adición: al 5 y 7% de acri- 

lamida, utilizando amortiguador a pH de 8. 6 - 

para el desplazamiento. 

B. Geles con SDS: 0. 5% de SDS y. 5% de acrilami- 

da. El amortiguador fué a pil de 7. 2. 

Los amortiguadores usados fueron de fosfatos al 0. 1 M. 

Los geles fueron preparados de acuerdo con Abney ( 1). 

El tiempo de migración fué de 1 hora, a 15 mA; después el

gel se partió a la mitad ( longitudinalmente): 
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Una parte del gel se tifi6 con Amido negro ( colo- 

rante para proteInas) durante 30 a 45 minutos, se lav6 -- 

con agua destilada y se coloc6 en una soluci6n aclaradora- 

fijadora ( ácido acético -alcohol metIlico- agua destilada), 

hasta la completa eliminacíón del exceso de colorante. 

Las muestras se conservaron en ácido tricloro- 

acético al 10% ( TCA). 

La otra parte del gel fué utilizada para determi

nar la localizaci6n de la enzima por su actividad sobre

geles de agar- alinid6n al 11 ( Zitnograma). 

El gel se coloc6 sobre el agar- almid6n durante 1

y 12 horas, revelándose al cabo de este tiempo con solu- 

ci6n de Lugol y midiéndose la zona de hidr6lisis o trans- 

parencia del gel. 

Se prepararon controles de actilamida y coloran- 

tes solos ( azul de bromocresol y azul de bromo timol). 

S. Se dializ6 el sobrenadante obtenido de la - 

centrifugaci6n ( Paso 3), contra agua destilada, durante

24 horas con agitaci6n continua, a 4' C. Una vez dializa- 

do, se precipit6 con sulfato de amonio de 0 a 50% y de -- 

50 a 751. de saturaci6n, a O' C haciéndose cefitrifugacio- 

nes en ambos casos a 10, 000 rpm durante 60 minutos, a ~- 

00C. 

Se separaron y dializaron los precipitados y - 
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sobrenadantes contra agua destilada a 4' C y con agitación. 

Una vez terminada la diálisis se determinaron -- 

proteinas y actividad amilolítica en cada I' racción. Para

la medición de actividad se agregaron 75 microlitros de - 

CaCl 2 al 0. 2%. 

6. 14. Determinación de la actii, idad aniilolíti(.a

en presencia de Fenil Metil Sulfonil Fluoruro ( PMSF). 

Con objeto de estudiar la presencia de enzimas - 

proteolíticas que romperían las proteínas presentes, inclu

yendo las amilasas, se trató el extracto microbiano libre

de células con P,%ISF, el cual es un inhibidor de proteasas

que se une a los residuos de aminoácidos que tienen gru- 

pos - SH, impidiendo de osta forma la actividad proteolí- 

tica. 

La concentración de PNISI: ( O. IM en propanol) fué

de 11 microlitros por in] de extracto microbiano, que pare

ce no afectar la actiridad amilolítica. 

6. 15. Concentración por ultrafiltraci6n molecu- 

lar en amic6n. 

El extracto microbiano fué separado de las célti- 

las por medio de dos períodos de centrifugación a 10, 000

rpin, de bO minutos. Se determinó la actix, idad amilolítica
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antes de centrifugar así como la cantidad de proteínas

presentes en cada fracci6n. 

Al sobrenadante se le agregó PkISF ( 11 micioli- 

tros/ m1) y se procedió a su concentración por ultrafil- 

traci6n molecular en AMICON ( membranas de celulosa con

poros para distintos pesos moleculares). Las membranas

utilizadas fueron para tamaños moleculares de 1, 000, -- 

10, 000 y 30, 000 nm. 
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Cultivo microbiano --> Centrifugación --- 0 Células

Sobrenadante + P\ ISF

AMICON

4
Membrana de 10, 000

w 4

5) Filtrado 4) Retenido

1 4
Membrana dc, 1000 Membrana de 30, 000

A/ '
14 w, 4

6) Filtrado ( 7) Retenido 3) Filtrado 2) Retenido

1
Precipitaciór

cm sulfato - 

de amonio

En cada uno de los pasos se realizó determinación

de la actividad amilolítica y contenido de proteínas. 

Según la fracción que se trate se usaron diferen- 

tes volúmenes de extracto microbiano frente a 1 m1 de almi

d6n al 0. 1 %. 

A las fracciones ( 3) y ( 7) se les hicieron gelei, 

de acrilamida al 5 y 7% sin adición y con SDS. El gel de

almidón utilizado para el Zimograma fué al 1. 5%. 

La fracción ( 2) se precipitó con sulfato de amo- 

nio de 0 a 50% y de 50 a 75% de saturación a O' C. Erta - 

iracción ué usada para pasarla por una columna de Biogel
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P- 100 y determinar el grado de pureza aproximado de la am -i

lasa excretada por el microorganismo. 

6. 16. Determinación del grado de pureza de la - 

amilasa en columna de Biogel P- 100. 

L-1 ¡; iogel P- 100 es un polímero de acrilamida que

permite el paso rápido de moléculas grandes, pero tiene - 

cierta selectividad para retener moléculas pequeñas. Pre

0

senta poros Je, paso molecular de 50, 000 a 100, 000 A ( nm). 

86). 

Preparaci6n de lla columna y del Biogel P- 100

Se usaron dos columnas: una de 25 cm de largo x

1. 5 cm de diámetro ( por la que se pas6 dos veces el extrac

to de la cepa 84) y otra de 40 cm de largo x 1. 5 de diáme- 

tro ( extractos de las cepas 23 y 84). 

Se colocó un papel filtro en la parte inferior - 

de la columiia como soporte del Biogel P- 100, que se pre— 

paró de la siguiente manera: 

t

Aproximadamente 100 mlIde una suspensión de Bio - 

gel se lavó repetidamente con 2 litros de agua destilada

dejándose sedimentar y decantando posteriormente, en cada

lavado. Después se lavó con 1 litro de amortiguador de

fosfatos, 0. 51-1 a pil -. n ' imismo que se usó para eluir la

muestra) St., re,; u- k, iitt - --, e¡¡ el amort i guador y ; r vac ió
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lentamente a la columna, cuidando de que quedara perfecta

mente empacada. Se lavó durante toda la noche con el -- 

amortiguador. 

PreDaraci6n de la muestra

A 100 microlitros de la fracción ( 2), volumen - 

que depende de la cantidad de proteínas presentes, se le

agregaron 10 mg de sacarosa ( para aumentar la densidad de

la mue.stra) agitándose perfectamente nasta disolución com

pleta; y las sustancias de peso molecular conocido ( test¡ 

gos): Ovoalbúmina ( P.M 40, 000) y ganima globulina de ratón

PNI It,0, 0U0): 1 mg en 10 microlitros ( para la cepa 84); y

Dextran -azul tilM aproximado 2, 000 000): 2 ing en 500 micro

litros ( para la cepa 23), este es un polímero de carbohi- 

dratos teñido de azul, que sirve como marco de referencia

para estandarizar la técnica ( 85). 

La mezcla fué colocada en la parte superior de la

columna que estaba a 8. 5' C y se tapó, permitiendo que el - 

iniortiguador enyezara a caer sobre ella para eluirla. Una

vez que empezó a salir la muestra se recolectó en los tu- 

bos colectores. El volumen recolectado por tui)o fué de - 

100 6 300 microlitros. El tiempo de colección Fué de 6, 

7 y 12 minutos. 

La presi6n usada fué la hidrostática o la de una

bomba compresora. 
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En cada uno de los tubos se investig6 la presen- 

cia de proteínas en el espectrofot6metro (
Densidad Optica

a 280 nm), así como la actividad amilolítica. 

Los tubos más representativos ( mayor actividad), 

se pasaron nuevamente por la columna. El experimento se

detuvo cuando la lectura de proteínas persísti6 en cero. 

CULTIVOS SONICADOS

S610 se les determiné proteínas y actividad ami- 

lolitica, así como electrofóresis en gel de acrilamida -- 

6. 13.). 

BIOqUIMICA DE LA E." ZI:,IA

Se realizaron determinaciones encaminadas a cono

cer un poco de la bioquímica de la amilasa producida por

las cepas microbianas seleccionadas. Las determinaciones

que se llevaron a cabo fueron: 1

Comparací6n de los efectos de la sonicaci6n en - 

la actividad de la amilasa. 

Determinaci6n del pH 6ptimo de actividad de la - 

amilasa. 

Determinaci6n de la temperatura 6ptima de activi

dad de las amilasas microbianas. 

Pérdida de actividad de las amilasas a su tempe- 
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ratura óptima de actividad. 

Determinación de la influencia del Fenil Metil

SulConíl Fluoruro 01NISF) en la resistencia a la

incubación de la amilasa microbiana, en su tem- 

peratura óptima. 

Influencia de: sacarosa, maltosa y PNISF sobre la

actividad amilolítica. 

6. 17. Comparación de los efectos de la sonica- 

ción en la actividad de la amilasa. 

Las cepas seleccionadas se cultivaron durante 6

días en med ¡ o 1 íqu ido, con ¿ te reac i6n ( agitación) , a 28% 

posteriormente so sonicaron a 25 Xliz durante 60 minutos a

temPeratura ambiente. 

Se determinó la actividad amilolítica ( Método - 

6. 9) antes y después de ser sometidas a sonicación sin - 

adición y con CaC], al 0. 02% ( 75 microlitros), la canti- 

dad de proteínas se determinó por el método de Lowry ( 03) 

en el caso de los resíduos celulares fué necesario tratar

los con 1 m1 de Na011 S. N. 

Una vez sonicadas, las cepas se centrifugaron a

10, 000 rpm a O' C, durante Oo minutos, separándose el sobre

nadante para ser precipitado con sulfato de amonio de 0 a

7o', de saturación. La diálisis de los precípitados y so- 

brenadantes se efectuó contra agua dest ¡ lada a 4' C, con - 
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agitación continua, cambiando el agua <je diálisis hasta

que la i,eacci6n con BaCI, fué negativa. 

1 izados. 

de la

Se midió la actividad amilolítica después de dia

o. 18. Determillación del pn óptimo de actividad

Se real¡ --6 utilizando los siguientes valores de

3. S, 4, 4. 5 y 5: Obtenidos con amortiguador de acetato, 

de l zi 11101 C, 0 . 1 1. 1 ( 0: ) . 

5. 5, 6, 0.-, Amortiguador de fosfatos de S5rensen - 

0. 1 Ni «) 2) . 

7. 5, 8, 8. 5 y 9: Amortiguador de Barbital sódico

0. 1 A ( 6 2) . 1

Iml : I Ili I . 

1, a muestra utilizada fué extracto crudo de en.-.¡- 

Se us6 como sustrato 5 m1 de solución de almid6n

al V, y 3 m1 del amortiguador para el pil deseado. 

jetel-minó el pit do la solución de almid6n, -- 

del exti-acto ! iiici-oliiíno, asT como del conjunto enzima - sus

ti -ato amoz- tI_'U; IJor. 
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pil del amortiguador pli real de la mezcla

Cepa 23 Cepa 84

3. 5 3. 62 3. 71

4. 0 4. 10 4. 12

4 . 5 4. 56 4. 58

5. 0 5. 03 5. 02

5. 5 5 . 81 5 . 85

6. 0 6. 18 6. 21

6. 5 6 . 62 6. 65

11 . 0 7 . 10 7. 09

7 5 7 . 52 7 . 55

8 A 8 . 03 8. 08

S. 5 8. 35 8. 40

9. 0 8 . 56
28. 7 

Después de iniciada la reacción ( a temperatura

ambiente) , se tomaron InUeStras de la mezcla a diferentes

Lntervalos de tiempo, midiendo la actividad por el método

dextrinizante ( 6. 9). En el momento en que uno de los tu- 

bos mostró una coloración amarilla, la reacción fué dete- 

nida por adición de 6 gotas ( aproximadamente 1( 10 microli- 

tros) de Lugol a cada tubo de reacción. 

La actividad se determinó por medio de la compa- 

ración de colores entre los tubos al contacto con el lu— 

gol, otorgándose unidades arhitrarias según la coloración

0, 7- 1, 810. 
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1 Colo -ración Unidades

Arbitrarias

Azul -negro 0

Violeta 1 . 0

Café rojizo obscuro 1. 5

Café roJizo Z. O

Café 3. 0

Ambar 4. 0

Ambar claro 4. 5

Amarillo 5. 0

A las coloraciones intermedias se les otorgaron

fracciones de unidad para catalogarlas. 

6. 19. Determinación de la temperatura 6ptíma de

actividad de las amilasas microbíanas. 

Esta determinación se efectuó utilizando extracto

microbiano libre de células ( centrifugaci6n a 3, 500 rpm, - 

durante 30 minutos a temperatura ambiente), de las cepas - 

seleccionadas. 

Las temperaturas usadas fueron: 4, 15, 251 30, - 

40, SO, 60, 70, 80 y 92' C. 

0. 2 m1 del extracto microbiano fueron agregados

a 1 m1 de la solución de almid6n al 11, agitando e intro- 

duciendo rápidamente el tubo de ensayo en el baño de agua
1
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a la temperatura desuada. 

Se tortaron alícuotas a determinados tictiil)o s (, 6

10 minutos) para determinar la actividad amilolItica de - 

la enzima, en base a la jesaparición de la coloración en- 

tro el almid6n y el Lugol ( Niétodo 6. 9). Este procedimien

to seaplicó también a muestras a las que se les adicionó

75 microlitros de C. aCI 2 al 0. 02%. 

La actividad se reporta en unidades Internaciona

les ya que se cuantificaron proteínas. 

6. 20. Perdida de actividad de las amilasas a su

temperatura 6ptima de actividad. 

La determinación se realizó sometiendo 3 mi del

extracto crudo, libre de células, a diferentes tiempos de

calentamiento: 1, 5, 15, 30, 45 y 60 minutos, a temperatu

ras de 70' C ( cepa 23) y 60' C ( cepa 84). 

En el caso de la cepa 84 fué necesario hacer la

determinación a 6 y 10 minutos, además de los tiempos es- 

tablecidos para la prueba. 

Después del tiempo de incubacitin se tomó una all

cuota de 0. 1 mi de la enzima y se colocó en un tubo de -- 

ensayo el cual contenía 0. 5 m1 de solución de almidón al

11. Se hizn simultáneamente la determinación con adición

de 75 microlitros de CaCI 2 , agitándose rápidamente en el

agitador Vortex, 
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La medición de la actividad se hizo como en el
caso anterior, reportándose también en Unidades Interna- 

cionales. 

6. 21. Influencia del Fenil Metil Sulfonil FILIO

ruro ( PlISF) en la re—istencia a la incubaci0n de la ami - 

lasa mierobiana a su temperatura óptima. 

El motivo de esta determinación fué observar si

la enzima se inactiva realmente por el efecto del calor

o' por acción de las proteasas, producidas por el mismo - 

microorganismo y presentes en el extracto microbiano, las

cuales podían ser activadas por el calentamiento y provo

car la inactivación de la amilasa. 

Se agregaron 11 microlitros de PMSF ( 0. 1M en -- 

propanol) por m1 de extracto libre de células. La secuen

cia seguida fué igual que en la anterior, utilizando los

mismos tiempos de calentamiento de la enzima y parando la
reacción por adición de Lugol ( igual que en la determina- 

ción de pH), determinándose la actividad en unidades In-- 

ternacíonales. 

6. 22. Influencia de la sacarosa sobre la actívi

dad amilolítica. 

El rango de concentración de sacarosa para la -- 

prueba fué: 0 - 0 1 , 0. 02, 0 . 03, 0. 04, 0 - 05, 0. 06, 0 . 07, 0. 08, 
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0. 09 s- 0. 1 m— por cada 0. 2 mI de extracto. 

El extracto microbiano libre de células ( centri- 

fugaci6n a 3, 500 rpm, 30 minutos), fué dializado durante

12 horas a 4' C y en agitación constante. 

A 0. 2 m1 de enzima, colocados en un tubo de ensa

yo, se les agregó sacarosa en forma sólida, agitándose -- 

rápidamente para disolver la sacarosa, la mezcla se dejó

en reposo 3 minutos después de lo cual se adicionó 1 m1 - 

de solución de almidón al 11. La determinación se hizo - 

sin y con adición de CaCI, ( 75 microlitros). 

Se determinó la actividad en la forma acostumbra

da, reportándose en Unidades Internacionales. 

6. 23. Influencia de la nialtosa sobre la activi- 

dad de la amilasa microbíana ( 7). 

La maltosa fué agregada en diferentes concentra- 

ciones: 0. 1, 0. 2, D. 3, 0. 4 y 0. 5 mg, al extracto microbia

no. Las cantidades de maltosa elegidas para la prueba, - 

se determinaron en base a la concentración inicial de la

misma agregada al medio de cultivo, en el cual la cepa -- 

microbiana se desarrolló. 

La determinación fué realizada a temperatura -- 

ambiente. 
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A 1 mI del sustrato ( almid6n al 0. 1%) se le agre

gó la maltosa agitándose perfectamente, después se adicio

naron 75 microlitros de CaCl, y 0. 2 m1 de la enzima. 

Simultáneamente se hizo la determinación a Lin -- 

control sin maltosa. 

Se determinó la actividad en cada una de las -- 

muestras, reportándose en Unidades Arbitrarias. 

6. 24. Influencia del Fenil Metil Sulfonil Fluo- 

ruro ( PNISF) sobre la actividad de la amilasa. 

La actividad de la amilasa se determinó a dife- 

rentes concentraciones de PMSF ( 0. 1M en propanol): 5, 10, 

15, 20, 50, 35, 40 y 50 microlitros. 

A 0. 2 m1 del extracto, se agregó el PMSF, deján- 

dose durante 2 minutos, posteriormente se agregó 1 m1 del

sustrato ( almid6n al 0. 1%). 

La prueba se efectuó sin y con adición de CaCl 2 . 
La medición de la -actividad se hizo en Unidades Arbitra- 

rias. 

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS. 

6. 25. Se realizaron pruebas Morfol6gicas y Bio- 

qu ! micas. 
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Para la observación al microscopio de los micro- 

organismos que se estudiaron, se usaron las siguientes -- 

técnicas de coloración: 

a). Tinción simple

b). Tinción de Gram. 

c). Tinci6n de esporas

Los hongos y actinomicetos se estudiaron median- 

te microcultivos teñidos con azul de metileno de Loeffler. 

Los reactívos y procedimientos son los usuales - 

en Microbiología ( 18). 

Las pruebas efectuadas paya la identificación de

algunos microorganismos, de acuerdo con el Manual de Ber- 

gey ( 17), fueron: 

Características de crecimiento en: caldo simple, 

gelosa simple, gelosa glucosa, gelosa glucosa ni

trato. 

Crecimiento en caldo simple con NaCl a diferen- 

tes concentraciones: 2, 3, 4, 5, 7 y 10%. 

Crecimiento en papa. 

Crecimiento a diferentes temperaturas: 40, 45, - 

50, 60 y 70* C. 

llidrólisis de gelatina, almidón y caseína. 

Producción de indol, acetil metil carbinol, ureasa. 
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IV. R E S U L T A D 0 S

7. 1. Aislamiento de microorganismos. 

Cada una de las muestras utilizadas aportó dife- 

rente cantidad de cepas microbianas, obteniéndose un mayor

número de aquellas con un alto contenido de almidón, va— 

ríando el número de las mismas de acuerdo al lugar de pro

cedencia. En - total se aislaron 211 cepas ( ver esquema). 

Considerando la gran cantidad de colonias micro- 
bianas ( sin que se encontraran aisladas) que crecieron en

los medios de cultivo empleados inicialmente, fué necesa- 

rio sustituirlos por otros, reduciéndose finalmente a dos

medios de cultivo ( J y K). 

El tiempo de cultivo fué decidido en base a la - 
literatura ( 3) y la medición de los halos de hidr6lisis a

diferentes tiempos ( 3, 4, 5 y 6 días de crecimiento) ob— 

servándose la máxima producción de enzima a los 6 días. 

7. 2. Selección de microorganismos. 

Las cepas microbianas cuyo lialo de transparencia
fué apenas perceptible o negativo ( zonas de reacción nega

tiva almid6n- yodo) se desecharon, mientras que aquellas - 

que mostraron un halo francamente notorio y de mayor lon- 
gitud fueron seleccionadas y conservadas en refrigeración. 
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La determinaci6n de la longitud de los halos de

hidrOlisis alrededor de la colonia microbiana permiti6 - 

preseleccionar 73 cepas amiloliticas. Los resultados se

muestran en la Tabla I. 
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ESTUDIOS PARA SELECCION DE MICROORGANISMOS

Cepas aisladas: 211

4
Selecci6n de acuerdo con el halo de hidr6lisis en

agar- almid6n

Cepas: 73

jo/ '\ 4

Selecci6n de cepas por Selecci6n de cepas de
tiempo de licuefacci6n acuerdo con el halo de
del almid6n hidrólisis en agar- al- 

mid6n al pH 6ptimo. 

Cepas: 26

8 Bacterias, 2 Actinomicetos, 16 Hongos) 

Estudios macro y Selecci6n de cepas de
microsc6picos acuerdo al halo de -- 

hidrólisis con adicio

nes de Ca4­' 

Cepas: 10

Bacterias, Actinomicetos, Hongos

ULTRASONIDO

Determinaci6n cuali- Determinaci6n cuantita- 

tativa de hidr6lisis tiva de la formaci6n de
en el sobrenadante - azúcares reductores --- 

Método Dextrinizan- ( Método Underkofler) 
te) 

Selecci6n de cepas más activas por diferen- 
tes métodos de estudio

1
Cepas seleccionadas: 2



Tabla 1
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Fuente de aislamiento y longitud del halo de
hidrólisis de las 73 cepas seleccionadas. 

Cepa
Fuente de aislamiento

Longitud del halo

No. de hidr6lisis ( mm) 

lo

12

13

14

1 S
16

17
18
19

20

21

22

23
24
26

27

28

29

30

31

32

33

34

3S

36

37

38

39

40

41
42

Suelo de establo

Suelo de jardín
Aire del laboratorio de
Microbiología

Pan enmohecido
Suelo de cultivo de maíz
Aire

Pan enmohecido
Coliflor

Papa en estado de putre- 
facci6n

Pan enmohecido
Cultivo de maíz
Suelo de porqueriza
Suelo de porqueriza
Tortilla

Suelo de basurero
Suelo de porqueriza

Suelo de basurero
Cultivo de maíz
Pan enmohecido
Suelo de jardín
Suelo de jardín
Papa en estado de putre- 
facci6n

Suelo de milpa
Cultivo de frijol
Pan enmohecido

Suelo de milpa
Suelo de jardín

Suelo de milpa
Suelo de establo
Coco enmohecido
Suelo de porqueriza
Cultivo de maíz
Suelo de jardín
Agua de lavado de papa
Elote enmohecido

Suelo de milpa
Durazno enmohecido

Aire

Cultivo de maíz
Suelo de jardín
Cepa pura de Aspergillus nigeT
Colecci6n Fac. Químíca) 

8. 0
5. 0

5. 0
6. 0

6. 0
10. 0

5. 0
5. 0

3. 0
3. 0

2. 0

3. 0

3. 0

6. 0
3. 0

6. 0
8. 0
2. 0

3. 0

8. 0
4. 0

5. 0
10. 0

8. 0
2. 0
3. 0
6. 0
8. 0
2. 0
4. 0
7. 0

2. 0
3. 0

3. 0
9. 0
5. 0

2. 0
5. 0

3. 0
6. 0

2. 0
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Tabla 1. ( Continuaci6n). 

Cepa
Fuente de aislamiento Longitud del halo

No. 
de hidr6lisis ( mm) 

43 Suelo de porqueriza 4. 0
44 Basura fermentada 2. 0

45 Suelo de porqueriza 4. 0
46 Basura fermentada 5. 0
si Basura fermentada 3. 0
52 Suelo de milpa 2. 0
53 Cultivo de malvón 5. 5

54 Cultivo de habas 5. 0

55 Suelo de porqueriza 6. 0

57 Suelo de basurero 5. 0

58 Suelo de milpa 4. 5
59 Suelo de jardín 3. 0

60 Cultivo de malvón 5. 5

61 Suelo de porqueriza 2. 0

63 Cultivo de papa 7. 0
64 Cultivo de malvón 3. 0
65 Pan enmohecido 3. 0
66 Suelo de milpa 5. 0
67 Suelo de milpa 2. 0
68 Suelo de basurero 4. 0
70 Suelo de porqueriza 6. 0

72 Suelo de porqueriza 2. 0

73 Elote enmohecido 3. 0
74 Suelo de milpa 6. 0
75 Aire 2. 0
77 Suelo de basurero 5. 0

79 Aire 6. 0
80 Suelo de basurero 6. 0
81 Papa en estado de putre- 

f acc i6n 5. 0
82 Suelo de basurero 4. 0

83 Suelo de basurero 2. 0

84 Aire 10. 0
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7. 3. Influencia del plí en- la—actividad amilo- 

lítica de

U

Los resultados de esta prueba aplicada a las 73

cepas seleccionadas, indican el_pH óptimo de _ 4e

ellas para su máxima actividad. Tabla 2, Gráficas 1- 17. 

Tabla 2. Efecto de las variaciones de pH en la activi- 
dad amilolítica en las cepas estudiadas. Los

números indican el radio de hidr6lisis en mm
en las placas de agar -almidón. 

I ' t4

6 7 8

4_ 

7 6 6

2 6 3 2

3 3 4 9 7

4 3 4 4 5 4

5 1 6 6 7 7

6* 11 10 10 9 9

7 3 3 4 4 2

8 0. 5 3 3 4 2

9* 2 5 7 6. 5 5

10 1 1 3 2 1

11 1 2 0 0 0

12 7 5 4 3 3

13* 7 6 4. 5 4 . 5 4

14 3. 5 3. 5 4 3 1

15 2. 5 6 7 S. 5 5

16* 8 5 5 5 4. 5

17* 5 5 5 2 0

18 0 0 5 1 0

19* 2 8 1 0 4 3

20* 0 8 9 6 3

21 0 10 6 3 1

22 1 2 12 8 6

23* 0 19 18 16 10

24* 0 18 16 16 12

26 0 9 9 6 0

27 0 7 5 5 2

28 0 10 12 11 6

29* 0 10 11 1 5 15

30* 0 3

1

2

11

5

1

4. 5
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Tabla 2. ( Continuaci6n). 

Cepa

No. 

PH

5 6 7 8 9

31 * 1 7 16 10 4
32* 0 16 17 17 9

33 0 4 3 0 0

34 2 2 3 2 0

35 5 5 7 7 6

36 6 3 2 0 0

37 5 6 8 7 7

38 5 7 5 5 5

39* 0 16 16 20 13

40 1 3 4 2 0

41 0 6 5 5 5

42 3 2 2 0 0

43 2 5 6 10 3

44 0 5 5 6 3

45 4 S. 5 7 13 10

46 3 4 5 6 6

si 14 8 8 6 5

52 5 5 . 5 5 4 3

53 2 4 4 5 4

54 5 5 4 4 3. 5

55 7 10 8 8 6

57 1 2 6 9 8

58 3 4 4 6 3

59 5 4 4 3 2 . 5

60* 0 5 7 6 5

61 4 4 6 6 5

63 5 8. 5 15 10 7

64* 8 lo 6 5 2

65 0 10 8 8 5

66* 0 3 5 6 5

67* 5 6 5 5 4

68 3 5 4 0 0

70* 7 5 4 3 2

72* 0 19 18 17 17

73* 0 15 15 16 12

74* 5 8 5 4 3

75 0 5 6 7 1

77 7 5 5 5 5

79* 2 10 6 5 3

80 5 5 6 5 5

81 6 6 8 7 7

82* 14 12 7 3 0

83 2 10 7 3 0

84* 0 20 17 17 15

Cepas seleccionadas para estudio posterior. 



GRAFICAS 1- 17

Efecto de las variaciones de pH en la ac-tiv-¡dad

amilolítica de las cepas estudiadas. 
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7. 4. Determinación de la actividad amililíti- 

ca: disminución de la viscosidad ( licuefacci6n). 

El objeto de este estudio fué determinar la

actividad de la amilasa liberada al medio de cultivo

por cada microorganismo. 

Los resultados indican el tiempo de licuefac- 

ción del almidón. Tabla 3. 

Las unidades de actividad pueden obtenerse di- 

vidiendo, 100 entre el tiempo de actividad. 

Tabla 3. Determinacion de la actividad amilolítica. 
Disminución de la viscosidad ( Licuefacción). 

Cepa

No. 

Tiem o de licuefacción ( min.) 

Sin díluci6n 1: 10 . 1: 20

1 * 10 35

2 25 1 20

3 1 20

4 120

5 30 120

6* 5 45

7 5 40

8 9 so

9* 9 so

10 10 60

11 35 76

12 80 1 20

13* 12 55

14 so 12 0

15 35 1 20

16* 1 27

17* 2 39

18 3 45

19* 10 55

20* 1 47

21 12 0

22 35 1 20
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Tabla 3. ( Continuaci6n). 

Cepa
No., ISin Tiempo de licuefacci6n ( min.) 

diluci6n 1: 10 1: 20

23* 5 25

24* I is 30

26 120

27 25 69

28 1 20

29* 5 is 20

30* 10 32

31* 20 60

32* 5 15 30

33 75

34 70

35 75

36 1 20

37 120

38 1 20
39* 5 35 40

40 97

41 90

42 120

43 120

44 58 120

45 60 1 20

46 1 20

51 120

52 45
53 20

54 120

55 120

57 120

58 120

59 45

60* 10 1 20

61 120

63 120

64* is

65 90

66* 18

67* 12 120

68 31

70* 33

72* is 1 20

73* 5 6S

74* 28 120

75 1 20

Cepas seleccionadas para estudio posterior. 
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Tabla 3. ( Continuaci6n). 

Cepa

No. 
Tiempo de licuefacci6n ( min.) 

Sin diluci6n 1: 10 1: 20

77 120

79* 5 40 120
so 120

81 120

82* 120
83 120

84* 5

Considerando el pH 6ptimo para la máxima activi- 

dad amilolítica y el tiempo de licuefacci6n, se escogie— 

ron 26 cepas las cuales se indican con un asterisco (*) - 

en las Tablas 2 y 3. A estas cepas seleccionadas se les

hicieron las siguientes determinaciones: 

7. 5. Efecto de las variaciones de la concentra- 

ci6n de iones calcio en la actividad amilolítica. 

Las- co.ncentraciones de iones calcio. en este exp2. 
rimento estan expres.adas en %, mientras que las de oxala- 

to de sodio en milimoles, de acuerdo a los datos reporta

dos en la literatura ( 14, 11). 

los resultados de esta prueba se muestran en la

tabla 4 y gráficas 1472D. 
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7. 6. Prueba de catalasa. 

Con el objeto de estudiar los requerimentos de

oxígeno en las 26 cepas seleccionadas, se efectu6 la -- 

prueba de producci6n de catalasa; como en todos los ca- 

sos result6 positiva se suprimi6 la tabla. 
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Tabla 4. Efecto de la presencia de Ca«
I» + 

en la actividad amilolítica, Los números indican el radio en mm, de hidr6lisi3 en
placas de agar- almid6n. 

A D 1 C 1 0 N E S

CEPA
mmoles OXALATO Ca ++ 

No. 4 3 2 0 0. 01 0. 02 0. 03 0. 04 0. 05 0. 06 0. 07 0. 08 0. 09 0. 1 0. 15 0. 2

1 4 6 5 5 5 5 7 7 7 7 7 9 6 5 5 5

6 7 8 8 9 10 20 10 10 9 8 11 12 15 9 9 9
9 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 4 4

13 5 5 6 6 6 6 7 8 7 7 7 7 7 7 5 4
16 4 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 8 7 6 5
17 4 4 4 5 6 7 7 8 7 6 6 6 6 6 5 5

19 4 5 5 5 4 9 10 8 8 7 7 7 6 5 5 5

20 2 2 2 3 4 5 a 4 4 4 3 3 3 2 2 2

23 4 4 5 7 10 12 12 11 11 11 9 9 7 7 7 7

24 3 3- 5 5 6 7 7 7 9 9 9 10 9 5 5 5

29 6 7 7 8 9 10 10 8 a 8 8 7 2 1 1 1
30 3 3 3 4 4 6 6 6 7 7 7 6 5 4 4 4
31 3 3 3 5 13 14 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3
32 4 8 11 12 12 13 12 12 12 11 11 10 9 9 2 0
39 1 3 8 8 8 8 9 9 10 12 12 11 11 10 1 1
60 3 3 4 5 5 6 6 6 6 5 5 5 5 4 4 3
64 5 5 5 8 9 7 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6
66 0 0 0 0 4 5 5 5 4 3 3 2 2 2 1 0
67 3 3 4 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5
70 1 1 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4 4 4 2 2
72 2 3 8 9 10 10 10 11 13 12 10 9 8 8 1 0
73 6 7 14 15 15 13 13 12 12 11 11 11 11 11 5 4
74 3 4 4 4 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5
79-- 3 4 4 7 10 6 6 5 4 4 4 4 4 4 4 4
82 3 3 6 6 12 7 7 6 6 6 6 6 6 6 4
84 2 6 10 17 20 12 12 11 11 10 9 0 0 0 0 0
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7. 7. Efecto del sonicado sobre la actividad

amilolitica. 

Una vez observado el efecto de los iones sobre

algunas cepas microbianas, se eligieron diez que mostra- 

ron mayor actividad amilolítica, y fueron las siguientes: 

6 , 23 , 24 , 29 , 31 , 32 , 7 2, 73 , 83 y 84 . 

Estas se sometieron a sonicací6n con diferentes

abrasivos para liberar la amilasa intracelular y tenerla

en mayor concentraci6n ( Método 6. 8.). 

Las cepas 6, 23, 24, 29 y 31 se cultivaron en - 

forma agitada y estática. 

Debido a que no se observ6 una variaci6n nota- 

ble entre los cultivos agitados y estáticos, se decidi6

cultivar las cepas 72, 73, 83 y 84 sin agitar. 

Los resultados se muestran en la siguiente Ta- 

bla ( Método 6. 9.). 
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Tabla S. Efecto del sonicado con diversos abrasivos so- 
bre la actividad amilolítica de algunas cepas
microbianas. Los valores indican tiempos de - 
hidr6lisis de una solución de almid6n ( min.). 

7. 8. Determinación cuantitativa de la actividad

amilolitica. 

De acuerdo con los resultados obtenidos se eligie

ron 4 cepas ( 23, 29, 83 y 84), a las que ya no se sometie- 

ron a sonicación y su actividad amilolítica fué registrada

en forma cuantitativa mediante la determinación de azúcares

S o n i c a d o

Perlas Polvo

Cepa Sin so Sin 1 de de Csi

No. 
cultivo

nicar adición vidrio vidrio

6 estático 23 16 21 25 20

agitado 23 140 149 210 140

23 estático 6 5 5 5 4

agitado 4 4 7 10 14

24 estático 17 12 6 9 10

agitado 22 14 14 14 20

29 estático 6 6 5 5 5

agitado 3 3 4 3 5

31 estático 180 196 60 110 60

agitado 52 65 31 65 97

32 estático 9 8 5 8 6

72 estático 7 8. 6 7 5

73 estático 16 10 11 12 11

83 estático 22 24 26 52 17

84 estático 32 14 12 14

7. 8. Determinación cuantitativa de la actividad

amilolitica. 

De acuerdo con los resultados obtenidos se eligie

ron 4 cepas ( 23, 29, 83 y 84), a las que ya no se sometie- 

ron a sonicación y su actividad amilolítica fué registrada

en forma cuantitativa mediante la determinación de azúcares
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reductores, expresados en mg de maltosa ( Método 6. 10.). 

Estas 4 cepas sólo se eligieron como un estudio

preliminar en la determinación del tiempo necesario para

observar la formación de azúcares reductores y la tempe- 

ratura de esta prueba. 

Los resultados se indican en las tablas 6 y 7. 

Tabla 6. Determinación de azúcares reductores producidos
por la amilasa a diferentes tiempos de incuba— 
ci6n frente a una solución de almidón al 0. 1%, 
a temperatura ambiente. Los valores indican mg
de maltosa. 

Cepa

No. 

Tiempo de incubaci6n ( min.) 

3 5 10 15 30

23 1 . 4 1 . 4 1. 4 1. 4 4. 5

29 0. 6 0. 9 0. 9 0. 9 1. 7

83 0. 6 1. 4 1. 4 1. 7 2. 0

84 0. 9 1. 1 2. 0 2. 0 2. 4
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Tabla 7. Determinación de azúcares reductores producidos
por la amilasa al incubar a temperatura ambien- 

te y a 28' C, 30 y 60 minutos frente a una solu- 
ción de almidón al 0. 1%. Los valores correspon

den a mg de maltosa. 

Cepa Temperatura ambiente 28<>C
No. 30 min 60 min 30 min 60 mín

23 2. 0 2. 0 2. 1 3. 8

29 2. 0 2. 0 3. 6 2. 7

83 3. 8 1 . 1 1 . 4 1 . 4

84 10. 2 8. 3 S. 5 4. 4

De acuerdo a los resultados obtenidos anterior- 

mente, se decidió determinar la actividad amilolítica por

formación de azúcares reductores a 30, 60 y 90 minutos a

temperatura ambiente de las cepas: 16, 20, 23, 24, 29, 32, 

83 y 84. Tratadas con ultrasonido a diferentes tiempo5,- 

sin ningún material adicional. Los resultados se muestran

en la tabla 8 y gráficas: 29- 34. 
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Tabla 8. Efecto del sonicado sobre la actividad amílolí- 

tica. Determinaci6n de azúcares reductores a - 
30, 60 y 90 minutos; obtenidos por la acci6n de
la enzima de diversas cepas sobre una soluci6n
de almid6n al 0. 1%. Los valores indican concen

traci6n de maltosa en mg. 

Cepa

No. 
Sonicado
t.( min.) 

Tiempo de acci6n ( min.) 

30 60 90

16 2 2 2
11 5 2. 5 2. 5 2. 7
It is 2. 2 3 4. 1
of 30 4. 4 5 5. 2
It 60 S. 8 6. 9 6. 9

20 8. 1 8. 1 8. 1
I I s 5 s 5
it 15 5. 8 5. 8 5. 8
It 30 S. 5 S. 5 S. 5
it 60 S. S 5. 5 5. 8

23 6. 4 6. 5 6. 7
it 5 8. 3 8. 3 7. 7
it is 8. 6 8. 6 8. 9

30 8. 6 8. 6 8. 6
60 8. 6 8. 6 8. 6

24 7. 2 7. S 7. 7
it 5 6. 9 6. 9 7. 2
it is 7 . 2 7. 2 7. 5
It 30 7 . 2 7. 2 7. 5
it 60 7. 2 7. 7 7. 7

29 7. 2 7. 5 7. S
11 5 6. 9 7. 2 7. 2
to 15 7. 5 7 . S 8. 1
It 30 7 . 5 7. 7 8. 1
if 60 7. 2 7. 2 7. 2

32 7. 5 7. 5 7. 5
11 s 6. 6 6. 9 7. 2

is 5. 8. 5. 8 5. 8

30 7 . 2 7. 5 7. 5

60 6. 6 6. 6 6. 6

83 2. 5 2. 7 2. 7
ti 5 2. 7 3 3. 3
it is 3. 3 3. 3 3. 6

30 3. 3 3. 3 3. 6
60 3. 6 3. 8 4. 4

84 7. 8 9. 2 9. 2
5 5 4 . 4 5

is 4. 4 5 5

30 11 11 11 . 6

60 11 . 6 11 . 6 11. 6
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7. 9. Determinación de la actividad amilolítica

de amilasa de malta para comparación con amilasas micro- 

bianas. 

Tabla 9. Determinación de azúcares reductores a 30, 60

y 90 minutos, sobre una solución de almidón al
0. 1%. Los valores indican mg de maltosa. 

Enzima

1 mg/ m1) 
Almidón

Tiempo de acción ( min.) 

30 60 90

1 m1 1 m1 1. 0 0. 8 0. 6

5 0. 6 0. 3 0. 3

10 0. 0 0. 2 0. 3



GRAFICAS 18- 28

Efecto de la presencia de Ca«"' en la actividad

amilolítie—á—a-e- las cepas seleccionadas. 
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GRAFICAS 29- 34

Efecto del sonicado sobre la actividad amilolitica

de diversas cepas microbianas. 
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BIOQUIMICA DE LA ENZINIA

Los resultados que a continuación se muestran

están expresados en dos tipos de unidades: 

Unidades Internacionales ( U. l.) expresadas en: 

mg de almid6n/ mg de enzima/ minuto ( 1). 

Unidades Arbitrarias. 

Las primeras fueron posibles debido a que a las

muestras se les determinó cantidad de proteínas y tiempo

de hidrólisis del almid6n; mientras que en las segundas

solo se determinó el tiempo de hidr6lisis de las muestras

que alcanzaron primeramente el punto final de reacción -- 

color amarillo) haciéndose una comparación posterior de

los colores obtenidos por las demás mezclas en ese instan

te, expresándose en este caso por medio de números de --- 

acuerdo a la coloración presentada al contacto con Lugol, 

la cual indica el grado de hidr6lisis del almidón. Las - 

unidades otorgadas se indican en el método 6. 18. Página 59. 

PURIFICACION DE LA ENZIMA

a). Precipitación de la Enzima con Sulfato de Amonio. 

La precipitación con sulfato de amonio a O* C llegó

hasta 90% de saturación, no obteniéndose resultados

en ninguna de las muestras de las cepas 23 y 84. 
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b). Desplazamiento Electroforético en geles de Acrilamida

sin adición y con Dodecil Sulfato de Sodio ( SDS). 

Antes de iniciar el desplazamiento electroforético se

investigó la inactivaci6n de las amilasas microbianas

cepas 23 y 84) adicionando SDS al 0. 1 y 0. 5%. Los - 

resultados se presentan en la siguiente tabla. 

Tabla 10. Inactivación de las Amilasas Microbianas con
SDS. 

Cepa Proteínas Actividad ( U. I.) 

No. 1 mg/ m1 1 Sin SDS 1 SDS 0. 1% 1 SDS 0. 5% 

23 1 1. 8 1 1. 40 1 1. 40 1 0. 19

84 1 2. 1 1 0. 16 1 0. 05 1 0. 03

La determinación de proteínas por medio de elec- 

trof6resis en geles de acrilamida sin adición y con SDS - 

no fué posible, ya que una vez hecha la emigración y la - 

tinci6n de los geles con Amido negro no aparecieron ban— 

das que indicaran la presencia de proteínas. 

Lo anterior pas6 con todos los genes que se pre- 

pararon de muestras de extracto crudo, no sonicadas, son¡ 

cadas, concentradas por sacarosa y por ultrafiltraci6n mo

lecular en Amicon, de las cepas 23 y 84. 
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La localizaci6n de la actividad amilolítica por

medio de la colocaci6n del gel de acrilamida ( emigrado - 

electroforéticamente con la muestra) sobre una placa de

agar- almid6n al 1% ( Zimograma) no mostr6 ningún dato fide

digno, ya que los geles sin muestra dan reacci6n falsa -- 

positiva en la placa de agar- almid6n al ser revelados con

Lugol, pues aparece una zona amarillenta que abarca la si

lueta del gel, no permitiendo esto apreciar un resultado

verdadero. 

Los resultados anteriores hicieron pensar la po- 

sibilidad de que la enzima fuera un agregado de monómeros

de bajo peso molecular los cuales se hubiesen difundido a

través del gel de acrilamida al 5%, así que se utilizaron

geles con una malla más cerrada, obteniéndose resultados

similares. 

En los geles de agar al 1. 5% tampoco aparecieron

bandas de proteínas al teñirse con Amido negro. 

Lo anterior fué el motivo de realizar la concen- 

traci6n de la muestra por medio de la elimínaci6n del vo- 

lumen líquido en membrana de diálisis sobre sacarosa y -- 

por ultrafiltraci6n molecular en Amicon ( membranas cali— 

bradas de celulosa). 
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CONCENTRACION POR ULTRAFILTRACION MOLECULAR EN AMICON

La concentración en Amicon ( ultrafiltrador mole- 

cular) permitió obtener 4 fracciones de diferentes tamaños

moleculares, con actividad amilolítica. 

Para determinar la actividad se usaron 20 microli

tros de extracto microbiano frente a 1 mi de almidón al. -- 

0. 1%. Todas las muestras tienen inhibidor de proteasas -- 

PMSF MM en propanol ( 11 microlitros/ m1 de extracto). 

Los resultados se muestran en la tabla 11. 

Tabla 11. Ultrafiltración Molecular en AMICON. 

Frac- 

ci6n

Proteí- 

nas mg/ m1

Actividad

U. l. 

Capacidad

enzimática

Actividad

por Vol. 
total

Volumen

total

mi

23- 1 2. 20 227. 04 103. 20

23- 2 6. 30 9. 07 60. 24 192. 76 3. 20

23- 3 9. 25 0. 02 0. 14 0. 81 5. 80

23- 4 1. 05 4. 12 19. 38 197 . 67 10. 20

23- 5 1. 05 0. 00 0. 00 0. 00 92. 00

84- 1 4. 70 0. 36 2. 61 272. 75 104. 50

84- 2 12. 30 3. 06 38. 46 123. 07 3. 20

84- 3 2. 32 0. 04 0. 10 0. 70 7. 00

84- 4 7. 33 1. 14 0. 93 9. 30 10. 00

84- 5 2. 73 0. 24 0. 70 65. 45 93. 50

ng almidón hidrolizado/ m1 enzima/
min. 
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Los números 23 y 84 indican la cepa microbiana de la cual

procede la muestra. 

Los números 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 denotan las fracciones - 

filtradas y retenidas: 

1. Extracto microbiano inicial sin pasar por el ultrafil- 

trador. 

2. Fracción retenida por la membrana de poro de 30, 000 nm. 

3. Fracci6n filtrada ', ', 
11 11 11 11 11

4. Fracción retenida ', ', 
11 11 11 11 10, 000 nm. 

S . Fracci6n filtrada ', ', 
11 11 11 11 11

6. Fracción filtrada 1, 000 nm. 

7. Fracci6n retenida
11

Las fracciones 6 y 7 no mostraton actividad. 

De acuerdo con los tesultados obtenidos en las di

ferentes fracciones, la mayor actividad amilolítica se en- 

contrO en la fracción 2, por lo que en ésta se ensay6 la - 

precipitaci6n con sulfato de amonio a O* C, de 0 a 50 y de

50 a 75% de saturación, obteniéndose los siguientes resul- 

tados : 

Tabla 12. Precipitací6n con Sulfato de Amonio. 

Cepa

No. 
Fracción

Proteínas Actividad ( U, I. 1

23 o - SO precipitado 2. 3 0. 31

50- 75
11 0. 8 0. 001

0- 75 sobrenadante 0. 2 ft

84 0- 50 precipitado 1. 9 0¿ 

50- 75 11 1. R 0. 002

0- 75 sobrenadante 1. 0

A

No cambi6 la coloraci6n azul -negro en 24 ho¡, js. 
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DETERMINACION DEL GRADO DE PUREZA DE LA AMILASA EN COLUMNA

DE BIOGEL P- 100

Una vez obtenidas las fracciones con tamaño mole- 

cular mayor de 30, 000 nm, las muestras se filtraron en la

columna de Biogel P- 100 para conocer su grado de pureza y

a la vez determinar, de ser posible, su peso molecular apro

ximado. Los resultados se muestran en las gráficas 35 para

la cepa 23; 36 y 37 para la cepa 84. 

La gráfica 35 ( extracto de la cepa 23) muestra una

serie de máximos con una área localizada de actividad ami- 

lolítica, la cual no corresponde a la elevaci6n inayor de - 

proteínas, el máxi1no en la densidad 6ptica corresponde al

Dextran azul usado para medir el volumen de exclusi6n de - 

la columna. 

En la gráfica 36 ( extracto de la cepa 84) se ob- 

servan los resultados de una primera filtraci6n, tomándose

en cuenta aquellos máximos más representativos, se llev6 a

cabo una segunda fíltraci6n, obteniéndose la gráfica 37, - 

la cual muestra crestas y valles, tanto de proteínas como

de actividad amilolítica que no son continuos. En este -- 

caso se usaron globulina de ratón y ovoalbúmina como marco

de referencia. 

En ambas cepas se obtuvieron resultados que mues

tran la presencia de la amilasa de los extractos, así -- 

como una serie de proteínas diferentes. 
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No fué posible determinar el peso molecular de

las amilasas por el poco grado de pureza de las muestras, 

como se observa en las gráficas. 

BIOQUIMICA DE LA ENZIMA

COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LA SONICACION EN LA ACTIVI- 

DAD DE LA AMILASA. 

La actividad de las muestras sonicadas y no son¡- 

cadas fué determinada usando 0. 2 m1 de extracto microbiano

y 1 m1 de soluci6n de almid6n al 1% ( 10 mg/ ml). Los resul

tados se muestran en las tablas 13 ( cepa 23) y 14 ( cepa 84). 
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Tabla 13. Comparación de los efectos de la sonicaci6n
en la actividad de la amilasa de la cepa 23. 

Proteínas Actividad ( U. T.) 

Fracción
mg/ m1 Sin CaC12 Con CaCl 2

Cultivo inicial

al terminar tiempo
de incubaci6n) 1. 5 1. 98

14

Cultivo no sonicado

antes de sonicaci6n) 1. 5 1. 75 1. 66

Cultivo sonicado 1. 4 1. 11 1. 11

Centrifugaci6n a 10, 000 rpm durante 60 min. 

Células ( cultivo no

sonicado) 0. 6 0. 22 0. 26

Sobrenadante ( culti

vo no sonicado) 1. 15. 0. 72 0. 72

Células ( cultivo

sonicado) 0. 43 0. 10 0. 10

Sobrenadante ( culti

vo sonicado) 1. 20 0. 70 0. 69

Precipitación del sobrenadante con sulfato

de amonio ( 0 a 70% de saturación) 

Precipitado no so

nicado 0. 60 0. 42 0. 61

Sobrenadante no

sonicado 0. 75

Precipitado

sonicado 0. 15 2. 40 3. 14

Sobrenadante

sonicado 0. 80

Permaneció un color café rojizo hasta las 24 horas de
iniciada la reacción, por lo que no se determinó la - 
actividad. 
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Tabla 14. Comparación de los efectos de la sonicaci6n en
la actividad de la amilasa de la cepa 84. 

Fracci6n

Proteínas

mg/ m1

Actividad ( U. I.) 

Sin CaC12 Con CaCl 2

Cultivo inicial

al terminar tiempo

de incubaci6n) 2. 0 0. 83 0. 83

Cultivo no sonicado

antes de sonicación) 2. 0 0. 32 0. 55

Cultivo sonicado 2. 25 0. 40 0. 41

Centrifugaci6n a 10, 000 rpm durante 60 min. 

Células ( cultivo no

sonicado) 0. 45 0. 14 0. 22

Sobrenadante ( culti

vo no sonicado) 1. 0 0. 52 0. 59

Células ( cultivo

sonicado) 0. 15 0. 57 0. 54

Sobrenadante ( culti

vo sonicado) 1. 35 0. 37 0. 30

Precipitaci6n del sobrenadante con sulfato
de amonio ( 0 a 70% de saturaci6n) 

Precipitado no
sonicado 1. 35

Sobrenadante no
sonicado 1. 15

Precipitado

sonicado 1. 70

Sobrenadante

sonicado 0. 85

Permaneció un color café rojizo hasta las 24 horas de ini- 
ciada la reacción. 
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DETERMINACION DEL pH OPTINIO DE ACTIVIDAD DE LAS AllILASAS

MICROBIANAS ( Cepas 23 y 84). 

El tiempo de incubaci6n ( temperatura ambiente) 

para cada cepa, vari6 de acuerdo a la velocidad de hidr6- 

lisis del almidón, siendo para la cepa 23 sin adición de

Ca C12 25 minutos y 19 minutos con Ca C12* Para la cepa - 

84 estos tiempos fueron de 34 minutos sin Ca C12 y 31 minu

tos con CaCI,. 

Los resultados obtenidos se expresan en Unidades

Arbitrarias en la tabla 15 y gráficas 38 y 39. 

Tabla 15. Determinación del pH 6ptimo de actividad de - 
las amilasas microbianas. 

1): 
minutos. 

Cepa 23 Cepa 84

Actividad Actividad

pH Sin Ca C12 Con Ca C12 pH Sin CaC 12 Con CaC 12

3. 62 0. 0 0. 0 3. 71 0. 0 0. 0

4. 10 0. 0 0. 0 4. 12 0. 0 0. 0

4. 56 2. 0 3. 0 4. 58 0. 0 0. 0

5. 03 3. 0 4. 0 5. 02 2. 0 2. 0

5. 81 4. 0 5. 0 201) 5. 85 3. 0 2. 0

6. 18 5. 0 25') 5. 0 1q') 6. 21 4. 0 3. 0

6. 62 5. 0 261) 5. 0 221) 6. 65 S. 0 37 1) 5. 0 32') 

7. 10 4. 5 4. 5 7. 09 5. 0
371) 5. 0 31') 

7. 52 4. 0 3. 0 7. 55 5. 0 341) 5. 0 331) 

8 - 03 2. 0 1. 5 8. 08 4. 0 4. 0

8. 35 1. 0 0. 5 8. 40 2. 0 3. 0

8 . 55 0. 0 0. 0
1

8 . 72 2. 0 2 . 0

1): 
minutos. 
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DETERMINACION DE LA TEMPERATURA OPTIMA DE ACTIVIDAD DE

AMlLASAS MICROBIANAS ( Cepas 23 y 84). 

Para la presente determinación se utilizó extracto

crudo microbiano, no dializado, frente a una solución de -- 

almidón al 1%. Los resultados se muestran en la tabla 16 y

en las gráficas 40 y 41. 

Tabla 16. Determinación de la temperatura óptima de activi
dad de las amilasas microbianas. 

Permaneció un color café rojizo hasta las 24 horas, por lo

que no se determin6 la actividad. 

Cepa 23 Cepa 84

Actividad U. l.) Temperatura

Sin CaC12 Con CaCl 2 Sin CaCl 2 Con CaCl 2OC

4 0. 40 0. 40 0. 19 0. 19

15 1. 04 1. 04 0. 34 0. 39

25 1. 28 1. 34 1. 78 2. 08

30 1. 96 1. 96 1. 25 1. 25

40 1. 85 2. 22 1 . 08 1 . 08

so 1. 96 2. 08 1. 13 1. 25

60 2. 22 3. 03 1. 92 1. 92

70 2. 80 3. 33

80 0. 83

92

Permaneció un color café rojizo hasta las 24 horas, por lo

que no se determin6 la actividad. 
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PERDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LAS IMILASAS A SU TEMPERATURA

OPTIMA DE ACTIVIDAD

Una vez hecha la determinación de la temperatura

óptima de actividad de las amilasas ( 70' C para la cepa 23 y

60* C para la cepa 84), se procedió a determinar la resisten

cia de ambas enzimas al calentamiento. Las muestras se dia

lizaron para eliminar iones divalentes que pudieran afectar

la actividad enzimática. Se adicionaron 11 micralitros de

Fenil bletil Sulfonil Fluoruro ( PlISF) MM en propanel por - 

cada m1 de extracto. 

Los resultados se muestran en la siguiente tabla y

en las gTáfiCas 42 y 43. 

Tabla 17. Pérdida de actividad de las amilasas a su tempe- 
ratura óptima de actividad. 

A

Permaneci6 un color café rojizo a las 4 horas de iniciada la
reacción por lo que no se determinó la actividad. 

DespuCs de 4 horas aún se present6 coloraci6n azul - negro al
agregar Lugol. 

Cepa 23 ( 70' C) 1 Cepa 84 ( 60' C) 
Tiempo de

Actividad U. l.) 
calentamiento

Sin CaCI 2 Con CaC12 Sin CaC12 Con CaC 12minutos) 

0 1. 96 1. 96 0. 83 0. 96

1 1. 58 1. 58 0. 27 0. 23

5 1. 07 1. 28

15 0. 40 0. 43

30 0. 18 0. 19

45 0. 13 0. 14

60

A

Permaneci6 un color café rojizo a las 4 horas de iniciada la
reacción por lo que no se determinó la actividad. 

DespuCs de 4 horas aún se present6 coloraci6n azul - negro al
agregar Lugol. 
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INFLUENCIA DEL FENIL METIL SULFONIL FLUORURO ( PMSF) EN LA

RESISTENCIA A LA INCUBACION DE LAS AMILASAS EN SU TEMPERA- 

TURA OPTIMA. 

Las muestras usadas para esta determinación no

fueron dializadas. Los resultados se muestran a continua- 

ci6n en la tabla 18 y en las gráficas 44, 45 y 451. 

Tiempo de
calentamiento

minutos) 

Tabla 18

tividad ( U. I. 

Sin PMSF

Sin CaCl 2 Con CaCl 2

Con PMSF

Sin CaCl 2 Con CaCl 2

Cepa 23

Temperatura óptima de actividad: 70* C

0 1. 33 1. 50 1. 20 1. 20

1 0. 81 0. 81 0. 66 0. 66
5 0. 61 0. 61 0. 54 0. 55

15 0. 17 0. 17 0. 14 0. 14
30 0. 15 0. 15 0. 06 0. 06

45 0. 04 0. 04 0. 04 0. 04

60 0. 02 0. 02

Cepa 84

Temperatura óptima de actividad: 60' C

0 0. 71 0. 83 0. 52 0. 50

1 0. 50 0. 50 0. 45 0. 45

5 0. 47 0. 48

15
30

45
60

Permaneció un color azul -negro al agregar Lugol, hasta las

24 horas, por lo que no se determinó la actividad. 
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INFLIJENCIA DE LA SACAROSA SOBRE LA ACTIVIDAD AMILO1, 1TICA

La determinación se realizó utilizando muestras dia

lizadas e incubadas a temperatura ambiente. Los resultados

se muestran en la tabla 19. Gráfica 46. 

Tabla 19

mg de Sacarosa
Cepa 23 1 Cepa 84

Actividad ( U. I.) por cada 0. 2 m1

de extracto

Sin CaCI. 2 Con CaCl, Sin CaCl 2 Con CaCl 2

0. 00 1. 11 1. 19 0. 71 0. 83

0. 01 1. 11 1. 19 0. 59 0. 62

0. 02 1. 11 1. 11 0. 59 0. 59

0. 03 1. 11 1. 11 0. 55 0. 55

0. 04 0. 27 0. 27

0. 05 0. 17 0. 17

0. 06 0. 16 0. 16

0. 07 0. 15 0. 15

0. 08 0. 12 0. 11

0. 09 0. 10 0. 09

0. 10 0. 08 0. 08

El valor ( 1. 11) se repite en las determinaciones subsecuen
tes. 

INFLUENCIA DE LA MALTOSA SOBRE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA

Para determinar la actividad se usó muestra no dia

lizada y solución de almid6n al 0. 1%. El tiempo de incuba- 
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ción para la cepa 23 fué de 3 minutos en ausencia y pre- 

sencia de CaCl 2 y de 30 minutos para la cepa 84 sin adi- 

ci6n y con CaCl 2 ( Tabla 20, Gráfica 47). 

Los resultados expresados en unidades. arbitra— 

rias se presentan a continuación: 

Cepa 23: En todos los casos se registró un co- 

lor amarillo ( Unidad arbitraria 5. 0), tanto sin

adición como con CaCi 2* 

Tabla 20. Influencia de la Maltosa en la actividad de - 
la Amilosa de la Cepa 84. ( Gráfica 47). 

mg de maltosa A c t i v i d a d

por cada 0. 2 m1 ( Unidades Arbitrarias) 

de extracto Sin CaC12 Con CaC12

0. 0 1. 0 1 . 0

0. 1 2. 0 1 . 5

0. 2 3. 0 2. 0

0. 3 5. 0 3. 0

0. 4 0. 5 0. 5

0. 5 0. 0 0. 0

INFLUENCIA DEL FENIL METIL SULFONIL FLUORURO ( PMSF) SOBRE

LA ACTIVIDAD DE LA PJklILASA

La actividad amilolitica de los extractos micro- 

bianos de las cepas 23 y 84 es afectada por la presencia

de PNISF, siendo mayor el efecto sobre la actividad de la
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C ' I' 1 8 1. f T a i, I j 2 1 ) . 

Los resultados obtenidos son 1o<-;; siguientes: 

Cepa 23: En todos los tubos de reacci6n sin y

con adici6n de W1,51: y cacl 2, el almid6n fué -- 

hidrolizado en 2 minutos, siendo este mismo da

to el tieriipo de incubaci6n para que se lleve a

cabo la reacci6n. 

Tabla 21. Influencia del PMSF sobre la actividad de la
amilasa de la cepa 84. ( Gráfica 48). 

PPISF/ O. 2 m1
de extracto
microli.tros) 

Actividad ( Unidades Arbitrarias) 

Sin CaCl 2 Con CaCl 2

0 5. 0 5. 0

5 5. 0 5. 0

lo 4. s S. o

15 4 . s 4 . 5

20 4. o 4. 0

25 3. 0 3. 0

30 3. 0 2. 5

35 2. 5 2. 5

40 2. 0 2. 0

so 1. 0 1 . 5

La cepa 84 di6 reacci6n positiva sin PMSF a los

30 minutos con CaCl 2 y a los 45 sin CaCl 21 siendo estos
datos los tiempos de incubaci6n para que se lleve a cabo

la reacci6n. 



0 4

2

o7

GRAFICA 48

o,— 0 ~ VAL~ -- -- n 6 9 MJ&~ - 4~ 

1

sin Ca ++ 

con Ca ++ 

1 u 15 20 25 30 35

Influencia de¡ PMSF en la actividad amilol(tica, 

o CEPA 23

C EPA 84

40 45 50

41 de P M S F



ISO. 

IDENTIFICACION DE IMICROORGANISMOS

Los microorganismos identificados comprenden las 26

cepas a las cuales se les determinó la Influencia de Ca + "" en

la actividad amilolítica. De estas cepas 8 pertenecen al -- 

grupo de las bacterias, 2 a actinomicetos y 16 a hongos. 

Bacterias.- Las cepas 23, 24, 29, 32, 39, 72 y 73

son bacilos esporulados, mientras que la cepa 66 es un baci- 

lo Gram negativo, no esporulado. Los resultados de las ob- 

servaciones morfol6gicas de estos microorganismos se muestran

en la siguiente tabla: 

Tabla 22. Clasificación Inicial de las cepas bacterianas de
acuerdo con sus características morfológicas y de
cultivo. 

Prueba C E P A S

23, 29 24, 32, 39, 72 73 63

Gr am Variable

Niovilidad

Tamaño 4. 8 x O. Sp 4. 8 x 0. 8 JJ 2. 4 X 0. 8 M 0. 8 X 0. 1

Formación

de esporas

CALDO NUTRI- 
TIVO

a. Crecimiento Nulo Nulo Película Nulo

supeiUcial

b. Opacidad Regular Regular Nula Regular

C. Sedimento Viscoso Granular Granular Viscoso

d. Cantidadde

sedimento Escaso Moderado Abundante Abundante

AGAR NUTRI-- 

TIVO

1. Crecimientc ríoderado Moderado Abundante Lento

2. Forma Rizoide Irregular Rizoide Circular

3. Superficie Rugosa Opaca Rugosa Brillante

Húmeda

4. Elevaci6n Plana Plana Plana Convexa

S. Borde Lobulado Ondulado Filamentoso
1

Entero
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A continuación se presentan los resultados obte- 

nidos de las reacciones bioquímicas de las cepas bacteria

nas, así como tablas comparativas para la identificación

de Bacillus y Serratia ( 17, 51). 

Tabla 23. Reacciones Bioquímicas de Bacilli. 

C E P A S
P R U E B A A B C D E IF G H 1 23 24 29 32 39 72 73

Crecimiento en: 

Agar

Glucosa Agar
Glucosa Nitrato
Agar

Caldo nutritivo

NaCl 2% 
11 3" 
y y 411

11 sil

11 7" 
11 10, 1

Papa

Hidr6lisis de: 

Almidón

Gelatina

Caseína

Producción de: 
Indol
Ureasa

Utiliz. citratos

Voges Proskauer

Red. NO 3- a NO 2- 
Fermentaci6n de: 

Glucosa

Arabinosa

Xilosa

Crecimiento a: 

400C
450" 

5ooll

70011

V
t- - - - - - - 

V V V

wj M; 

@ + - t

V



1, 12 . 

A). Bacillus coagulans, B). Bacíllus macerans, C). B. liche- 

niformis, D). B. firmus, E). B. lentus, F)._ B. stearothermo- 

philus, G). B. circulans, H). B. pantothenticus. 

Tabla 24. Reacciones Bioquímicas de Serratia y - 
cepa 66. 

P r u e b a Cepa 66

Producción de: 

Indol

Ureasa

H S

Pruela del Rojo

de Metilo

Voges Proskauer 1 - 
Utíli.z. Citratos

Hidrólisis de: 

Almid6n

Caseína

Gelatina

Fermentaci6n de: 

Glucosa @

Lactosa

Sacarosa

lnositol d* 

Rafinosa

Ramnosa

Arabinosa

Manitol

Dulcítol

Reacción débil. 

Actinomicetos.- Las cepas 20 y 84 pertenecen a

este grupo. Los resultados de sus características morfo- 

lógicas y reacciones bíoquímicas se indican en la Tabla 25. 
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Algunas características diferenciales de Actino- 

Inicetos se presentan a continuaci6n: 

Tabla 25. Características Morfol6gicas y Bioquímicas de
las cepas 20 y 84. 

Características C e p a

20 84

Morfología Esporas en Esporas en
cadena cadena

Color del mice- 
lio aéreo ( color

de la colonia) Gris Amarillo

Color del mice- 
lio vegetativo

Teverso de la - Gris

colonia) obscuro Verde

Color en el medio Amarillo

Catalasa
Hidr6lisis de - 

Almidón

Caseína
Gelatina

Red. NO 3- a NO 2 - 
Crecimiento en: 

Asparragina Agar

60' C

Hongos.- Los hongos aislados no se identificaron, solo se

realizó la observación microscópica de la morfología de sus

estructuras reproductivas. 
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CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE ACTINOMICETOS ( 9, 17, 51). 

Nocardia: Aerobio obligado. 
Colonias parecidas a bacterias: lisas, 
compactas o de consistencia suave. 
El micelio vegetativo se fragmenta en
artrosporas. 

No produce conidias. 

Algunas especies son ácido -resistentes. 
Pat6geno para hombre y animales. 
No hidroliza la caseína. 

Actinomyces: Anaerobio 0 microaerofílico. 
El micelio vegetativo se frágmenta en
artrosporas. No produce conidias. 
No ácido -resistente. 
Parásito en hombre y animales. 
No proteolítico y no diastásico. 

Streptomyces: Aerobio. 

El micelio vegetativo no se fragmenta
en artrosporas. Produce conidias -- 
cuyas cadenas nacen de la hifa aerea. 
Generalmente saprofíticos. 
Hidroliza caseína. 

Micromonospora: Acrobio. 

Micelio no septado; Produce conidías
terminales y únicas sobre conidi6foros
cortos. 

No crecen entre 50 y 650C. 
No ácido resistente. 
Proteolítico y diastásico. 

Thermoactinomyces: Aerobio. 

En algunos aspectos es similar a Micro- 
monospora especialmente en su capac—Mad
para producir una sola conidia en hifas
terminales. 

Crece entre 50 y 60' C. 



1 SS . 

V . D I S C U S 1 0 N

Durante el curso de este estudio se lograron ais- 

lar 211 cepas microbianas productoras de amilasas de dife- 

rentes fuentes: suelos, aguas negras y diversos materiales

en descomposición. Como era de esperarse, de todos los

microorganismos que se aislaron en los diferentes medios

de cultivo, los que mayor poder hidrolizante mostraron fue

ron los procedentes de muestras con alto contenido de almi

d6n ( elote enmohecido, cultivos de papa, maíz, frijo, etc.). 

Se seleccionaron 73 cepas cuyo poder amilolítico

en agar- almid6n vari6 de 2 a 10 mm al ser revelado con so- 

luci6n de yodo en agua. 

La influencia del pH en la actividad amilolítica

de eltas' c-e'pas es variable, observándose que para la mayo- 

ría de las bacterias, existen valores de pH de 6 y 8 de -- 

máxima actividad, aunque en algunos casos es 7; mientras -- 

que para los hongos los valores óptimos de pH son 5, 6, 7

y 8. Por los resultados obtenidos, bajo las condiciones - 

establecidas, se observa que de los microorganismos estu- 

diados, las bacterias presentan una actividad amilolítica

mayor ( expresada en mm de hidr6lisis). 

Después de determinar el pH óptimo para la produc

ci6n de amilasa por las cepas microbianas, se procedió a

analizar la actividad de la enzima liberada al medio de



156. 

cultivo, mediante la disminución de la viscosidad de una

pasta de almidón. La actividad enzimática ( tiempo de li- 

cuefacción del gel de almidón) de las amilasas difiere de

una cepa a otra, pues se observó que algunos extractos -- 

hidrolizan rápidamente al almidón: 1 a 5 minutos mientras

que otros lo hacen lentamente: 60 a más de 120 minutos. 

Las cepas microbianas más prometedoras fueron se

leccionadas de acuerdo con: 

Halo de hidr6lisis de agar- almid6n ( grande) en

su pH óptimo. 

Tiempo de licuefacción del gel de almidón ( cor- 

to), debido a la exoamilasa. 

Combinación de los dos parámetros anteriores. 

De acuerdo con estos criterios se redujo el nú- 

mero de cepas a 26. 

Como se sabe, el ion calcio es un factor de acti

vaci6n y estabilidad para las amilasas por lo que se estu

di6 su efecto en la producción y actividad de la enzima, 

observándose claramente que la concentración de este ion

influye en forma distinta para cada microorganismo. 

Las bacterias generalmente requieren de 0. 01 a

0. 08% de iones calcio, notándose que a mayores concentra- 

ciones muchas de las cepas pierden actividad. Unicamente

una cepa presenta su máxima actividad cuando no se adicio

nan iones calcio al medio de cultivo. 
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Los hongos se ven poco afectados por la presen- 

cia de iones calcio, pues una vez alcanzada su máxima acti

vidad a cierta concentración ( 0. 01 a 0. 05%), se mantiene

constante aún a mayores concentraciones. Existen algunas

excepciones en las que parece no influir el ion calcio. 

Dos cepas muestran dos máximos lo cual pudiera deberse a

dos enzimas que difieren en la concentración de iones cal- 

cio necesaria para su actividad. 

En lo referente a la sonicaci6n de las cepas estu

diadas y de acuerdo con los resultados, se encontró que no

es necesario agregar ningún abrasivo para liberar la amila

sa, puesto que no se observó una variación notable en la - 

actividad. Lo mismo sucedió con cultivos agitados y está- 

ticos, por lo que esta última condición se estableció para

los siguientes experimentos. 

Con el objeto de verificar el mecanismo de hidr6- 

lisis del almidón, además de los métodos mencionados ante- 

riormente, también se estudio la amilolisis analizando la

formación de azúcares reductores, valorando la cantidad de

m2=1ztnZa formada. De acuerdo con los experimentos inicia- 

les, que sirvieron de gula para la cuantificaci6n de una - 

cantidad apreciable de maltosa ( 20 minutos), se efectuaron

incubaciones a los 30 y 60 minutos. Las determinaciones - 

se realizaron a temperatura ambiente y a 280C, y al obser- 

var que no había variación con el cambio de temperatura, - 

las demás determinaciones se continuaron a temperatura --- 
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ambiente. 

Los resultados de la extracción de la endoamilasa

por medio del sonicado, indican que en general un tratamien

to de 30 a 60 minutos aumenta la concentración de la enzima

sin pérdida de actividad, valorando ésta por la formación - 

de azúcares reductores. Solo en un caso la sonicaci6n mos- 

tr6 efecto negativo quizá debido a una acción desnaturali- 

zante sobre la enzima. 

Al establecer una comparación entre las amilasas

microbianas que nos ocupan y la amilasa de malta, se nota

inmediatamente una superioridad de las amilasas microbia- 

nas, ya que la amilasa de malta pierde actividad al ser in

cubada a temperatura ambiente entre 60 y 90 minutos, mien- 

tras que las amilasas microbianas siguen activas después - 

de este tiempo. Además se observó que la amilasa de malta

es fácilmente inhibida por exceso de sustrato. 

De acuerdo con los resultados obtenidos en las -- 

pruebas realizadas anteriormente, se seleccionaron solo las

cepas 23 y 84 ya que presentaron mejor actividad amilolíti- 

ca, para proseguir con el estudio, procurando profundizar

en los aspectos de purificación de la enzima y su comporta- 

miento bioquímico. 

Con el objeto de purificar las enzimas de las dos

cepas, se ensayó la precipitación con sulfato de amonio a

diferentes concentraciones, a una temperatura de O* C, no - 
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lográndose la floculaci6n de la enzima ni con un 90% de

saturación. os resultados negativos de la precipitación

con sulfato de amonio, sugirieron la idea de la existen— 

cia de una enzima de bajo peso molecular, por lo cual se

determinó primero la cantidad de proteínas presentes corre

lacionando este dato con la actividad amilolítica e inves- 

tigando la composición proteinica de los extractos por des

plazamiento electroforético en gel de acrilamida sin y con

adición de Dodecil Sulfato de Sodio ( SDS) para poder deter

minar con cierta aproximación el peso molecular de ambas - 

amilasas. La ubicación de las enzimas se estudió por me- 

dio de zimogramas sobre placas de agar - almidón, encontrán

dose ciertas dificultades ya que en algunos casos el gel - 

produjo reacciones falsas positivas. 

Con el fin de conocer el rango de tamaño molecu- 

lar en el cual se encuentran las enzimas obtenidas, se -- 

efectuó la ultrafiltraci6n molecular en el sistema Amic6n. 

Con este procedimiento se concentraron las muestras al re

ducir su volumen y se efectuó nuevamente la precipitación

con sulfato de amonio ( 75% de saturación), que ahora sí - 

tuvo éxito. La fracción mayor de 30, 000 nm ( retenida por

la niembrana) mostró la mejor actividad amilolítica y fué

filtrada a través de una columna de Biogel P- 100 para ve- 

rificar su grado de pureza y tener una idea aproximada de

su peso molecular. En el caso de la cepa 84 el perfil -- 

proteíco indica la presencia de muchas moléculas, algunas
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de las cuales muestran actividad amilolítica, lo cual indi

ca la presencia de varias amilasas o quizá formas polimé- 

ricas de una misma. Con la cepa 23 también se encontr6 - 

una variedad de proteínas, pero la actividad se localiz6

en una sola de ellas. 

Posteriormente se estudiaron los siguientes efec- 

tos : 

Sonicaci6n: afecta a la cepa 84 y no muestra nin- 

gún efecto sobre la cepa 23. 

1
pH 6ptimo de actividad: para ambas enzimas mues- 

tra ciertas diferencias sobre todo si se considera la adi- 

ci6n de iones calcio. Con la cepa 84 el 6ptimo de activi- 

dad va de 6. 65 a 7. 55 sin y con adici6n de iones calcio. 

En la cepa 23 el 6ptimo de pH queda restringido a los valo

res entre 6. 18 y 6. 62 sin iones calcio y se amplia a un -- 

rango mayor de 5. 81 a 6. 62 al adicionar CaCl 2* 

Temperatura: mostr6 un efecto activador y es no- 

table la observaci6n de que la cepa 23 tiene su 6ptimo a

70' C y aún la cepa 84 tuvo un 6ptimo a 600C. La amilasa

de la cepa 23 indica una tremenda posibilidad industrial

por su termoestabilidad; en el caso de la cepa 84 se pre- 

sentan dos 6ptimos, uno a 25' C y otro a 60OC, lo cual tam

bién es una ventaja para su aplicaci6n. Con esta idea en

mente se determin6 la resistencia de estas enzimas al ca- 

lentamiento, observándose que la enzima bacteriana ( cepa 23) 
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resistió una incubaci6n de 45 minutos a 70OC, aunque tuvo

una disminución en su actividad amilolítica. Por otra -- 

parte la enzima del actinomiceto ( cepa 84), resultó inac- 

tivada al cabo de un minuto de incubación a su temperatura

óptima de actividad ( 60' C). Este resultado podría deberse

a que los actinomicetos siendo conocidos productores de

proteasas, estas podían activarse a altas temperaturas y

romper a la enzima; por este motivo se decidió investigar

este posible efecto utilizando Fenil Metil Sulfonil Fluoru

ro ( PMSF) conocido inhibidor de proteasas. Los resultados

mostraron que en el caso de la cepa 23 no hay diferencia - 

con la adición de PMSF, o sea que no hay ninguna inactiva- 

ci6n de las amilasas por proteólisis. En la cepa 84 aun- 

que el PMSF afecta ligeramente a la amilasa al fin del ex- 

perimento, se nota que la enzima mantiene su actividad por

más tiempo, de lo cual se puede deducir que el inhibidor - 

de proteasas sí protege a la amilasa. 

Se investigó también la influencia de la presen- 

cia de disacáridos, tales como maltosa ( que por ser produc

to final de la acci6n de ciertas amilasas podría afectar

la actividad enzimática) y sacarosa. Estos disacáridos

solo muestran cierta inhibición sobre la amilasa de la ce- 

pa 84 sin observarse ningún efecto en la cepa 23, que re— 

siste la presencia de estos azúcares. 

Finalmente, la cepa 23 varía poco en actividad - 
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con la adición de iones calcio, los cuales si modifican la

actividad de la cepa 84. 

Con el objeto de conocer la posición de los micro

organismos en estudio, se procedió a efectuar la investigl_ 

ci6n morfológica micro y macrosc6pica así como las pruebas

bioquímicas correspondientes, ( de 26 cepas) con fines taxo

n6micos encontrándose que las cepas bacterianas aisladas

pertenecen a las siguientes especies: 

Cepas: 23, 29 Bacillus macerans

32, 39, 72. B. coagulans

73 B. licheniformis

11 66 Serratia sp. 

La cepa 24 probablemente pertenece a alguna varie

dad de B. coagulanl, ya que prácticamente coincide con las

características de esta especie, aunque muestra algunas di

ferencias. 

En lo que corresponde a actinomicetos ( cepas 20 y

84) podemos suponer que pertenecen al género StreptomyceI, 

aunque por la complejidad de su taxonomía no se trató de - 

investigar la especie correspondiente. 

De las cepas de hongos estudiadas prácticamente

todos corresponden al género Penicillium, aunque se aisla

ron también hongos de los géneros Aspergillus y Fusarium, 

pero por su poca actividad amilolitica no se continu6 su - 

estudio. 
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De toda la información obtenida con los estudios

efectuados, llegamos a la conclusión de que se ha logrado

el aislamiento de varias cepas microbianas productoras de

amilasas activas que actuando a valores de pH ligeramente

ácidos, resisten temperaturas elevadas y sugieren su uti- 

lizaci6n con fines industriales, posiblemente en la saca- 

rificaci6n de granos amiláceos para la industria de fer— 

mentaciones, especialmente en la fabricaci6n de cerveza o

de bebidas alcohólicas de destilación ( vodka, ginebra, -- 

whisky, etc.). 
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VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se presenta un estudi,o del aislamiento de cepas

amilolíticas, de donde, de 211 microorganismos aislados, 

se seleccionaron 73 y se estudiaron más profundamente 2, 

que fueron clasificadas dentro de los géneros Bacillu5 y

Streptomyces y que mostraron mayor actividad amilolítica. 

Se efectuó con poco éxito el empleo de ultraso- 

nido para la liberación de la amilasa intracelular. 

Las amilasas microbianas estudiadas resultaron

más estables que la amilasa de malta, comparándolas a -- 

temperatura ambiente; además mientras que la de malta se

inactiva a 50' C, el óptimo de las amilasas microbianas - 

se encuentra entre 60 y 70' C. 

i Se hicieron diversos estudios de las amilasas - 
1

incluyendo el efecto de iones calcio, pH y temperatura - 

óptimos, así como la purificación con sulfato de amonío. 

Por determinación de peso molecular, se conclu- 

ye que las amilasas estudiadas tienen un peso molecular

mayor de 30, 000; observándose que la amilasa de Strepto- 

myces parece ser un agregado de mon6meros. 

Se encontró que la cepa 84 ( Streptomyces), pro- 

duce una mezcla de enzimas entre las cuales existen pro- 
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