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I. INTRODUCCION

La aplicacién de las enzimas es cada dia mayor,
dado que se han descubierto nuevas formas de uso y se han
desarrollado técnicas de obtencién y purificacidn que per
miten disponer de preparaciones enzimidticas 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.

mﬂﬁpor lo que se refiere a las enzimas amiloliticas,
su campo de aplicacidén se ha visto notablemente aumentado
en tiempos recientes; puesto que ademds del empleo tradi-
cional que se les ha dado desde tiempo inmemorial de una
manera empirica, es decir, a través de ciertos materiales
que las contienen, pero sin atribuir 105 efectos produci-
dos a una actividad enzimiatica; se les ha encontrado tal
variedad de usos que su consumo se na extendido a las in-

dustrias: alimentaria, farmacéutica, textil, etc.

A pesar de la creciente demanda de enzimas por -
parte de la industria nacional, la produccién de estas no
se ha modificado, por lo que se tiene que recurrir a su -
importacidén, lo que representa una considerable fuga de -
divisas para nuestro pais; solo en el afno de 1975 se tu-

vieron que importar amilasas (de malta, fungal y bacteria



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 obtencidén de amilasas en nuestro pais, a
partir de microorganismos aislados de suelos, aguas ne--
gras, aire, etc., que pudieran sustituir a las de impor-
tacién y realizar un estudio preliminar sobre su purifi-
cacién y propiedades bioquimicas, sin profundizar en su

produccidén industrial.

II. GENERALIDADES

J

7

—{Las amilasas son enzimas que hidrolizan el almi-
dén y glucbgeno dando diversos productos como dextrinas,

maltosa o glucosa. SeglGn su modo de accién se dividen en:

a-amilasa (EC 3.2:1.1,” a-V,4~glucén 4-glucanohi-
drolasa). Su accién principal consiste en producir una -

rdpida y desordenada degradacibn del almidén en fragmen--

‘tos més pequenos, llamados dextrinas. Su ataque se loca-

liza Gnicamente en las uniones o-1,4 glucosidicas. -%,M-m

B-amilasa (EC 3.2.1,2, 9-1,4-glucén maltohidro-
lasa). Es de accidén mds especifica, Gnicamente rompe el
enlace @-1,4 glucosidico alternado, del extremo no reduc

tor de la cadena del polisacdrido produciendo maltosa.



¥-amilasa (EC 3.2.1.3, a-1,4-glucdn glucohidro-
lagéj. Ataca también el enlace ©-1,4 del extremo no re-
ductor de la cadena del polisacdrido, rompiendo cada ---

unién para producir glucosa (89).

A. HISTORIA

ufngl empleo de las amilasas data de los tiempos -
mids 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 ----

"emmer" (40).

En el Japén fueron empleados microorganismos en
la hidrélisis del almidén, para obtener productos alimen-
ticios y bebidas alcohblicas, 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 fabricacién del Koji y el Saké (cerveza -

de arroz).

En China se elaboraba una pasta de arroz, llama-
da "levadura china", rica en microorganismos amiloliticos,

cuyo principal componente era Mucor rouxii.

En México los indigenas del norte y noroeste del



palis como yaquils, tarahumaras, pimas, tepehuanos y huicho
les obtienen una bebida fermentada l1lamada "Tecuin', que

se preparaba moliendo maiz tostado, negro o azul, a lo --
que agregaban miel o jarabe de tuna. Otra bebida mexica-
na es el "Sendech6" usada por los pueblos de raza otomi y
mazahua, el cual después de fermentado era hervido con pi

loncillo (30).

""Pozol'", bebida usada como alimento bdsico (du-
rante las jornadas en cl campo, en las comidas y en via-
jes largos a manera de provisién), por grupos indigenas:
chontales, mayvas, lacandones, zapotecos; que comprenden
los estados de Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Guerre
ro y Quintana Roo. Se prepara con maiz 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 pequefias porciones, envueltas en hojas de pla-

tano dejindolas férmentar 4 a 5 dias (24).

Los Incas, preparaban una bebida de maiz fermen-
tado y hervido, conocida con el nombre de ''Chicha', y los
indigenas actuales en Bolivia y Pert (cholos) preparan --

chicha morada y chicha de jora (26).4/’ﬂ

En Venezuela se da el nombre de '"Acupe'" a una --
bebida de maiz ligeramente fermentada, que se hace remo-
jando maiz durante 2 a 3 dias hasta que germina. Se muele

y se deja fermentar con un poco de dulce.



Una bebida fermentada a base de maiz, mandioca
o yuca es el "Cachiri" o "Caxiri', conservada en olla de
barro e ingerida durante festividades religiosas y fune-
rarias, es propia de los indios uanana dei Rio Icana, al

norte del rio Amazonas, Brasil (24).

""Champuz', es una bebida preparada en Colombia
y Perd con maiz o arroz, fermentada, endulzada y aromati

zada.

,,,f\Todas estas experiencias se realizaron en forma
empirica, pues los primeros descubrimientos sobre amila-
sas, no fucron realizados sino hasta 1816, en que e
Kirchhoff noté que el almidén hervido podia ser transfor
mado en azlcar por la accidén de los granos de cereales.
Payen y Persoz (1833), dieron al principio activo el nom
bre de diastasa e hicieron una extensa descripci6n de --
sus propiedades. Schwarzer (1870), por estudios de inac
tivaci6bn térmica de la amilasa de malta, observ6 que dis-
minufa mucho mds rdpidamente la actividad sacarogénica --
que la dextrinizante. La presencia de dos amilasas en la
malta fué reconocida por Marcker (1879) y Bourquelot ---
(1887), y confirmada por Wijsman (1890). En 1922 Ohlsson
demostrd la existencia de dos amilasas, dextrinogénica y
sacarogénica, llamadas por Kuhn (1925) @ y B-amilasa res
pectivamente. Posteriormente en 1930 consiguié la separa
cidén de estos dos componentes. Kneen y col. (1943), en-

contraron que el ion calcio’es un ftactor de estabilidad -



para la G-amilasa y de inestabilidad para la f-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 ahi que se hayan establecido métodos para de-
terminar su estructura molecular, mecanismos de accién,
extraccién, purificacién, etc., principalmente las de --

origen microbiano, debido a su gran aplicacidén industrial. &f’“

B. MECANISMO DE ACCION

LLas amilasas de acuerdo al tipo de ataque enzi-
mitico que realicen sobre el almidén, han sido divididas

en endoamilasas y exoamilasas.

Endoamilasas.- Son aquellas enzimas cuyo ataque
al almidén se efectua en zonas especificas de la secuen-

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

Excamilasas.- Su accién sobre el almiddén se rea
liza por las terminaciones no reductoras de la cadena --

(beta amilasa y glucoamilasa).

La hidrélisis es en forma especifica, segin el

tipo de enzima de que se trate, asi como del componente



del almiddén que sea atacado. La accibén de las amilasas
no se verifica sobre los grédnulos del almiddén intactos,
sino que es necesario que el almidén sea gelatinizado -
(calentado en solucidén acuosa) con lo cual el sustrato
tiene pérdida de birrefringencia y cristalinidad, habien
do a 1la vez un aumento en su solubilidad, lo cual permi-
te el ataque enzimdtico. La beta amilasa no tiene accién
sobre los grédnulos del almid6n, pero la alfa amilasa si

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

E1l almidén estd formado por dos fracciones: ami
losa y amilopectina (20, 98) las cuales difieren entre -
si en el tamafo y los tipos de enlaces presentes en cada

una.

Amilosa.- Es una cadena lineal formada por mo-
némeros de glucosa, unidos entre si por enlaces a-1,4 glu
cosidicos (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 fraccidn es la responsable de la colora-
cibén azul que presenta el almidén con el yodo, ya que --
esto se debe a que la molécula de amilosa hidratada atra
pa a las moléculas de yodo. SegGn sea el grado de hidrd
lisis de la molécula se presentardn diferentes coloracio
nes: azul obscuro, pGrpura, rojo, café y amarillo; al --

contacto con una solucién yodo-yodurada. La amilosa estéd



formada por 1,100 a 4,000 unidades de glucosa (20, 61, 89).

Amilopectina.- Es la parte ramificada del almi-
dén, formada por aproximadamente 100,000 mondmeros de glu
cosa, unidos por enlaces a-1,4 glucosidicos en las partes
lineales y a-1,6 glucosidicos en las partes ramificadas.
Presenta cadenas laterales con 25 unidades de glucosa (61).
La amilopectina presente color café frente a una solucidn

de yodo.

‘k}as amilasas varian en su velocidad de accidn --
sobre el sustrato, pero su forma de ataque al mismo es --
igual en cada caso, no importa su procedencia.’ui;s carac
teristicas de la accién sobre el sustrato son: (77, 80, -

89, 83).

—b Alfa amilasa.- Actua sin un orden determinado
sobre las uniones ®-1,4 glucosidicas, produciendo dextri-
nas de bajo peso molecular (Dextrinizacidén) y disminuyen-
do rdpidamente la viscosidad de las soluciones de almiddén
(Licuefaccidén). Las dextrinas pueden ser normales (si --
proceden de amilosa) o ramificadas (amilopectina o glucé-
geno). Se produce después una sacarificacidén de las dex-
trinas, obteniéndose oligbsacéridos como maltohexosa, mal
topentosa, maltotetrosa o maltotriosa, seglin el tipo de -
actividad de la enzima sobré el sustrato (35, 48, 76). -
Siendo los productos finales de la hidr6lisis maltosa y -

glucosa (en pequefia cantidad), la cual procede de la accidn
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amilopectina

COMPONENTES DEL ALMIDON
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de la alfa amilasa sobre la maltotriosa (94, 100).¢Q~ -

Beta amilasa.- El rompimiento del sustrato es a
partir de la terminacidén no reductora de la cadena, su --
accién se localiza en los enlaces a-1,4 glucosidicos alter
nados, con formacién de maltosa como producto principal,
la cual es removida para que la enzima prosiga su ataque
al sustrato, la accidén 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 glucdgeno), formandose la dextrina limitante.

Con oligosacdridos de menor peso molecular, la accién ter

mina hasta la completa conversién a maltosa.

Gama amilasa o Glucoamilasa.- Unicamente rompe
el enlace a-1,4 glucosidico del extremo no reductor de la

cadena para producir a-glucosa (116).

Todas las enzimas mencionadas son incapaces de
actuar sobre las uniones ®-1,6, de ahi que se produzcan

dextrinas 1limite de alto peso molecular.

Debido a la formacidén de azlcares fermentables,

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

Actualmente se han reportado otras enzimas amilo
liticas, aunque no ha sido bien estudiada su forma de --

accion:



MECANISMO DE ACCION DE LAS AMILASAS

e— ¢lfa amilasa
> beta 1

0——’ gama i

Cada circulo representa una mol€écula de
glucosa .
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Amiloglucosidasa de Aspergillus niger. Es capaz

~

de hidrolizar las uniones a-1,4, a-1,6 ya-1,3 de oligosa
cdridos como maltosa, isomaltosa y nigerosa para producir

glucosa.

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

piendo los enlaces internos 1,6 glucosidicos de la molécu

la de almiddén (116).

—+$» C. ASPECTOS BIOQUIMICOS

Segln la fuente de procedencia de la amilasa, se
verd 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*?, asi como por Cl 'y Fe+++:‘bias alfa amilasas requie-

++ N . .
ren Ca como cofactor. E1l metal estabiliza a la enzima

contra la desnaturalizacién por calor o dlcalis (64, 71).

++ . 2
El Ca estd unido fuertemente a la molécula de
la amilasa, especialmente en las enzimas fdngicas, siendo

sumamente dificil de remover y cuando se elimina, la enzima



se inactiyva (74) o disminuye su actividad, siendo mds --
sensible a los agentes desnaturalizantes (6). En algunas
amilasas el calcio no previene la inactivacidn por tempe

ratura (119, 122) .<4—

Por electroforesis se han encontrado los siguien

- & i ++ ++ ++ ++
tes iones unidos a la amilasa: Fe , Ca , Mn y Zn =

(102). Algunos iones combinados inhiben la actividad de
++ ++

/Mg Vo=

zn*"/Mn*t; pero zn*t/ca™” 1la estimula (23, 64, 78).

X ++ ++
la enzima, como en el caso de Zn /Fe , Zn

—jxLos iones zinc sirven como puentes de enlace --

entre los monémeros de la alfa amilasa de Bacillus subti-

lis (97), reportdndose también en esta amilasa los sitios
de enlace del Ca++-proteina (71). Se ha encontrado que -
estos iones mantienen la estructura del sitio activo, in-
directamente, a través de la conformacién de la proteina,

pero no juegan papel de coenzima (89) 4—

—% Los iones C1 son requeridos para la actividad -
de la alfa amilasa animal y bacteriana, pero las amilasas

vegetales y fangicas no los necesitan (6, 89) . §—

o ++ + . - &
Los iones Cu y ‘n * inactivan la beta amilasa,
pero la alfa amilasa mantiene su actividad (4), también
el calcio afecta la actividad amilolitica de la beta ami-

lasa.

Los iomes 1, F , SOZ y metales pesados afectan



la actividad amilolitica (89).

— 2. Efecto de Temperatura y pH.
Las amilasas microbianas, especialmente las bac
terianas, presentan una gran resistencia al calor, aumen

tandose ésta en presencia del sustrato o de iones calcio.

,+¢as temperaturas Optimas de actividad son eleva
das en amilasas microbianas, mientras que en las amilasas
vegetales y animales son menores, ya que se destruyen ra-

pidamente a 60 6 70°C (13, 89, 117).

K 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 pHd &dcido, mien-
tras que la microbiana (hongos) en dcido es estable 1z,
encontrindose sus valores de pH 6ptimo de actividad en el

rango acido (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 inactivacidén de la beta amilasa de -
malta (75). Se reporta también la inactivacidn de la ---
amilasa por compuestos fluorados como el 1-fluoro -2,4-di

nitrobenceno (12), por urea, EDTA, dcido oxdlico y azul -



de metileno (amilasa de Aspergillus awamori). (28, 82,

89, 108, 122

Como ¢l objeto principal de este trabajo es el
estudio de amilasas microbianas, es nuestro propdsito -
dar a conocer algunas caracteristicas y propiedades de

las mismas,
/
//
o/ - i . o .
“Para su estudli:zgs amilasas microbianas se pue
den Jdividir ¢n tres grupos: amilasas de hongos, amilasas

de levaduras y amilasas de bacterias. 2

AMILAS\S DE HONGOS

"i& Muchos son los hongos productores de amilasas,
pero solo algunos han sido extensamente estudiados, como

es ¢l caso de \spergillus oryzae cuya amilasa obtenida -

por un procedimiento de concentracidén fué denominada Taka
diastasa por Takamine (1898). La amilasa de A. oryzae, -
no pierde su actividad a 45°C, dc calentamiento durante

una hora, pero sf a 65°C, su temperatura O6ptima es de ---
40°C. A valores de pH de 2.5 y 10 pierde totalmente su -

actividad. La estabilidad mdxima cs a pH de 6.4 y su pH

6ptimo cs de 5 a 5.3.&"

Preparaciones de la amilasa de estc hongo, han -
sido obtenidas por numerosos investigadorces. De todos --

ellos citarcmos a:
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Cajocaru y col. quienes estudiaron el efecto de
algunos factores de estabilidad de la enzima amilolitica
de este hongo, obteniendo mayor actividad con CaClz,
CuSO4 y CoClZa pH de 5.5 y 50°C (19). Kundu determind -
que seglin 1a composicién del medio y el pH, A. oryzae --
secreta a o B amilasa o ambas (58). Qureshi y col. esti
maron el efecto de las fuentes de nitrdgeno en la obten-
cién de a-amilasa, utilizando compuestos inorgdnicos --
como: (NH4)ZSO4, NaNO3 y KNOS; y compuestos orgdnicos -
como peptona y levadura con los que obtuvo una mixima --

produccidén de o-amilasa (88). El efecto de la aereacibn

++
+ ++ et Co

y los elementos huella tales como cr' , Mo , Zn

b

en la biosintesis de Taka-amilasa también han sido inves

tigados (23, 59).

% Otros hongos productores de amilasa son:

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

aureus, A. kawachi, A. terricola, A\. terreus, Penicillium

[}
5 Rhizopus japonicus, Rh. delemar, Mucor rouxii. A los
’

que con el fin de obtener una mayor concentracién de ami-
lasa en el medio de cultivo, se les han descrito fuentes
adecuadas de nitrégeno y carbono, sales minerales, tempe-

ratura y pH apropiados.4—

AMILASAS DE LEVADURAS

En relacidén con las levaduras, se pensaba que no



contenfian sino huellas de amilasa vy sc¢ les consideraba
incapaces de hidrolizar el almidén. Wickerham vy col. en
1944, sefialaron la existencia de una amilasa extracelu-

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

nida por Sidnchez Marroquin (91) inoculando un medio con-
teniendo almidén soluble e incubando a 28°C por 3 a 8 --
dias. La temperatura 6ptima para 135\1 y B-amilasas --
fué de 50°C y los valores dptimos de pH fueron respecti-

vamente 5 a 6 y 4 a § (91).4}4

<A/ AMILASAS DE BACTERTAS

Se han descrito diferentes bacterias producto-

ras de amilasas, de las cuales citaremos las siguientes:

—}p Bacillus subtilis.- Hopkins ) col. encontraron

que la amilasa de esta bacteria ¢s muy similar a la &-ami
lasa de malta. La enzima cs muy estable en el rango de -
pH de 5.8 a 10.8, teniendo un 6ptimo de 6.5 a 7.0. Difie
re de la mayoria de las amilasas en su termoestabilidad,
pues produce rdpida licuefaccién del almidon a altas tem-
peraturas (95°C). Produce un rdpido decrecimiento de la

viscosidad del almidén y lo hidroliza formando dextrinas4¢—~

Bendetskii realizd ensayos para determinar el -
mecanismo de accidén de la g-amilasa de esta bacteria du-
rante la hidrélisis del almidén (1¢). Boyer e Ingle pu-

rificaron la enzima, tres isoenzimas (ueron encontradas
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por electroforesis en gel de poliacrilamida. La enzima
fué estable a pH de 7.5 a 10 (15) # La a-amilasa de Baci-

llus subtilis puede ser precipitada, dializada o filtrada

en gel sin pérdida de actividad. La adicién de NaCl al -
10% y de timol al 0.1%, previno la pérdida de actividad a
temperatura ambient%](Sﬁ). La produccidén de una enzima -
alcalina, con peso molecular de 70,000, pH 6ptimo de 10.5
y temperatura 6ptima de S55°C, por microorganismos alcald-
filos fué desérita por Horikoshi (49). El1 efecto de iones
metdlicos como activadores en la velocidad de reaccidn de
a-amilasa, fué estudiado por Mahmoud y col., quienes en--
contraron que la actividad enzimdtica se incrementa en -
presencia de In' (32.5 ppm) o Ca (205 ppm). La necesi
dad de mds altas concentraciones de Ca'’ que n*t se apo-
ya en la evidencia de que el zn"" une dos moléculas de --

metaloproteina de calcio: (65, 97).
(Prot—Cax) - Zn - (Prot—Cax)

Otros factores tales como: cantidad de indculo,
amortiguadores, fuentes de nitr6geno (urea, peptona, ex-
tracto de salvado), y carbono, aereacidn, adicidén de &4ci
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. macerans, no solo por su accidén sobre el almiddén

al cual transforma en sustancias reductoras, sino también
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en las condiciones 6ptimas de temperatura y pH requeridas
para su actividad. Su pH 6ptimo es de 6.8 y se inactiva

a 50°C (105).

Se le han considerado varias propiedades a la -

enzima de Bacillus stearothermophilus como: peso molecu-

lar, composicidén de aminodcidos, propiedades electroforé

ticas y enzimdticas, 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).

—Ap Bacillus licheniformis, B. cereus, B. circulans,

B. megatherium, Clostridium acetobutylicum, Rhizobium sp,

Pseudomonas saccharophila, Vibrio parahaemolyticus, Strep-

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

reportado también como bacterias amiloliticas.

‘s_?iLa presencia de calcio y de otros iones divalen-
tes en varias prgparaciones de a-amilasas microbianas, ha
sido reportada por varios investigadorcé, estableciendo -
que estas enzimas son resistentes a ataques proteoliticos,
sin embargo en presencia de agentes quelantes las ®-amila-
sas son susceptibles a degradacidén proteolitica. Parece -
ser que el Zn aparentemente no se requiere para la protec-

cién de la enzima, sino para inducir la dimerizacidn de la

’
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molécula de a-amilasa (53, 54, 96, 97).4}*

A

—1/ PURIFICACION DE AMILASAS

#

Se han descrito varios métodos para la extrac-
€ibén y purificaci6n de las amilasas microbianas, basados
principalmente en la precipitacién con sulfato de amonio,
acetona o rivanol (2-etoxi-6,9-diamino acridina), y en el
empleo de columnas de intercambio iénico: DEAE-celulosa,
DEAE-sephadex, y de adsorcién (amberlita, almidén celita),
principalmente, con los que se ha obtenido un alto grado

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

— X D. BIOSINTESIS DE AMILASAS MICROBIANAS G

La amilasa es una enzima inducible, segGn la --
fuente de carbono utilizada para el cultivo de los micre
.organismos (3, 72, 116). Se ha observado un incremento
en la produccidén cuando la fuente de carbono es almidén
(118), aunque hay también induccidén por la presencia de
maltosa, glucdgeno, isomaltosa, peptona, extracto de le-
vadura, licor de maiz, tripticasa y caseina (34), esta -
induccién varia segfin la cepa microbiana de que se trate

(S57) .

‘\b En general los factores que afectan la produccién
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de la amilasa microbiana son: fuentc de carbono y nitré-
geno, pl, temperatura, iones metalicos, tipo de cultivo

(estdatico o agitado, aereado, sincroni-ado, etc.) y la -
cantidad de inéculo, asi como las condiciones especificas

de cada microorganismo (52, 59).J5

Los estudios de la biosintesis microbiana de --
amilasa fueron iniciados por Fukumoto (1943); segln la -
cepa microbiana la fase de midxima produccidén de amilasa,
se prescntard a diferentes tiempos, por ejemplo: en B. -
subtilis y en B. circulans el nivel miximo de produccién
es ‘a las 20 horas, cuando el cultivo estd en la fase lo-
garitmica; pero en otras cepas la produccidén es hasta la
fase estacionaria o hasta ticmpo después de alcanzada --
ésta (21, 104). Hay cepas quc alcanzan su mdximo hasta
las 72 horas, a los 4, 5 6 6 dias (A. niger) (3). En --
B. polymyxa el mdximo de actividad de la enzima fué al -

final del ciclo de cultivo (38).

\%>La produccién de la amilasa estd regulada por
un mecanismo de represidén catabdélica (104), por lo cual
en algunas cepas es inhibida por la presencia de aztca-
res como maltosa y glucosa (08). Por medio dc¢ estudios
genéticos se han encontrado genes reguladores en B. sub-

tilis para alfa amilasa. &§—

/%>Para la mayor produccidén de amilasa sc¢ nhan uti-
lizado cepas mutantes, producidas por diversos agentes -

como luz ultravioleta, N-metil-N'-nitro-nitroso-guanidina
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(2), etilenimina (90). También se han hecho estudios -
acerca de sustancias estimulantes de la produccidn de -
amilasas, como el dcido giberélico (107) y algunas iminas

como la espcrmina‘@Fh

Algunos agentes como la N-Bromo succininida, -
yodo, yodo-acetato, 2,4-dinitrofluorobenceno, mercurio y
glicina inhiben la produccién de amilasa por el microor-
ganismo, esto pasa también por la presencia de glucosa -

(12, 68, 74).

Para la producci6n industrial de amilasa micro-
biana se utiliza frecuentemente el medio de Czapeck-Dox
(3), realizédndose en cultivo sumergido a tiempos varia-
bles segln el microorganismo (95, 112); los mds emplea-

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

menor frecuencia.

Varios desperdicios agricolas (harina de céscara
de trigo, mafiz, trigo, arroz y almidén) se han utilizado
como sustrato en la produccidon de amilasa por A. terreus

y. Penicillium citrinum (22, 57, 72).

‘“%>F. DETERMINACION DE LA ACCION AMILOLITICA

“*P La accién de las amilasas estd caracterizada por

los cambios simultdneos en las siguientes propiedades del
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a). Disminucién de la viscosidad.
b). Incremento del poder rcductor
¢). Cambio del color con solucidén acuosa de yodo.

d). Cambio en la actividad &éptica rotatoria.

Los métodos descritos en la literatura para de-
terminacién de la actividad amilolitica, se basan en algu
nos de los fenémenos anteriores, principalmente de los --

tres primeros.
l.La actividad amilolitica se expresa como:

a). Licuefaccion.
e : YO KX —CLm
b). Sacarificacibn.-—2 e (2'( =

¢). Dextrinizacidn.
dependiendo del método usado.

Los valores numéricos obtenidos por un método -
dado, difieren de los otros métodos, dependiendo de las
candiciones: pH, temperatura, volumen de los reactivos y

naturaleza dcl sustrato. &

Para la determinacién de la licuefaccibn se --
emplean los métodos Viscosimétricos, los cuales muestran
la accidén amilolitica aun a grados de hidr6lisis extrema
damente bajos. Myrback y Gjorling, encontraron que cuan-

do la viscosidad dc una cierta pasta de almidén ha goteado
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la mitad del valor inicial, solamente alrededor de 0.1%

de las uniones glucosidicas fueron rotas (74). qk——

El método sacarificante se basa en la determina
cibén de aziGcares reductores formados durante la hidréli-

sis del almiddn.

Los reactivos utilizados mds frecuentemente para

caracterizar azficares reductores, son los siguientes:
A. Reactivos con sales metdlicas: (cationes).

I. Reactivo de Trommer: solucidén alcalina de sulfato
clprico en hidrdxido de sodio. Tiene por base la
formacidén de 6xido cuproso. Existen varias modi-

ficaciones de este reactivo, tales como:

1. Reactivo de Fehling: solucidén alcalina de sul
falto ciiprico y tartrato sédico potdsico. El
ion cliprico es reducido a ion cuproso, formidn
dose 6xido cuproso rojo, insoluble, que puede

ser determinado cuantitativamente.

2. Reactivo de Benedict: que es una solucién --
acuosa de sulfato cGprico, citrato sdédico y
carbonato de sodio; el citrato estabiliza al
cu'’ durante 1la reaccién, evitando que preci
pjte'en forma de Cu(OH)Z, que es insoluble y

de color azul celeste.
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3. Reactivo de Barfoed: solucibén 4cida de una
sal de cobre (acetato de cobre en dcido --

acético).

II. Reactivo de Nylander: solucidén alcalina de sub
nitrato de bismuto y tartrato doble de sodio y
potasio. E1l ion Bit** queda reducido a bismuto

metdlico negro, que precipita.

III. Reactivo de Knapp: solucidén alcalina de cianuro
merclrico e hidréxido de sodio. Esta solucibn
es reducida por calentamiento con la solucién

de azficares, depositdndose mercurio metdlico.

IV. Reactivo de Tollens: solucién amoniacal de ni-
trato de plata. El AgOH es reducido a plata

metidlica (16).

Reactivos con aniones:

Los azGcares reductores pueden también oxidarse por

3), que es reducido a

el ion ferricianuro (Fe(CN)é_
ferrocianuro (Fe(CN)6-4), como en el método de ----

Hagedorn-Jensen.

Reactivos orgédnicos:

El 4acido 3,5-dinitro salicilico puede reducirse en -

solucion alcalina caliente, a dcido 3-amino-5-nitro
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salicilico, de color anaranjado que puede medirse -

colorimétricamente (62).

—{ E1 poder dextrinizante es medido por los cambios de
color de la mezcla de reaccidén, con solucidn acuosa

de yodo (32) .,gi‘,

F. IMPORTANCIA INDUSTRIAL DE LAS AMILASAS

Las amilasas son usadas en grandes cantidades -
para propésitos industriales, por lo que sus actividades
cataliticas han sido estudiadas no solo por su interés -

académico, sino también por su aplicacidén industrial.

INDUSTRIA ALIMENTARIA

Con frecuencia el uso de almidén hidrolizado, -
permite preparar alimentos con texturas mds suaves, mejo
rar emulsificacién y aumentar el poder edulcorante. La
hidrélisis se lleva a cabo algunas veces por métodos qui
micos (4cidos orgdnicos o minerales), pero con mezclas -
de enzimas selectas puede obtenerse un control mids refi-
nado, ya que asi es posible lograr un balance entre dex-
trinas y azficares intermedios, para alcanzar la viscosi-

dad y sabor dulce deseados. Aplicaciones tipicas son:
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_4b [}. Preparacidén de alimentos para enfermos y -
nifios, como cereales, en los cuales se usa amilasa fun-
gai:] El cereal se calienta a una temperatura de 65 a -
70°C y se agrega a la amilasa, la hidrdlisis se lleva a
cabo en 4 minutos, después de lo cual sc eleva la tempe
ratura a 100°C, con lo que el producto se seca y la en-

zima se inactiva (116).

=K 2. Elaboracidén de leche malteada, dulces, ju-
gos, helados y aditivos para reposteria, por ejemplo: el
jarabe de chocolate puede hacerse tratando suspensiones
de cocoa con amilasa fungal o bacteriana; la suspensidn
de cocoa se ajusta a pH de 6.2 a 6.6 con NaZCO3 6 HC1 vy
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).4

—% Los almidones pueden ser hidrolizados por amila-
sas de malta y fiangica, para obtencr mieles de bajo equi-
valente de dextrosa (D.E.), conteniendo mds o menos 80%

de carbohidratos fermentables (31)d&—

Algunas bebidas dulces con sabor a café, son --
preparadas por tratamiento de extractos de café con pro-
teasa y amilasas, con las que se degradan proteinas y --

carbohidratos en el extracto, reduciéndosc la formacidn
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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 almid6én en suspension,
el cual puede eliminarse mediante una adecuada mezcla de
amilasas. Esta debe ser activa y estable a pH dcido. -
Dicho tratamiento (Clarificacién) es particularmente Gtil
con el jugo de manzana que se expende con un aspecto cla-

ro y brillante (114).

~—J 3. En la produccién de pan, es comfin agregar -
a-amilasa para modificar el almidén de la harina, de lo
que resulta mayor volumen de la hogaza y més blandura en
la miga del pan. Esto se puede hacer con la amilasa fun
gal, ya que la amilasa bacteriana continuaria actuando -
con el almidén, a temperaturas algo elevadas dentro del
horno y produciria un migajén blando pero algo chiclosoé}‘

(114).

INDUSTRIAS CERVECERA Y DE REBIDAS DESTILADAS

En estas industrias, se hace uso de malta de ce
bada para transformar el almidén gelificado, en azlicares
y polisacdridos mds pequefios, sobre los cuales puede ac-
tuar la levadura. Es poco probable que en la fabricacidn

de la cerveza, la malta llegue a ser desplazada, pero ---
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existen indicaciones de que otras fuentes de amilasas
(microbianas), resultan mds eficientes en la produccién
de etanol no potable. En la produccidén de whisky o de
alcohol industrial, la cantidad de malta empleada (8-12%),
puede influir desventajosamente en el macerado, en este
caso se emplean con éxito enzimas fungales. Esta aplica
cién de las amilasas de hongos, se realiza en algunas --
destilerias que producen la enzima a partir de Aspergillus

niger, en el propio equipo de fermentacidén (114, 41).f

OTRAS INDUSTRIAS

—+>Las amilasas microbianas, también son adiciona-
das a detergentes de uso doméstico e industrial (a-amila
sa de B. subtilisi}a depiladores de cuero de animales vy

a pastas de almidén para la elaboracién de adhesivos.

Las amilasas bacterianas se usan siempre que el
almidén tiene que eliminarse o hidrolizarse parcialmente
a temperaturas elevadas. Este es el caso al quitar el -
apresto de las telas acondicionadas con almidén en la --
industria textil y modificar el almidén para el revesti-

miento de papeles (114).

En el campo Farmacéutico, las preparaciones de
amilasa fungal (Taka-diastasa), son empleadas como ayuda
durante la digestidén, cuando existe deficiencia de amila

sas pancredtica y salival, y como anti-inflamatoria (81).
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I1I. MATERIALES Y METODOS

Material:

.10

Cristaleria en gencral.

Agitador de tubos dc ensayo VORTEX-GENIE.

Centrifugas: Andreas Hettich, modelo Se-DGE 21165
Refrigerada, Internacional PR-2; ca-

bezal: 296 a 25,000 x g.

Columnas para filtracién molecular con camisa de -
refrigeracién: 40 c¢m de largo x 1.5 cm de didmetro,
y 25 cm de largo x 1.5 cm de diame

i ele 8

Colector de fracciones RADI-RAC LKB.
Congelador REVKO ULTRA LOW (0a -50PC) .
Espectrofotémetros: CARL ZEISS PM Q-II, y PYL --

UNICAM SP-1800.

Mesa de agitacidén rotatoria Kinet: 100 rpm.
Sistema AMICON para ultrafiltracién molecular.
Sonicador Branson, tipo LTH-1620-18, frecuencia 25

KHZ .

Reactivos:

Se obtuvieron de casas comerciales:

Merck:

Acrilamida, Almidén soluble, Amido negro (colo-

rante para proteinas), Bis-acrilamida (N,N'-meti
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len-bis-acrilamida), Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS), Maltosa, N,N,N',N'-tetrametilen diamina

(TEMED) .

Sigma: Ovoalbfimina, Gamma globulina de ratén, Amilasa

de malta.

Bio-Rad Laboratories: Biogel P-100.

4., MICROORGANISMOS.

o

Las cepas empleadas en este trabajo, fueron ais
ladas de diversas fuentes, las cuales se seleccionaron -
en base al criterio de que los microorganismos amiloliti
cos se localizarian en mayor proporcién en lugares en --
l1os cuales hubiese almidén, ya que la produccidn de ami-
lasa es inducida por la mayor o menor cantidad de éste -
en el hidbitat microbiano, aunque el muestreo se extendid

también a fuentes diversas.

El muestreo de suelos fué realizado de acuerdo
a las técnicas de Sdnchez Marroquin (92) y Echegaray A.
(29). Para muestras liquidas se ecmplearon frascos esté
riles, guardidndose la muestra en refrigeracién, no mis
de 24 horas, y en algunos casos llevando la placa de --
cultivo al lugar del muestreo. E1 aislamiento de los -
microorganismos del aire, se realizdé dejando cajas de -

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

Las muestras sdlidas, con crecimiento microbiano,
fueron aisladas tomando directamente con el asa y sembran

do en placas de agar almiddn.

Fuentes de Aislamiento.

1. Suelos de cultivo de: maiz, frijol, haba, chilacayote
alfalfa (regada con aguas negras), chile. (Col. Pedro

Ma. Anaya, Tula, Hgo.).

2. Suelos de plantios de: dalia, gladiola, malvdn, malva,
hoja elegante, papa, camote, coliflor, epazote y al-

falfa (Xochimilco, D.F.).

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

Hgo.).

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

5. Suelo de un pirul (Schinus molle).

6. Suelo de jardin (Copilco, U. Vicente Guerrcro, UCTM,

Col.AAjusco y Fac. de Quimica, UNAM.).
7. Suelo de cultivo de maiz (Cuernavaca, Mor.).
8. Suelo de basureros (UNAM., U. Vicente Guerrero, Ajus

co).

9. Muestras de basura fermentada, en diferentes lapsos
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125

155

14.

15.

16.

17

18.

0

5is
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de tiempo (la., 2a. y 3a. semana).

Suelo de porqueriza (Tula, Hgo.).

Estiércol seco.

Aire de basureros (UNAM., U. Vicente Guerrero) .

Aire del Laboratorio de Microbiologia, Fac. Quimica,

UNAM.

Alimentos enmohecidos: tortilla, pan, arroz cocido,
elote, pldtano, durazno, manzana, cOoCo.

Papas cn estado dc putrefaccidn.

Pulque.

Agua de lavado de papas, aguas negras (drenaje) y -
agua de charco con materia en descomposicion.
Hongos contaminantes en estudio de Micrococcus.

Cepa pura de Aspergillus niger. (Prédcticas de Bio-

sintesis Microbiana de Aplicacidn Industrial).

MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo utilizados [fueron escogi-

dos y elaborados en base a las necesidades de seleccidn

de microorganismos productores de amilasas, empledndose

como carbohidrato principal almidén, para inducir la sin

tesis de la enzima (8, 11, 112, 116).
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Los medios de cultivo fueron de acuerdo a la 1i
teratura consultada, haciéndose variaciones de los ingre
dientes y concentraciones de &stos, seglin las observacio
nes hechas sobre la marcha de trabajo, por lo cual se --
probé un cierto ndmero de medios para el aislamiento, cul

tivo y conservacidn de microorganismos.

El medio inicial fué de acuerdo a la formulacién
de las pridcticas de Biosintesis Microbiana de Aplicacidn
Industrial, Facultad de Quimica, UNAM., 1974, (Medio A).
E1l medio B se realizé de acuerdo a Bailey (9). Los me--
dios subsecuentes (C a J) son variaciones de los anterio
res, asi como las formulaciones dec Prescott (87), Under-
kofler (110) y referencias bibliogrdficas recientes (7,

s S S )

I. MEDIOS UTILIZADOS PARA EL AISLAMIENTO DE LAS CEPAS.

Medio A B (@ D

Almidén soluble 2R 2.0 g 55450 g 5.0 g
Peptona 0550 5 g 052 g 0.2 g
Extracto de levadura (J885 0! 525y 0.2 Q 0.2 ¢
Maltosa 0.0 0.1 g 0.1 g 0.0

MgSO4.7 H,0 0.1 g 0.2 g 0.1 g 0.2 g
KHZPO4 0.1 g 0.2 g 0.1 g 0.2 g
CaClZ.Z HZO 0.0 052 0g 0.1 g 0.2 g
Agar 2.0 g 2.0 g 2.0 e 2.0 g
Agua destilada 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml

e

=



Medio E
Almid6én soluble 2.0 g
Peptona 0.2 g
Extracto de

levadura 0.2 g
Maltosa 0.0
Mgs0,.7 H,0 0.2 g
Ki,PO, 0.2 g
CaClZ.Z HZO 0.2 g
(NH,) 3P0, 0.0
Agar 200 g
Agua destilada 100 il

“1I. MEDIOS SELECCIONADOS PARA

Medio

Almiddén soluble
Peptona

Extracto de levadura
Maltosa
MgS0, . 7H,0

KHZPO4

CaClZ.ZHZU
Agar

Agua destilada

36.

E G | L
2.0 g 1.0 g 1.0 g 1.0 ¢
0.0 0.0 0.2 g 0.0
0.0 0.0 0.2 g 0.2 g
0.0 0.2 g 0.0 0.0
0.01 g 0.1 g 0.1 g 0.1 g

0.01 g 0.1 g 0.1 g 0.1 g
0.02 g 0.01 g 0.01 g 0.01 g

0.2 g 0.2 g 0.0 0.0
2.0 g 2.0 g 2.0 g 2.0 g
100 ml 100 ml 100 ml 100 ml

L K
2 g 1.0 g
(0 74 g 052 g
0% 2 g 0i. 2 g
0.0 02 g
CLUIs g 0.1 g
n.ol o ‘ Uil g
0.02 g 0.01 g
2150 g 2:.0 g
100 ml 100 ml

Cuando se empledé medio liquido se suprimié el agar.

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 121°C

durante 15 minutos.
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METODOS

AISLAMIENTO DE MICROORGANTSMOS.

Para el aislamicnto de los microorganismos pro-

ductores de amilasas, se emplecaron los siguientes métodos:

6.1. Método de dilucidén: las diluciones se pre

pararon en tubos conteniendo 9 ml de agua destilada o agua
peptonada al 0.1% estériles. Al primer tubo se le agregd

1 g de muestra, se mezcld perfectamente, con una pipeta -

estéril sc tomé 1 ml de esta dilucidn (10'1) y se colocd

en un segundo tubo. Estc proceso se repitié hasta obte-

8}

ner una dilucidén de 10 La siemhra de ias muestras fué

realizada en placas dc agar-almidén utilizando las dilucio

4 =5 =0

nes de 10" (0.1 ml), 10 (0.3 m1) y 10 (0.5 mi).

0.2. Método de estrias: la muestra diluida pre
1

viamente (10 '), se sembrdé por estrias con el asa en la -

superficie del agar.

Las cajas scmbradas 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 conservacién (inclinado)
para su estudio posterior. Se almacenaron en refrigera-

cién a 4°C después de su crecimiento.



SELECCION DE MICROORGANISMOS.

Una vez hecho el aislamiento y conservacidn de
las cepas microbianas, se procedid a realizar la selec-
cién primaria de aquellos microorganismos productores de

amilasas.

6.3. Las cepas fueron sembradas en el medio K,
dejandose crecer durante 1, 2, 3, 4, 5, 6 dias a 28°C. -
Después de cada tiempo se prob6é la hidrdlisis del almidén
agregando solucidén yodo-yodurada: 1 g de 12, 350 de K1,
300 ml de HZO (Solucién de Lugol), midiéndose la longitud

del halo de¢ transparencia.

La medicién de la longitud de los halos de hidrd
lisis alrededor de la colonia microbiana, permitid selec-
cionar las cepas a las cuales se les aplicaron las siguien

tes pruebas, para una segunda seleccidn.

6.4. Influencia del pH en la actividad amiloli-

tica de las cepas seleccionadas.

Cada una de las cepas se scmbrdé en placas de
agar-almidén con los diferentes valores de pH: 5, 0, ~
8 y 9; los cuales fueron obtenidos con HC1 6 NaOH 1N, --

antes de esterilizar el medio.

Una vc- sembradas las placas fueron incubadas



durante 6 dias a 28°C. Los resultados se expresan en mm

de hidrdélisis obtenidos al agregar solucidén de Lugol.

6.5. Determinacidén de la Actividad Amilolitica:

disminucién de la viscosidad (Licuefaccidn).

Por este método, se determind el tiempo necesa-
rio para la licuefaccién de una pasta de almidén comercial

("Linnit") gelatinizada; la técnica fué la siguiente:

La pasta de almiddon se prepard por adicidén de -
5.5 g de almidén en 100 ml de agua destilada, se calentd
hasta ebullicidén durante unos minutos con agitacién cons-
tante, para conseguir la completa gelificacién del almi-
dén; aun caliente, sc¢ distribuyd en tubos de ensayo ---
(0.9 ml) y cuando adquirieron una temperatura de aproxi-
madamente 37°C, se agregd 0.1 ml del sobrenadante obteni-
do por centrifugacién a 3,500 rpm, durante 20 minutos, de
un cultivo de 6 dias; mezcldndose perfectamente. Los tu-
bos se mantuvieron en refrigeracién durante 5 minutos --
(tiempo necesario para que la mezcla solidificara). Pos-
teriormente los tubos se incubaron a 28°C, hasta que se -

licué el gel de almidén.

Los tiempos de escurrimiento se registraron en
cada caso, y aquellos sobrenadantes en los cuales la 1li-
cuefaccién del almidén fué extremadamente rdpida, se dilu

yeron 1:10 y 1:20.
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La medicién de los halos de hidrdlisis a diferen
tes valores de pH para cada cepa, asi como la determina--
cién del tiempo de licuefacci6n del almidén, permitieron
reducir el ndmero de cepas, las cuales se sometieron a --

las siguientes determinaciones:

6.6. Efecto de las variaciones de la concentra-

. + M s . e
cién de ca’’ en la actividad amilolfitica.

Para esta determinacién, al medio de agar-almidén
(K), sc lec adiciondé CaCl, a Jdiferentes concentraciones: -
0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.1,

0.15 y 0.2%.

Con el propésito de eliminar el calcio que pudie
ra estar como impureza de los rcactivos, una vez prepara-
do el medio (sin CaCl,), se agrcgd oxalato de sodio en --

proporcién de 2, 3 y 4 mM.

lLas cepas seleccionadas sc sembraron en cada una
de las concentraciones de¢ (CaCl, y oxalato de sodio, incu-
bandosc a 28°C durante 6 dias. Después de este tiempo se

midié el halo de hidrélisis agregando solucidén de Lugol.

6.7. Prueba dc Catalasa.

Paralelamente a la determinacién anterior, se in

vestigé la presencia de catalasa en las cepas microbianas.
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6.8. Efecto del sonicado sobre la actividad --

amilolitica.

Para la obtencién de mayor concentracidn 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 almiddn, algunas en condiciones
agitadas y estdticas, mientras que otras Gnicamente se --
cultivaron sin agitacién. E1 periodo de incubacidn fué -

el normal (6 dias a 28°C).

Después, 2 ml dc cada cultivo se colocaron en -

tubos de cnsayo conteniendo:

-Perlas de vidrio: las suficlentes para cubrir

la suspensidn de células.

-Polvo de carborundum (carburo de solicio).
-Polvo de vidrio.

Controles: Gnicamente 2 ml del cultivo.

Todos los tubos fueron sonicados durante 20 mi-

nutos a temperatura ambiente, con una frecuencia de 25 -

KHz, a excepcién de un control para cada cepa.

La enzima fué separada por centrifugacién: 3,500

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

La actividad amilolfitica se determindé cualitati-

vamente por el siguiente procedimiento:

6.9. Método Dextrinizante (cambio de color con

solucibén de Lugol).

El sustrato utilizado fué una solucidén de almi-
dén soluble al 0.1%. A 5 ml de esta solucidn se le agre-
g6 1 ml de la enzima problema, manteniéndose la mezcla a

temperatura ambiente.

Cada minuto se tomdé una gota de la mezcla con -
micropipeta (0.025 ml), colocdndose en una placa excavada
que previamente contenia una gota (0.025 ml) de solucidn

de Lugol.

Por este procedimiento se observé el tiempo nece
sario para que la reaccién Almiddn-Yodo fuera negativa --
(coloracién amarilla). J.a reaccidén prescnta sucesivamen-
te los colores: azul-negro, violeta, café rojizo,caféadmbar,
dmbar claro y amarillo; segln sea la actividad de la enzi

ma (76).

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA

6.10. Método Sacarogénico.
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Para la determinacién de az@icares reductores --
(maltosa) formados por la accién de la amilasa sobre el
almidén, se empleé el método Yodimétrico de Underkofler

et al. (111).

Se colocd la enzima (obtenida como en el caso
anterior) sobre una solucibén de almidén al 0.1%, dejando-
se actuar difercntes tiempos. La reaccién fué detenida -
por introduccién de los tubos en agua hirviendo, durante
1 minuto. Se tomé ! ml de la mezcla anterior y se llevd
a un volumen final de 5 ml con agua destilada, procedién-

dose al andlisis.

Los valores obtenidos se compararon con los de

una curva patrén de maltosa.

Este método se empled en los siguientes experi-

mentos:

1. Las cepas 25, 29, 83 y 84 fueron cultivadas
en medio liquido durante 6 dias a 28°C. La enzima se --
separ6é en la forma acostumbrada (centrifugacidén a 3,500
rpm, durantc dos periodos de 20 minutos cada uno); 1 ml
del sobrenadante se mezclé con 5 ml de solucibén de almi-

dén

a). Se dejé actuar durante 3, 5, 10, 15y 30 -

minutos a temperatura ambiente.
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b). Se incubbé a temperatura ambiente y a 28°C

durante 30 y 60 minutos.

2. Las cepas b, 20, 23, 24, 29, 32, 83 Yy 84 se
sembraron en matraces crlcenmeyer conteniendo medio liqui-
do de almidén, se incubaron 6 dJdias a 28°C. Estas cepas -
fueron sometidas a sonicacién durante diferentes tiempos:
5, 15, 30 y 60 minutos, para lo cual, cada cultivo fué re
partido en tubos de ensayo (5 ml). La enzima se separd -
por centrifugacidn: 1 ml del sobrenadante se mezclé con -
1 ml de solucién de almidén, determindndose los azlcares
reductores formados a 50, 60 y 90 minutos de accibn, a --

temperatura ambiente.

3. La actividad de las cepas anteriores fué com
parada con la de amilasa de malta, mediante la obtencidn

de azicares reductores (maltosa), por la accidn de:

Amilasa de Malta Almidén (0.1%)
(1 mg/ml)
1 ml 1 ml ~J
e g
R g "

Se dec)é actuar la enzima 30, 00 y 90 minutos.
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PURIFICACION DE LA ENZIMA (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 mds interesantes.

6.11. Precipitacién de la enzima con sulfato de

amonio.

Cada una de las cepas seleccionadas fué sembrada
en dos matraces que contenfan 150 ml de medio liquido ---
(3 asadas de cultivo microbiano), bajo sus condiciones --
ptimas de pil y concentracién de iones calcio, en cultivo
agitado (aereado), incubando a 28°C, durante 0 dias. Des
pués de cste ticmpo uno de los matraces (de cada cepa) se
sometid a sonicacién por 60 minutos a temperatura ambiente

y 25 Kiz.

La masa celular (cultivos sonicados y no sonica-
dos), fué separada por centrifugacidn a 8,000 rpm a 4°C,
durante 60 minutos. El1 sobrenadante se filtrd sobre fi-
bra de vidrio, precipitdndose con sulfato de amonio a --

B

La precipitacién sc hi.o agregando sul fato de --
amonio en forma sélida, poco a poco, hasta llegar a un
90% de saturacién, en que se observé formacion de un pre-

cipitado. Se hizo la scparacién por centrifugacién a ---
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8,000 rpm a 0°C durante 60 minutos.

Las fracciones: precipitado y sobrenadante se -
dializaron (usando una membrana de papel celofdn) contra
agua destilada a 4°C. El1 agua de didlisis fué removida
diariamente. La identificacién del sulfato de amonio re-
sidual presente en la muestra, se rcalizd por medio de --

una solucidn de BaClZ al 2%.

Una vez terminada la didlisis se verificé la ac-
tividad presente en cada una de las muestras, colocando -
0.2 ml del dializado sobre 1 ml de solucién de almidén al

0.1%, por el método de dextrinizante (6.9.).

ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS PARA LA PURIFICACION DE LA ENZIMA

Material: Cultivo en medio liquido, durante 6 dias a --
28°C sin sonicar, centrifugado a 10,000 rpm, a 0°C duran-

te 1 hora.

Determinaciones: Proteinas.- Método dc¢ Lowry (63).

Actividad.- Poder dextrinizante (6.9).

Estudios: Concentracién con sacarosa
-Electroforesis en gel (1, 70, 79, 113, 115).
-Concentracidén por filtracidén molccular (Amicdn).
-Determinacidn del grado de pureza (Columna Bio-

gel P-100). (86).



6.12. Concentracién por sacarosa.

1. El extracto microbiano libre de células se
concentrd en una membrana de didlisis puesta sobrc saca-
rosa cristalina (didlisis negativa); el volumen inicial
fué de 100 ml y el volumen final de 15 y 15 ml. Ambos -
extractos (de las dos cepas) sc llevaron a un volumen de

15 ml con agua destilada.

2. Se efectué la determinacidén de proteinas Vv

actividad enzimdtica del volumen reducido.

3. Se llevé a caho la centrifugacidén del volu-
men reducido a 10,000 rpm durante 15 minutos a 0°C; mi--
diéndose proteinas y actividad del precipitado y sobrena

dante.

4. Se realizé electroforesis del sobrenadante
en geles sin ninguna adicién y con Dodecil Sulfato de So

dio (SDS), en acrilamida al 5%.

6.13. Electroforecsis en gel.

Antes de efectuarse la elcctroforesis, se inves
tigé la inactivacién de la amilasa microhbiana con SDS al

0.% vy .0.5%,

a). Se colocaron 0.9 ml de enzima, 0.1 ml de -

SDS al 5% (concentracidn (inal de SDS: 0.5%)
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y 4.50 ml de solucidén de almidén.

b). 0.98 ml de enzima, 0.02 ml de SDS al 5% (con.
centracién final de SDS: 0.1%) y 4.54 ml de

solucién de almidon.

c). 1 ml de en-ima v 4.54 ml de solucién de al-

middén.

d). 1 ml de SDS y 4.54 ml de solucién de almi-

don.

Se agitaron perfectamente los tubos y se determi-

né la actividad.

La electroforesis en disco fué realizada en geles
de acrilamida a diferentes concentraciones y condiciones;

y en geles de agar al 1.5%.

A. Geles sin ninguna adicidén: 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. El1 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 migracidén fué de 1 hora, a 15 mA; después el

gel se partidé 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 lavé --
con agua destilada y se coloc6 en una solucibn aclaradora-
fijadora (dcido acético-alcohol metflico-agua destilada),

hasta la completa eliminaci6n del exceso de colorante.

Las muestras se conservaron en fcido tricloro-

acético al 10% (TCA).

La otra parte del gel fué utilizada para déterml
nar la localizacibn de la enzima por su actividad sobre

geles de agar-almid6n al 1% (Zimograma).

El gel se coloch sobre el agar-almidén durante 1
y 12 horas, reveldndose al cabo de este tiempo con solu-
ci6én de Lugol y midiéndose la zona de hidr6lisis o trans-

parencia del gel.

Se prepararon controles de acrilamida y coloran-

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

5. Se dializ6 el sobrenadante obtenido de la -
centrifugacién (Paso 3), contra agua destilada, durante
24 horas con agitacién continua, a 4°C. Una vez dializa-
do, se precipit§ éon sulfato de amonio de 0 a 50% y de --
50 a 75% de safuracién, a 0°C haciéndose centrifugacio-
nes en ambos casoé a 10,000 rpm durante;60 minutos, a --

0°C.

Se separaron y dializaron los precipitados y =
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sobrenadantes contra agua destilada a 4°C y con agitacidn.

Una vez terminada la didlisis se determinaron --
proteinas y actividad amilolitica en cada fraccién. Para
la medicién de actividad se agregaron 75 microlitros de -

CaCl, al 0.2%.

2

6.14. Determinacidén de la actividad amilolitica

en presencia de Fenil Metil Sulfonil Fluoruro (PMSF).

Con objeto de estudiar la presencia de enzimas -
proteoliticas que romperian las protefnas presentes, inclu
yendo las amilasas, sc truatd el extracto microbiano libre
de células con PMSF, el cual es un inhibidor de proteasas
que se une a los rcsiduos de aminodcidos que tienen gru-
pos -SH, impidiendo de esta forma la actividad proteoli-

tica.

La concentracién de PMSF (0.1M en propanol) fué
de 11 microlitros por ml de extracto microbiano, que pare

ce no afectar la actividad amilolitica.

6.15. Concentracién por ultrafiltracién molecu-

lar en amicon.

El extracto microbiano fué separado de las célu-
las por medio de dos perfodos de centrifugacidén a 10,000

rpm, de 60 minutos. Se determind la actividad amilolitica
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antes de centrifugar asi como la cantidad de proteinas

presentes en cada fraccidn.

Al sobrenadante se le agregd PMSF (11 microli-
tros/ml) y se procedié a su concentracidn por ultrafil-
tracién molecular en AMICON (membranas de celulosa con
poros para distintos pesos moleculares). Las membranas
utilizadas fueron para tamanos moleculares de 1,000, --

10,000 y 30,000 nm.



Cultivo microbiano —» Centrifugacién —» Cé&lulas
v
(1) Sobrenadante + PMSF

¥

AMICON

+

Membrana de 10,000

« N
(5) Filtrado (4) Retenido
) v
Membrana de 1000 Membrana de 30,000
v N 4 N
(6) Filtrado (7) Retenido (3) Filtrado (2) Retenido

¥

Precipitacion
con sulfato -
de amonio

En cada uno de los pasos se realizd determinacidn

de la actividad amilolitica y contenido de proteinas.

Segfin la fraccién que se trate se¢ usaron diferen-
tes volGmenes de extracto microbiano frente a 1 ml de almi

dén al 0.15%.

A las fracciones (3) y (7) se les hicieron geles
de acrilamida al 5 y 7% sin adicién y con SDS. El gel de

almidén utilizado para el Zimograma fué al 1.5%.

La fraccién (2) se precipitdé con sulfato de amo-
nio de 0 a 50% y de 50 a 75% de saturacidn a 0fC. “Esta

fraccidén fué usada para pasarla por una columna de Biogel
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P-100 y determinar el grado de pureza aproximado de la ami

lasa excretada por el microorganismo.

6.16. Determinacién del grado de pureza de la -

amilasa en columna de¢ Biogel P-100.

El Biogel P-100 es un polimero de acrilamida que
permite el paso rdpido de moléculas grandes, pero tiene -
cierta selectividad para retener moléculas pequenas. Pre
senta poros dc paso molecular de 50,000 a 100,000 R (nm) .

(86).

Preparacién dec la columna y del Biogel P-100

Se usaron dos columnas: una de 25 cm de largo X
1.5 cm de didmetro (por la que se pasd dos veces el extrac
to de la cepa 84) y otra de 40 cm de largo x 1.5 de didme-

tro (extractos de las cepas 23 y 84).

Se colocd un papel filtro en la parte inferior -
de la columna como soporte del Biogel P-100, que se pre--

pard de la siguiente manera:

Aproximadamente 100 ml de una suspensién de Bio-
gel se lavd repetidamente con 2 litros de agua destilada
dejandose sedimentar y decantando posteriormente, en cada
lavado. Después se lavé con 1 litro de amortiguador de
fosfatos 0.3 a pll 7.0 imismo que se usd para eluir la

muestra). Sc¢ resus cnd.. en el amortiguador v s¢ vaci6



lentamente a la columna, cuidando Jde que quedara perfecta
mente empacada. Se lavd durante toda la noche con el --

amortiguador.

Preparacidn de la muestra

A 100 microlitros de la (raccidén (2), volumen -
que depende de la cantidad de proteinas presentes, se le
agregaron 10 mg de sacarosa (para aumentar la densidad de
la muestra) agitdndose perfectamente nasta disolucidén com
pleta; v las sustancias de peso molecular conocido (testi
gos): OvoalbGmina (PM 40,000) y gamma globulina de ratdn
(PM 160,000): 1 mg en 10 microlitros (para la cepa 84); y
Dextran-azul (M aproximado 2,000 000): 2 mg en 500 micro
litros (para la cepa 23), este es un polimero de carbohi-
dratos tenido 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 tapé, permitiendo que el -
amortiguador empezara a caer sobre ella para eluirla. Una
vez que cmpez6 a salir la muestra se recolectd en los tu-
bos colectores. El volumen recolectado por tuvo fué de -
100 6 300 microlitros. E1 tiempo de coleccidn fué de o,

7y 12 minutos.

l.La presién usada fué la hidrostatica o la de una

bomba compresora.
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En cada uno de los tubos se investigd la presen-
cia de proteinas en el espectrofotdémetro (vensidad Optica

a 280 nm), asi como la actividad amilolitica.

Los tubos mis representativos (mayor actividad),
se pasaron nuevamente por la columna. E1l experimento se

detuvo cuando la lectura de proteinas persisti6é en cero.

CULTIVOS SONICADOS

S6lo se les determindé proteinas y actividad ami-
lolitica, asf como electroféresis en gel de acrilamida --

(6.13.).

BIOQUIMICA DE LA ENZIMA

Se realizaron determinaciones encaminadas a cono
cer un poco de la bioquimica de la amilasa producida por
las cepas microbianas seleccionadas. Las determinaciones

que se llevaron a cabo fueron: <

-Comparacién de los efectos de la sonicacién en -
la actividad de la amilasa.

:Determinacién del pH 6ptimo de actividad de la -
amilasa.

_Determinacién 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 6ptima de actividad.

-Determinacidén de la influencia del Fenil Metil
Sulfonil Fluoruro (PMSI) en la resistencia a la
incubacidén de la amilasa microbiana, en su tem-
peratura O6ptima.

-Influencia de: sacarosa, maltosa y PMSF sobre la

actividad amilolitica.

6.17. Comparacién de los efectos de la sonica-

cidén en la actividad de la amilasa.

Las cepas seleccionadas se cultivaron durante 6
dias cn medio 1iquido, con acreacidn (agitacidén), a 28°C,
posteriormente sc¢ sonicaron a 25 Kllz durante 60 minutos a

temperatura ambiente.

Se determind la actividad amilolitica (Método

06.9) antes y después de ser sometidas a sonicacidén sin -

adicidén y con CaCl, al 0.02% (75 microlitros), la canti
dad de proteinas se determind por el método de Lowry (03),
en ¢l caso de los residuos celulares fué necesario tratar

los con 1 ml de NaOil 5N.

Una vez sonicadas, las cepas sc centrifugaron a
10,000 rpm a 0°C, durante 060 minutos, separdndose el sobre
nadante para ser precipitado con sulfato de amonio de 0 a
70% de saturacién. La didlisis de los precipitados y so-

brenadantes sc¢ efectud contra agua dJdestilada a 4°C, con
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agitacién continua, cambiando cl agua de didlisis hasta

que la reaccién con BaCl, fué negativa.

Se midié la actividad amilolitica después de dia

lizados.

0.18. Determinacién del pll éptimo de actividad

de la amilasa.

Se realizé utilizando los siguientes valores de

3.5, 4, 4.5 y 5: .Obtenidos con amortiguador de acetatos
die svalipoten Qo T MEEa 2

5.5, 6, 0.5 y T: Amortiguador de fosfatos de Sorensen -
0.1 M (62).

7, 7.5, 8, 8.5 y 9: Amortiguador de Barbital sédico ---

0.1 M (62). ’

La muestra utilizada fué extracto crudo de CRzi -

ma: 1 ml.

Se usé como sustrato 5 ml de solucién de almidoén

soluble al 1% y 3 ml del amortiguador para el pil descado.

Se determind ¢l pi de la solucién de almidén, --
del extracto microbiano, asi como del conjunto enzima-sus

trato-amortiguador.
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ptl del amortiguador pH real de la mezcla

Cepa 23 Cepa 84
BLS 3.62 37
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
7.0 7.10 7.09
7S 7. 52 7.55
8.0 8.03 8.08
8.5 8.35 8.40
9.0 8.56 8572

Después de iniciada la reaccidn (a temperatura
ambiente), se tomaron muestras de la mezcla a diferentes
intervalos de tiempo, midiendo la actividad por el método
dextrinizante (6.9). En el momento en que uno de los tu-
bos mostré una coloracién amarilla, la reaccidn fué dete-
nida por adicién de 6 gotas (aproximadamente 160 microli-

tros) de Lugol a cada tubo de reaccidn.

La actividad se determindé por medio de la compa-
racién de colores entre los tubos al contacto con el lu--
gol, otorgédndose unidades arbitrarias segin la coloracidn

(20, 77, 89).
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Coloracidn Unidades
Arbitrarias

Azul-necgro g 0

Violeta 1.0
Café rojizo obscuro 1.5
Café rojizo 2.0
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. Determinaci6én de la temperatura 6ptima de

actividad de las amilasas microbianas.

Esta determinacidén se efectud utilizando extracto
microbiano libre de células (centrifugacién a 3,500 rpm, -
durante 30 minutos a temperatura ambiente), de las cepas -

seleccionadas.

Las temperaturas usadas fueron: 4, 15, 25, 30, -

10, 50, 60, 70, 80 y 92°C.

0.2 ml del extracto microbiano fueron agregados
a 1 ml de la solucién de almidén al 1%, agitando e intro-

duciendo rdpidamente el tubo de ensayo en el bafio de agua
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a la temperatura descada.

Se tomaron alicuotas a determinados tiempos (5 6
10 minutos) para determinar la actividad amilolitica de’ -
la enzima, en base a la desapariciénﬂdc la coloracibn en-
tre el almid6én y el Lugol (Método 6.9). Este procedimien
to se aplic6 también a muestras a las que se les adicioné

75 microlitros de CaCl2 al 0.02%.

La actividad se reporta en unidades Internaciona

les ya que se cuantificaron proteinas.

6.20. Pérdida de actividad de las amilasas a su

temperatura 6ptima de actividad.

La determinaci6én se realiz6é sometiendo 3 ml del
extracto crudo, libre de células, a diferentes tiempos de
calentamiento: 1, 5, 15, 30, 45 y 60 minutos, a températg

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

En el caso de la cepa 84 fué necesario hacer 1la
determinacidén a 6 y 10 minutos, ademds de los tiempos es-

tablecidos para la prueba.

Después del tiempo de incubaci6n se tomé una alf
cuota de 0.1 ml de la enzima y se colocé en un tubo de --
ensayo el cual contenia 0.5 ml de soiucién de almidén al
19. Se hizo simultdneamente la determinacién con adicién
de 75 microlitros de CaClz, agitindose rdpidamente en el

agitador Vortex.
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La medicién de la actividad se hizo como en el
caso anterior, reportdndosc también en Unidades Interna-

cionales.

6.21. Influencia del Fenil Metil Sulfonil Fluo
ruro (PMSF) en la resistencia a la incubacién de la ami-

lasa microbiana a su temperatura optima.

El motivo de esta determinacién fué observar si
la enzima se inactiva realmente por el efectp del calor
0 ‘por accién de las proteasas, producidas por el mismo -
microorganismo y presentes en el extracto microbiano, las
cuales podian ser activadas por el calentamiento Yy provo

car la inactivacién de la amilasa.

Se agregaron 11 microlitros de PMSF (0.1M en --
propanol) por ml 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
reaccidén por adicién de Lugol (igual que en la determina-
ci6én de pH), determindndose la actividad en unidades In--

ternacionales.
6.22. Influencia de la sacarosa sobre la activi
dad amilolitica.

El rango de concentracién de sacarosa para la --

prueba fué: 0.01, 0,02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08,
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0.09 y 0.1 mg por cada 0.2 ml de extracto.

El extracto microbiano libre de células (centri-
fugacidén a 3,500 rpm, 30 minutos), fué dializado durante

12 horas a 4°C y en agitacidén constante.

A 0.2 ml de enzima, colocados en un tubo de ensa
yo, se les agregd sacarosa en forma s6lida, agitdndose --
rdpidamente para disolver la sacarosa, la mezcla se dejd
en reposo 3 minutos después de lo cual se adicion6 1 ml -
de solucidn de almidén al 1%. La determinacidn se hizo -

sin y con adicién de CaCl, (75 microlitros).

Se determind la actividad en la forma acostumbra

da, reportidndose en Unidades Internacionales.

6.23. Influencia de la maltosa sobre la activi-

dad de 1la amilasa microbiana (7).

La maltosa fué agregada en diferentes concentra-
ciones: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg, al extracto microbia
no. Las cantidades de maltosa elegidas para la prueba, -
se determinaron en base a la concentracién inicial de la
misma agregada al medio de cultivo, en el cual la cepa --

microbiana se desarrolld.

La determinacidén fué realizada a temperatura --

ambiente.
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A 1 ml del sustrato (almidén al 0.1%) se le agre
g6 la maltosa agitdndose perfectamente, después se adicio

naron 75 microlitros de CaCl2 y 0.2 ml de la enzima.

Simultidneamente se hizo la determinacidén a un --

control sin maltosa.

Sc determiné la actividad en cada una de las --

muestras, reportdndose en Unidades Arbitrarias.

6.24. Influencia del Fenil Metil Sulfonil Fluo-

ruro (PMSF) sobre la actividad de la amilasa.

La actividad de la amilasa se determind a dife-
rentes concentraciones de PMSF (0.1M en propanol): 5, 10,

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

A 0.2 ml del extracto, se agregd el PMSF, dejéan-
dose durante 2 minutos, posteriormente se agregd 1 ml del

sustrato (almidén al 0.1%).

La prueba se efectud sin y con adicidén de CaClZ.
La medicién de la actividad se hizo en Unidades Arbitra-

rias.

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS.

6.25. Se realizaron pruebas Morfoldgicas y Bio-

quimicas.
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Para la observacidén al microscopio de los micro-
organismos que se estudiaron, se usaron las siguientes --

técnicas de coloracidn:
a). Tincidn simple
b). Tincidén de Gram.

c). Tincidén de esporas

Los hongos y actinomicetos se estudiaron median-

te microcultivos tefiidos con azul de metileno de Loeffler.

Los reactivos y procedimientos son los usuales -

en Microbiologia (18).

Las pruebas efectuadas para la identificacién de
algunos microorganismos, de acuerdo con el Manual de Ber-

gey (17), fueron:

-Caracteristicas 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.
-Hidrélisis de gelatina, almiddén y caseina.

-Produccién de indol, acetil metil carbinol, ureasa.
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-Utilizacifn de sales de amonio y citratos.
-Reduccidn de mitratos a mitritos.

-Fermentacifén de azficares: glucosa, arabinosa, Xi
losa, sacarosa, rafinosa, rtammnosa, dulcitel, ino

sitol.

Los medios de cultivo y reacciones especificas,

son las indicadas por Jacobs {51).
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IV. RESULTADOS

7.1. Aislamiento de microorganismos.

Cada una de las muestras utilizadas aportd dife-
rente cantidad de cepas microbianas, obteniéndose un mayor
nimero de aquellas con un alto contenido de almidén, va--
riando el nGmero 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-
biana;'(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 X).

El tiempo de cultivo fué decidido en base a la -
literatura (3) y 1a medicién de los halos de hidrélisis a
diferentes tiempos (3, 4, 5y 6 dias de crecimiento) ob--

servindose la midxima produccién de enzima a los 6 dias.

7.2. Seleccidén de microorganismos.

Las cepas microbianas cuyo halo de transparencia
fué apenas perceptible o negativo (zonas de reaccién nega
tiva almidén-yodo) se desecharon, mientras que aquellas -
que mostraron un halo francamente notorio y de mayor lon-

gitud fueron seleccionadas y conservadas en refrigeracidn.
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La determinacidén de la longitud de los halos de
hidr6lisis alrededor de la colonia microbiana permitid -
preseleccionar 73 cepas amiloliticas. Los resultados se

muestran en la Tabla I.
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ESTUDIOS PARA SELECCION DE MICROORGANISMOS

Cepas aisladas: 211

\

Seleccidn de acuerdo con el halo de hidrdlisis en
agar-almidén

v

Cepas: 73
Seleccién de cepas por Seleccién de cepas de
tiempo de licuefaccién acuerdo con el halo de
del almidén hidr6lisis en agar-al-

\\ midén al pH 6ptimo.
Cepas: 26

(8 Bacterias, 2 Actinomicetos, 16 Hongos)

e N

Estudios macro y Selecci6n de cepas de
microscdpicos acuerdo al halo de --
hidrdlisis con adicip
nes de Ca
Cepas: 10

Bacterias, Actinomicetos, Hongos

: |

ULTRASONIDO
Determinacién cuali- Determinacién cuantita-
tativa de hidr6lisis tiva de la formacidn de
en el sobrenadante - azlicares reductores ---
(Método Dextrinizan- (Método Underkofler)

te) ) \\‘ ‘/,

Seleccibén de cepas mis activas por diferen-
tes métodos de estudio

|

Cepas seleccionadas: 2
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Tabla 1. Fuente de aislamiento y longitud del halo de
hidrdlisis de las 73 cepas seleccionadas.

Cepa : : Longitud del halo
Mo Fuente de aislamiento Se %idrélisis (om)
1 Suelo de establo 8.0
% Suelo de jardin 5.0
3 Aire del laboratorio de
Microbiologia 50
4 Pan enmohecido 6.0
5 Suelo de cultivo de maiz 6.0
6 Aire 10.0
7 Pan enmohecido 5.0
8 Coliflor 5.0
9 Papa en estado de putre-
faccidn 3.0
10 Pan enmohecido 3.0
11 Cultivo de maiz 2.0
12 Suelo de porqueriza 3.0
13 Suelo de porqueriza 3.0
14 Tortilla 6.0
15 Suelo de basurero 3.0
16 Suelo de porqueriza 6.0
17 Suelo de basurero 8.0
18 Cultivo de maiz 2.0
19 Pan enmohecido 3.0
20 Suelo de jardin 8.0
21 Suelo de jardin 4.0
22 Papa en estado de putre-
faccibn 5.0
23 Suelo de milpa 10.0
24 Cultivo de frijol 8.0
26 Pan enmohecido 2.0
27 Suelo de milpa 3.0
28 Suelo de jardin 6.0
29 Suelo de milpa 8.0
30 Suelo de establo 2.0
31 Coco enmohecido 4.0
32 Suelo de porqueriza 7.0
33 Cultivo de maiz 250
34 Suelo de jardin 3.0
35 Agua de lavado de papa 3.0
36 Elote enmohecido 9.0
37 Suelo de milpa 5.0
38 Durazno enmohecido 2410
39 Aire 5.0
40 Cultivo de maiz 3.0
41 Suelo de jardin 6.0
42 Cepa pura de Aspergillus niger

(38}
.
o

(Coleccién Fac. Quimica)
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Tabla 1. (Continuacidn).
ggpa Fuente de aislamiento Longitud del halo
: de hidrdlisis (mm)
43 Suelo de porqueriza 4.0
44 Basura fermentada 2.0
45 Suelo de porqueriza 4.0
46 Basura fermentada 5.0
51 Basura fermentada 3.0
512 Suelo de milpa 2.0
53 Cultivo de malvdn 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 jardin 3.0
60 Cultivo de malvdn 5.5
61 Suelo de porqueriza 2.0
63 Cultivo de papa 7.0
64 Cultivo de malvon 3e0
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-
faccibn 5.0
82 Suelo de basurero 4.0
83 Suelo de basurero 2.0
0.0

84

Aire

pry
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7.3.1 Influencia del pH en—la actividad amilo-
é, Suo o N

1itica de,laszee?gs_selquionadas.
o1 S Y,
Los resultados de esta prueba aplicada a las 73

cepas seleccionadas, indican el pH °Pt1m9,Q9gE§d%;g£§¢33

ellas para su méxima actividaq. Tabla 2, Graficas 1-17.

Tabla 2. Efecto de las variaciones de pH en la activi-
dad amilolitica en las cepas estudiadas. Los
ntGmeros indican el radio de hidrdélisis en mm
en las placas de agar-almiddn.

Cepa pH
No. 5 6 7 8 9
iR 1 i 6 6 S
2 4 6 5 3 2
3 1 3 4 9 7
4 3 4 4 5 4
5 1 6 6 U 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/-15 5
10 1 1 3 2 1
11 1 2 0 0 0
12 7 5 4 3 3
13% 7 6 4785 4.5 4
14 S5 355 4 3 1
15 2.5 6 7 55 5
1.6 8 5 5 5 4.5
157 5 5 5 2 0
18 0 0 5 1 0
194 2 8 10 4 3
20% 0 8 9 6 3
21 0 10 6 3 1
22 1 2 12 8 6
23N 0 19 18 16 10
24 % 0 18 16 16 12
26 0 9 9 6 0
27 0 7 D 5 2
28 0 10 "z 11 6
29" 0 10 11 15 15
30 0 3 2 5 4.5
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Tabla 2.

(Continuacidn).

5 S

49006075305033065343683255725540272315357005

—— -—

07027075025006366454896366058650376475557337

Y — — -~ vy —

pH

673372856452657585448644765685544855656600777
—r —— -

5 5 S

76425367636255548545024454800365595855056200

— —— — ——

—TOONNUVUUNNO—OMANOSTMGUVANNIErErMNOTNOOOOUNIMNOONONNANWNOTNO
— —

Cepa
No.

31%
3%
33
34
35
36
37
38
394
40
41
42
43
44
45
46
51
52
53
54
55
57
58
59
60*
61
63
64 *
65
66*
67*
68
70%
72%
73%
74%
75
77
79%
80
81
g2
83
ga*

Cepas seleccionadas para estudio posterior.



GRAFICAS 1-17

Efecto de las variaciones de pH en la actividad

amilolitica de las cepas estudiadas.
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7.4. Determinacidén de la actividad amililiti-

ca: disminucién de la viscosidad (licuefaccién).

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-

cién del almiddén. Tabla 3.
Las unidades de actividad pueden obtenerse di-

vidiendo, 100 entre el tiempo de actividad.

Tabla 3. Determinacién de la actividad amilolitica.
Disminucidén de la viscosidad (Licuefaccidn).

Cepa ] Tiempo de licuefaccién (min.)
No. Sin diluciodn 1510 1:20
b 10 35 b
2 25 >120 L=
3 >120 Sy =i
4 >120 o
5 30 >120 v
(6 5 45 s
7 5 40 e
8 9 . 50 e
g% 9 50 e
10 10 60 =
11 35 76 A
12 80 >120 n
13% 12 55 .
14 50 >120 =
1l 35 >120 s
16% 1 27 o
17 2 39 e
18 3 45 2
9= 10 55 =
20% Ao 47 .
21 >120 . e e !
22 35 >120 =i
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Tabla 3. (Continuacidn).
Cepa Tiempo de licuefaccién (min.)
No . Sin dilucibén 1:10 11320
23% 5 25 --
24 % < 1 15 30
26 >120 - = ==
27 25 69 --
28 >120 -- ==
29% < 5 15 20
30% 10 32 ==
31% 20 60 -
3% < 5 15 30
33 75 -- --
34 70 e =i
35 75 -- ==
36 >120 -- ==
37 >120 -- ==
38 >120 -- --
39% < 5 35 40
40 97 -- ==
41 90 -- -=
42 >120 -- ==
43 >120 == ==
44 58 >120 ==
45 60 >120 --
46 >120 -- ==
51 >120 -- =
52 45 -- ==
53 20 -- ==
54 >120 -- ==
55 >120 -- -=
57 >120 -- ==
58 >120 -= ==
59 45 == Sle
60% 10 >120 --
61 >120 -- e
63 >120 -- ==
64% 15 == ==
65 90 -- S
66% 18 == ==
67% 12 >120 ==
68 31 == =
70% 33 -- 2c
72% 15 >120 Se
73% < 5 65 ==
74% 28 >120 T
75 120 et i

*
Cepas seleccionadas para estudio posterior.
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Tabla 3. (Continuacién).
Cepa Tiempo de licuefaccién (min.)
No. Sin dilucién 1:10 1:20
77 >120 —i= --
79% 5 40 >120
80 >120 &l £ 0
81 >120 == -
82% >120 ~ = --
83 >120 ~= --
84% < 5 -- --

Considerando el pH 6ptimo para la midxima activi-
dad amilolitica y el tiempo de licuefaccién, 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-

cién de iones calcio en la actividad amilolitica.

e e s
Las concentraciones de iones calcio en este expe
rimento estan expresadas 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

ko=

tabTa 4 y graficas 18-20.
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7.6. Prueba de catalasa.

Con el objeto de estudiar los requerimentos de
oxigeno en las 26 cepas seleccionadas, se efectué la --
prueba de produccidén de catalasa; como en todos los ca-

sos result6é positiva se suprimié la tabla.
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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 amilolitica, y fueron las siguientes:

6,523, 24, 29, 31, 32, 72 7.3, 83 y 84%

Estas se sometieron a sonicacidn con diferentes
abrasivos para liberar la amilasa intracelular y tenerla

en mayor concentracidén (Método 6.8.).

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

forma agitada y estdtica.

Debido a que no se observé una variacidén nota-
ble entre los cultivos agitados y estdticos, se decidid

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 5. Efecto del sonicado con diversos abrasivos so-
bre la actividad amilolitica de algunas cepas
microbianas. Los valores indican tiempos de -
hidrélisis de una solucién de almiddn (min.).

S¥o ny 1N chard o

Perlas Polvo
Cepa : Sin so Sin de de CSi

No. Cultivo nicar adicién vidrio vidrio

6 estdtico 23 16 21 25 20
agitado 23 140 149 210 140
23 estatico 6 5 5 5 4
agitado 4 4 7 10 14
24 estdtico 17 12 6 9 10
agitado 22 14 14 14 20
29 estatico 6 6 5 5 5
agitado 3 3 4 3 5
31 estatico 180 196 60 110 60
agitado 52 65 31 65 97
32 estidtico 9 8 5 8 6
72 estidtico 7 8 6 7 5
73 estitico 16 10 11 12 11
83 estdtico 22 24 26 52 17
84 estatico 32 24 14 12 14

7.8. Determinacidén 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 sonicacién y su actividad amilolitica fué registrada

en forma cuantitativa mediante la determinacién de azficares



reductores, expresados en mg de maltosa (Método 6.10.).

Estas 4 cepas s6lo se eligieron como un estudio
preliminar en la determinacidén del tiempo necesario para
observar la formacidn de azlcares reductores y la tempe-

Tatura de esta prueba.

Los resultados se indican en las tablas 6 y 7.

Tabla 6. Determinacién de azficares reductores producidos
por la amilasa a diferentes tiempos de incuba--
cidén frente a una solucién de almiddén al 0.1%,
a temperatura ambiente. Los valores indican mg
de maltosa.

Cepa Tiempo de incubacién (min.)

No. 5 10 15 30
23 14 1.4 1. 1.4 4.5
29 0. 0.9 0. 0.9 1.7
83 0. 1.4 1. 1.7 2.0
& 0. 1.1 2 2.0 2.4
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Tabla 7. Determinacién de azficares reductores producidos
por la amilasa al incubar a temperatura ambien-
te y a 28°C, 30 y 60 minutos frente a una solu-
cién de almidén al 0.1%. Los valores correspon
den a mg de maltosa.

Cepa Temperatura ambiente 28°¢€

No. 30 min 60 min 30 min 60 min
23 2.0 250 251 3.8
29 2.0 2050 3.6 297
83 S8 sl 1ied 1.4
84 1.0, 2 8.3 5.5 4.4

De acuerdo a los resultados obtenidos anterior-

mente, se decidid determinar la actividad amilolitica por

formaci6én de azficares reductores a 30, 60 y 90 minutos a

temperatura ambiente de las cepas:

83 y 84.

16, 20, 23, 24, 29, 32,

Tratadas con ultrasonido a diferentes tiempos,-

sin ninglin material adicional.

en la tabla 8 y graficas: 29-34.

Los resultados se muestran
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Tabla 8. Efecto del sonicado sobre la actividad amiloli-
tica. Determinacién de azicares reductores a -
30, 60 y 90 minutos; obtenidos por la accién de
la enzima de diversas cepas sobre una solucidn
de almiddén al 0.1%. Los valores indican concen
tracién de maltosa en mg.

Cepa Sonicado Tiempo de accién (min.)
No. t.(min.) 30 60 90
16 - 2 2 2
J 5 285 2.5 2
) 15 212 3 4.1
5] 30 4.4 5 5+2
§ 60 58 6.9 6.9
20 - 8.1 8.1 8.1
i 5 5 5 5
n 45 5.8 5.8 5.8
1" 30 5.5 S.5 5.5
" 60 5.5 5.5 5.8
23 - 6.4 6.5 67
1 5 8.3 8.3 7.7
" 15 8.6 8.6 8.9
u 30 8.6 8.6 8.6
it 60 8.6 8.6 8.6
24 - T2 Tiaih 7.7
1 5 6.9 6.9 7.2
A 15 72 7.92 74215
u 30 72 1/ 75
1 60 762 77 Uy
29 - 72 705 7.5
i 5 6.9 T2 T2
U 15 7.5 745 8.1
i 30 755 77 8.1
A 60 72 752 7.2
32 = Tie'S 7.5 745
1 5 6.6 6.9 12
i 15 5.8 5.8 5.8
i 30 o2 7.5 7.5
’ 60 6.6 6.6 6.6
83 - 255 2.7 2t
u 5 2057 3 3.3
N 15 3k 3.3 3.6
% 30 33 T3 3.6
i 60 3.6 3.8 4.4
84 - 7.8 9.2 9552
u 5 5 4.4 5
1 15 4.4 5 5
i 30 11 11 11.6
! 60 11.6 11.6 1.6
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7.9. Determinacidn de la actividad amilolitica
de amilasa de malta para comparacidén con amilasas micro-

bianas.

Tabla 9. Determinacion de azlicares reductores a 30, 60
y 90 minutos, sobre una solucidn de almiddn al
0.1%. Los valores indican mg de maltosa.

Enzima hll® Tiempo de accidn (min.)

(1 mg/m1) Almidon 30 60 90
1 ml 1 ml 1 0.8 0.6
2 B 0. 0.3 0.3
il 10 " 0. 0.2 0.3




GRAFICAS 18-28

Efecto de la presencia de ca** en 1a actividad

amilolftica de 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 ENZIMA

Los resultados que a continuacidén se muestran

estidn expresados en dos tipos de unidades:

-Unidades I[nternacionales (U.I.) expresadas en:
mg de almidén/mg de enzima/minuto (1).

-Unidades Arbitrarias.

Las primeras fueron posibles debido a que a las
muestras se les determindé cantidad de proteinas y tiempo
de hidrélisis del almid6én; mientras que en las segundas
solo se determiné el tiempo de hidrdlisis de las muestras
que alcanzaron primeramente el punto final de reaccidn --
(color amarillo) haciéndose una comparaci6én posterior de
los colores obtenidos por las demds mezclas en ese instan
te, expresidndose en este caso por medio de nfimeros de ---
acuerdo a la coloracién presentada al contacto con Lugol,
la cual indica el grado de hidr6lisis del almiddén. Las -

unidades otorgadas se indican en el método 6.18. Pdgina 59.

PURIFICACION DE LA ENZIMA

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

La precipitacién con sulfato de amonio a 0°C llegd
hasta 90% de saturacién, 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 adicién y con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS).

Antes de iniciar el desplazamiento electroforético se
investigé la inactivacién 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. Inactivacidén de las Amilasas Microbianas con

SDS.
Cepa Proteinas Actividad (U.I.)
No. mg/ml Sin SDS SDS 0.1% SDS 0.5%
23 1.8 1.40 1.40 0.19
84 Z.1 0.16 0.05 0.03

La determinacidén de proteinas por medio de elec-
troféresis en geles de acrilamida sin adicién y con SDS -
no fué posible, ya que una vez hecha la emigracién y la -
tincién de los geles con Amido negro no aparecieron ban--

das que indicaran la presencia de proteinas.

Lo anterior pasd con todos los genes que se pre-
pararon de muestras de extracto crudo, no sonicadas, soni
cadas, concentradas por sacarosa y por ultrafiltracién mo

lecular en Amicon, de las cepas 23 y 84.
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La localizacién de la actividad amilolitica por
medio de la colocacién del gel de acrilamida (emigrado -
electroforéticamente con la muestra) sobre una placa de
agar-almidén al 1% (Zimograma) no mostré ningin dato fide
digno, ya que los geles sin muestra dan reacci6bn falsa --
positiva en la placa de agar-almidén 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 mondémeros
de bajo peso molecular los cuales se hubiesen difundido a
través del gel de acrilamida al 5%, asi que se utilizaron
geles con una malla mds cerrada, obteniéndose resultados

similares.

En los geles de agar al 1.5% tampoco aparecieron

bandas de proteinas al tefiirse con Amido negro.

Lo anterior fué el motivo de realizar la concen-
tracién de la muestra por medio de la eliminacién del vo-
lumen liquido en membrana de didlisis sobre sacarosa y --
por ultrafiltracién molecular en Amicon (membranas cali--

bradas de celulosa).
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CONCENTRACION POR ULTRAFILTRACION MOLECULAR EN AMICON

La concentracidén en Amicon (ultrafiltrador mole-

cular) permitid obtener 4 fracciones de diferentes tamanos

moleculares, con actividad amilolitica.

Para determinar la actividad se usaron 20 microli

tros de extracto microbiano frente a 1 ml de almidén al. --

0.1%.

Todas las muestras tienen inhibidor de proteasas --

PMSF 0.1M en propanol (11 microlitros/ml de extracto).

Los resultados se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Ultrafiltracidén Molecular en AMICON.

- Capacidad Actividad Volumen
TR Protef- | Actividad|gnyinatica | por Vol. total
cién |nas mg/ml RN 4 cotal nl
231 = == 2.20 227.04 103.20
23 =2 6.30 9.07 60.24 192.76 3.20
23-3 925 0.02 0.14 0.81 5.80
23-4 1205 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 1230 3.06 38.46 123.07 3.20
84-3 2.32 0.04 0.10 0.70 7.00
84-4 T 2353 1.14 0.93 9.30 10.00
84-5 203 0.24 0.70 65.45 93.50

* mg almiddn hidrolizado/ml enzima/min.
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Los nfimeros 23 y 84 indican la cepa microbiana de la cual

procede la muestra.

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

filtradas y retenidas:

1. Extracto

trador.

2. Fraccié6n
3. Fraccidn
4. Fraccidn
5. Fraccién
6. Fracciodn

7. Fraccibn

filtrada " "
retenida " "
filtrada " "
filtrada " "

retenida

retenida por la membrana

de poro

microbiano inicial sin pasar por el ultrafil-

de 30,000 nm.

Las fracciones 6 y 7 no mostraron actividad.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las di

ferentes fracciones, la mayor actividad amilolitica se en-

contré en la fraccibén 2, por lo que en &sta se ensay6 la -

precipitacién con sulfato de amonio a 0°C, de 0 a 50 y de

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

tados:
Tabla 12. Precipitacién con Sulfato de Amonio.
Cepa Fracisn Proteinas Actividad (U.I.)
No.
23 0-50 precipitado 2.3 0.31
50-75 v 0.8 0.001
0-75 sobrenadante 0.2 »
84 0-50 precipitado 15 0.02
50-75 8¢ 1.8 0.002
0-75 sobrenadante b n

L]
No cambi6 1la coloracién azul-negro

en 24 horas.
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DETERMINACION DEL GRADO DE PUREZA DE LA AMILASA EN COLUMNA

DE BIOGEL P-100

Una vez obtenidas las fracciones con tamafio 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 grdficas 35 para

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

La grafica 35 (extracto de la cepa 23) muestra una
serie de maximos con una 4drea localizada de actividad ami-
lolitica, la cual no corresponde a la elevacién mayor de -
proteinas, el miximo en la densidad Sptica corresponde al
Dextran azul usado para medir el volumen de exclusidén de -

la columna.

En la grafica 36 (extracto de la cepa 84) se ob-
servan los resultados de una primera filtracidén, tomdndose
en cuenta aquellos mdximos mids representativos, se llevd a
cabo una segunda filtracidén, obteniéndose la grafica 37, -
la cual muestra crestas y valles, tanto de proteinas como
de actividad amilolitica que no son continuos. En este --
caso se usaron globulina de ratdén y ovoalbGmina como marco

de referencia.

En ambas cepas se obtuvieron resultados que mues
tran la presencia de la amilasa de los extractos, asi --

como una serie de proteinas 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 graficas.

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 soni-
cadas fué determinada usando 0.2 ml de extracto microbiano
y 1 ml de solucidén de almidén 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. Comparacién de los efectos de la sonicacibn
en la actividad de la amilasa de la cepa 23.
Proteinas Actividad (U.T.)
Erageion mg/ml Sin CaCl, Con CaCl,
Cultive inicial
(al terminar tiempo
de incubacidn) 1.5 1.98 . 1.98
Cultivo no sonicado
(antes de sonicacién) 15 1.75 1.66
Cultivo sonicado 1.4 1.11 i) et

Centrifugacién a 10,000 rpm durante 60 min.

Células (cultivo no
sonicado)

Sobrenadante (culti
vo no sonicado)

Células (cultivo
sonicado)

Sobrenadante (culti
vo sonicado)

0.6

1.15.

0.43

1.20

0.22 0.26
0.72 0.72
0.10 0.10
0.70 0.69

Precipitaci6én del sobrenadante con sulfato
de amonio (0 a 70% de saturacién)

Precipitado no so
nicado

Sobrenadante no
sonicado

Precipitado
sonicado

Sobrenadante
sonicado

0.60

0575

0.15

0.80

0.42 0.61
* *
2.40 3.14
* *

* -~ . .
Permanecid un color café rojizo hasta las 24 horas de
iniciada la reaccién, por lo que no se determind la -

actividad.
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Tabla 14. Comparacidn de los efectos de la sonicacifn en
la actividad de la amilasa de la cepa 84.

Proteinas Actividad (U.I.)
FESEElon mg/ml Sin CaCl, Con CaCl,

Cultivo inicial
(al terminar tiempo
de incubacidn) 2.0 0.83 0.83
Cultivo no sonicado
(antes de sonicacidn) 2.0 0932 0.55
Cultivo sonicado 2.25 0.40 0.41

Centrifugacién a 10,000 rpm durante 60 min.

Células (cultivo no

sonicado)

Sobrenadante (culti

vo no sonicado)

Células (cultivo
sonicado)

Sobrenadante (culti

vo sonicado)

Precipitacién del sobrenadante con sulfato

0.45

1.0

1.35

0.37

de amonio (0 a 70% de saturacidn)

Precipitado no
sonicado

Sobrenadante no
sonicado

Precipitado
sonicado

Sobrenadante
sonicado

1.35

1.15

1.70

0.85

0.22

0.59

0.54

0.30

*
Permanecidé un color café rojizo hasta las 24 horas de ini-

ciada la reaccidn.
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DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD DE LAS AMILASAS
MICROBIANAS (Cepas 23 y 84).

El tiempo de incubacidn (temperatura ambiente)
para cada cepa, varid de acuerdo a la velocidad de hidrd-
lisis del almiddén, siendo para la cepa 23 sin adicién de
CaCl2 25 minutos y 19 minutos con CaClZ. Para la cepa -
84 estos tiempos fueron de 34 minutos sin CaCl2 y 31 minu

tos con CaClZ.

Los resultados obtenidos se expresan en Unidades

Arbitrarias en la tabla 15 y graficas 38 y 39.

Tabla 15. Determinacidén del pH dptimo de actividad de -
las amilasas microbianas.

Cepa 23 Cepa 84
Actividad Actividad
pH Sin CaCl2 Con CaCl2 pH Sin CaCl2 Con CaC]2
35162 0.0 0.0 3.7 0.0 0.0
4.10 0.0 0.0 45112 0.0 0.0
4.56 2.0 3.0 4.58 0.0 0.0
5.03 3.0 4.0 5102 2.0 2.0
5.81 4.0 5.0 (20") 5.85 3.0 2.0
6.18 SL0RE25¢) 5.0 (19") 621 4.0 3.0
6.62 5.0 (26') 5.100 (22%) 6.65 5.0 [(137") 5.0 (32')
7.10 4155 4.5 7.09 5.0 (37'") S0 (310
2452 4.0 3.0 755 5.0 (34") 5.0 (33'")
8.03 20 1.5 8.08 4.0 4.0
8035 1.0 0.5 8.40 2.0 3.0
855 0.0 0.0 8.72 2.0 2050

(t): minutos.
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DETERMINACION DE LA TEMPERATURA OPTIMA DE ACTIVIDAD DE
AMILASAS MICROBIANAS (Cepas 23 y 84).

Para la presente determinacidn se utilizdé extracto
crudo microbiano, no dializado, frente a una solucidn de --
almidén al 1%. Los rtesultados se muestran en la tabla 16 y

en las graficas 40 y 41.

Tabla 16. Determinacién de la temperatura Gptima de activi
dad de las amilasas microbianas.

Cepa 23 ] Cepa 84
Temperatura Actividad (U.I.)

° Sin CaCl2 Con CaCl2 Sin CaClZ Con CaCl2
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 2522 1.08 1.08
50 1.96 2.08 1S 1525
60 2022 3.03 1.92 1.92
70 2.80 3.33 2 A
80 0.83 td & L
92 ® * * *®

*
Permanecid un color café rojizo hasta las 24 horas, por 1lo
que no se determind la actividad.
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PERDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LAS AMILASAS A SU TEMPERATURA
OPTIMA DE ACTIVIDAD

Una vez hecha la determinacién de la temperatura
optima de actividad de las amilasas (70°C para la cepa 23 y
60°C para 1a cepa 84), se procedi6 a determinar la resisten
cia de ambas enzimas al calentamiento. Las muestras se dia
lizaron para eliminar iones divalentes que pudieran afectar
la actividad enzimdtica. Se adicionaron 11 mictolitros de
Fenil Metil Sulfonil Fluoruro (PMSF) 0.1M en propanol por -

cada ml de extracto.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla y

en las grdaficas 42 y 43.

Tabla 17. Pérdida de actividad de las amilasas a su tempe-
ratura Optima de actividad.
Cepa 23 (70°C) | cepa 84 (60°C)
Tiempo de S
calentamiento ACt}VIdad (U.1.)
(minutos) Sin CaCl2 Con CaCl2 Sin CaCl2 Con CaCl2

0 1.96 1.96 0.83 0.96
1 1.58 1.58 0527 0.23

5 1.07 1.28 L *h

15 0.40 0.43 *% ok

30 0.18 0.19 R A3

45 0.13 0.14 % L)

60 * * RN R

L]
Permanecié un color café rojizo a las 4 horas de iniciada la
reaccién por lo que ho se determind la actividad.
A%
Después de 4 horas aln se presentd coloracién 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 determinacién no
fueron dializadas. Los resultados se muestran a continua-

cidén en la tabla 18 y en las graficas 44, 45 y 45°'.

Tabla 18

Actividad (U.I.)

Tiempo de
calentamiento Sin PMSF Con PMSF
Lo Sin CaCl, Con CaCl, [Sin CaCl, Con CaCl,
Cepa 23
Temperatura Sptima 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 0SS5
15 0.17 0517 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 G6ptima de actividad: 60°C
0 074 0.83 052 0.50
1 050 0.50 0.45 0.45
5 * » 0.47 0.48
15 * * % ®
30 * * * *
45 * ® * ®
60 *® * * ®

*
Permanecid un color azul-negro al agregar Lugol, hasta las
24 horas, por lo que no se determindé la actividad.
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INFLUENCIA DE LA SACAROSA SOBRE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA

La determinacidn se realizé utilizando muestras dia
lizadas e incubadas a temperatura ambiente. Los resultados

se muestran en la tabla 19. Grafica 46.

Tabla 19

mg de Sacarosa Lok l Cepa 64

por cada 0.2 ml Actividad (U.I.)

dE oXExa cfa Sin CaCl, | Con CaCl, |Sin CaCl, | Con CaCl,
0.00 il R $e19 0.71 0.83
0.01 oy 1.19 0.59 0.62
10.02 1Eerlil 1.11 0.59 0.59
0.03 1k 1.11 0.55 0.55
0.04 B 3 0.27 0.27
0.05 * & 0.17 0.17
0.06 % L 0.16 0.16
0.07 A * 0.15 015
0.08 & # 0.12 0.11
0.09 = * 0.10 0.09
0,10 x * 0.08 0.08

* % 5 A
El valor (1.11) se repite en las determinaciones subsecuen
tes.

INFLUENCIA DE LA MALTOSA SOBRE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA

Para determinar la actividad se usd muestra no dia

lizada y solucién de almidén al 0.1%. E1 tiempo de incuba-
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cidén para la cepa 23 fué de 3 minutos en ausencia y pre-
sencia de CaCl, y de 30 minutos para la cepa 84 sin adi-

cién y con CaClZ(Tabla 20, Grafica 47).

Los resultados expresados en unidades .arbitra--

rias se presentan a continuacidn:

Cepa 23: En todos los casos se registrd un co-
lor amarillo (Unidad arbitraria 5.0), tanto sin

adicidén como con CaClZ.

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

mg de maltosa Actividad
por cada 0.2 ml (Unidades Arbitrarias)
de extracto Sin CaCl2 Con CaCl2
0.0 1.0 1.0
0 2000 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 AMILASA

La actividad amilolitica de los extractos micro-
bianos de las cepas 23 y 84 es afectada por la presencia
de PMSF, siendo mayor el efecto sobre la actividad de 1la
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cepa 81. (Tabla 21).

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Cepa 23: En todos los tubos de reaccién sin y
con adicidén de PMSF y CaClz, el almidén fué --
hidrolizado en 2 minutos, siendo este mismo da
to el tiempo de incubaci6n para que se lleve a

cabo la reaccidn.

Tabla 21. Influencia del PMSF sobre la actividad de 1la
amilasa de la cepa 84. (Grdfica 48).

PMSF/0.2 ml Actividad (Unidades Arbitrarias)
de extracto
(microlitros) Sin CaCl2 Con CaCl2
0 5.0 5.0
5 5.0 5.0
10 4.5 5.0
155 4.5 4.5
20 4.0 4.0
25 3.0 3.0
30 3.0 2.5
35 2.5 2.5
40 2.0 Z2o0n
50 1.0 1.5

La cepa 84 did reaccibén positiva sin PMSF a los
30 minutos con CaCl2 y a los 45 sin CaClZ, siendo estos
datos los tiempos de incubacibén para que se lleve a cabo

la reaccibn.
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IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Los microorganismos identificados comprenden las 26

cepas a las cuales se les determind la Influencia de ca'’ en

la actividad amilolitica. 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 morfoldgicas de estos microorganismos se muestran
en la siguiente tabla:

Tabla 22. Clasificacién Inicial de las cepas bacterianas de
acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas y de

cultivo.
Prueba CEPAS
23, 29 24,32,39,72 73 63

Gram Variable + + =
Movilidad + + + +
Tamafio 4.8 x 0.8 4.8 x 0.8 M 2.4 x 0.8 /0.8 x 0.16
Formacidn
de esporas + + + s
CALDO NUTRI-
TIVO
a. Crecimiento | Nulo Nulo Pelicula Nulo

superfidal
b. Opacidad | Regular Regular Nula Regular
c. Sedimento| Viscoso Granular Granular Viscoso
d. Cantidadde

sedimento| Escaso Moderado Abundante Abundante
AGAR NUTRI--
TIVO
1. Crecimientd Moderado Moderado Abundante Lento
2. Forma Rizoide Irregular Rizoide Circular
3. Superficie | Rugosa Opaca Rugosa Brillante

HGmeda

4. Elevacidon | Plana Plana Plana Convexa
S. Borde Lobulado Ondulado Filamentoso | Entero
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A continuacidn se presentan los resultados obte-
nidos de las reacciones bioquimicas de las cepas bacteria
nas, asi como tablas comparativas para la identificacién

de Bacillus y Serratia (17, 51).

Tabla 23. Reacciones Bioquimicas de Bacilli.

CEPAS
PRUETBA ABCDETFGH 23 24 29 32 39 72 73
Crecimiento en:
Agar + + + + + o+ o+ 4+ + 0+ o+ o+ o+ o+ o+
Glucosa Agar + 4+ + F F o+ + o+ + 4+ o+ o+ o+ o+ o+
Glucosa Nitrato
Agar - = - = = nE w5 A S
Caldo nutritivo + + o+ o+ + o+ o+ 4+ + O+ o+ o+ o+ o+ 4
NaCl 2% - + =g e e
" 3" - + -+ o+ o+ o+ -
" 4n + + -+ 4+ o+ o+ 4+
" 54 - + + - + + - + - + + + +
(1] 7" » s - = + = - - - *
" 10" 2 + - 3 2 2 o - 5
Papa + + + - - % Vv - + + + + o+
Hidr6lisis de:
Almidén o+ 4+ + + o+ o+ + 3 gy
Gelatina + + + + -+ + o+ + O+ o+ o+ o+ o+ o+
Caseina ++++ -yt + + + + o+ o+
Produccidn de:
Indol R A S T
Ureasa N Shem s S A
Utiliz. citratos - -+ - - - -V N
Voges Proskauer R ERSENE B mee . RS
Red. NOS' a NOZ" -+ ++ -V VYV A T
Fermentacion de:
Glucosa + 0+ 68 + ® ® *
Arabinosa 4 ® + + J4E s
Xilosa t 9 + + o+ o+ o+ o+ o+ o+
Crecimiento a:
40°C * + ot + O+ o+ o+ o+ o+ o+
45°" + + 4+ - + + + 0+ o+ o+ o+ o+ o+
50°n + + + - + + + + * + 4+ + + =+
7.0t - - A% rld M R o o
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A). Bacillus coagulans, B). Bacillus macerans, C). B. liche-

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

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

Tabla 24. Reacciones Bioquimicas de Serratia y -
cepa 66. R

Prueba Serratia Cepa 66

Produccidn de:

Indol = =
Ureasa ; = -

H,S
PrueBa del Rojo

de Metilo +
Voges Proskauer - -
Utiliz. Citratos +

Hidrdlisis de:

Almiddn +
Caseina
Gelatina

Fermentacifn de:

4+ 4+
+ 4+ 4

Glucosa
Lactosa
Sacarosa
Inositol
Rafinosa
Ramnosa -
Arabinosa - -
Manmitol
Dulcitol - -

T~ "I - ]
L+ ®

+

*
Reaccidn débil.

Actinomicetos.- Las cepas 20 y 84 pertenecen a

este grupo. Los resultados de sus caracteristicas morfo-

16gicas y reacciones bioquimicas se indican en la Tabla 25.
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Algunas caracteristicas diferenciales de Actino-

micetos Se presentan a continuacifn:

Tabla 25. Caracteristicas Morfoldgicas y Bioquimicas de
las cepas 20 y 84.

Caracteristicas Cep
20 84
Morfologia Esporas en Esporas en
cadena cadena
Color del mice-
lio aéreo {(color :
de 1a colonia) Gris Amarillo
Color del mice-
lio vegetativo
{reverse de 1la Gris
colonia) obscuro Verde
Color en el medio - Amarillo
Catalasa + +
Hidrb1lisis de:
Almiddn + +
Caseina * +
Gelatina - *
Red. NOS- a Noz- * *
Crecimiento en:
Asparragina Agar *
60°C ~ -

Hongos.- Los hongos aislados no se identificaron, solo se
realizd la observacidn microscépica de la morfologia de sus

estructuras reproductivas.
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CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE ACTINOMICETOS {9, 17;; 51)=

Nocardia:

Actinomyces:

Streptomxces:

Micromonospora:

Thermoactinomyces:

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 adcido-resistentes.
Patdgeno para hombre y animales.

No hidroliza la caseina.

Angerobio o microaerofilico.

El micelio vegetativo se fragmenta en
artrosporas. No produce conidias.

No acido-resistente,

Pardsito en hombre y animales.

No proteolitico y no diastisico.

Aerobio.

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

Hidroliza caseina.

Aerobio.

Micelio no septado; Produce conidias
terminales y finicas sobre conididforos:
cortos.

No crecen entre 50 y 65°C.

No 4cido resistente.

Proteolitico y diastisico.

Aerobio.

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

Crece entre 50 y 60°C.
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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 descomposicién. 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

dén (elote enmohecido, cultivos de papa, maiz, frijo, etc.).

Se seleccionaron 73 cepas cuyo poder amilolfitico
en agar-almidon varié de 2 a 10 mm al ser revelado con so-
lucidn de yodo en agua.

La influencia del pH en la actividad amilolitica

€ estas cepas es variable, observdndose que para la mayo
ria de las bacterias, e*isten valores de pH de 6 y 8 de --
__madxima actividad, aunque en algunos C35°$,€5,7j mientras --
que para los hongos 165 valores 6ptimos de pH son 5, 6, 7
y 8. Por los resultados obienidos, bajo las condiciones -
establecidas, se observa que de los microorganismos estu-

diados, las bacterias presentan una actividad amilolitica

mayor (expresada en mm de hidrélisis).

— Después de determinar el pH 6ptimo para la produc
cién de amilasa por las cepas microbianas, se procedid a -

analizar la actividad de la enzima liberada al medio de --
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cultivo, mediante la disminucién de la viscosidad de una
pasta de almidén. La actividad enzimitica (tiempo de 1i-
cuefaccidn del gel de almidén) de las amilasas difiere de
una cepa a otra, pues se observé que algunos extractos --
hidrolizan rédpidamente al almidén: 1 a 5 minutos mientras

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

Las cepas microbianas mis prometedoras fueron se

leccionadas de acuerdo con:

= -Halo de hidr6lisis de agar-almiddn (grande) en
su pH 6ptimo.
-Tiempo de licuefaccidén del gel de almidén (cor-
\ to), debido a la exoamilasa.

\ o
| -Combinacidn de los dos parimetros anteriores.
l s g

(7 De acuerdo con estos criterios se redujo el nfi-

mero de cepas a 26.

7 Como se sabe, el ion calcio es un factor de acti
vacién y estabilidad para las amilasas por lo que se estu
did su efecto en la produccién y actividad de 1la enzima,
observandose claramente que la concentracién dereste ion

k;influye en forma distinta para cada microorganismo.

-Las bacterias generalmente requieren de 0.01 a
0.08% de iones calcio, notidndose que a mayores concentra-
ciones muchas de las cepas pierden actividad. Unicamente
| una cepa presenta su mixima actividad cuando no se adicio

L 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 midxima acti
vidad a cierta concentracién (0.01 a 0.05%), se mantiene -
constante afin a mayores concentraciones. Existen algunas
excepciones en las que parece no influir el ion calcio. --
Dos cepas muestran dos midximos lo cual pudiera deberse a -
dos enzimas que difieren en la concentracidén de iones cal-

cio necesaria para su actividad.

En lo referente a la sonicacidn de las cepas estu
diadas y de acuerdo con los resultados, se encontrd que no
es necesario agregar ninglin abrasivo para liberar la amila
sa, puesto que no se observd una variacién notable en la -
actividad. Lo mismo sucedid con cultivos agitados y esté-
ticos, por lo que esta Ultima condicidén se establecid para

los siguientes experimentos.

Con el objeto de verificar el mecanismo de hidré-
l1isis del almidén, ademis de los métodos mencionados ante-
riormente, también se;gstudio la amilolisis analizando la
formacién de azficares reductores, valorando la cantidad de
hﬁisnaa formada. De acuerdo con los experimentos inicia-
les, que sirvieron de guia para la cuantificacidén 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 28°C, y al obser-
var que no habia variacién con el cambio de temperatura, -

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

Los resultados de la extraccidn de la endoamilasa
por medio del sonicado, indican que en general un tratamien
to de 30 a 60 minutos aumenta la concentracidén de la enzima
sin pérdida de actividad, valorando ésta por la formacidn -
de azficares reductores. S0lo en un caso la sonicacién mos-
tré efecto negativo quiza debido a una accién desnaturali-

zante sobre la enzima.

Al establecer una comparacidon 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. Ademds se observé que la amilasa de malta

es fiacilmenté 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 amiloliti-
ca, para proseguir con el estudio, procurando profundizar
en los aspectos de purificacidn de la enzima y su comporta-

miento bioquimico.

Con el objeto de purificar las enzimas de las dos
cepas, se ensayd la precipitacidén con sulfato de amonio a

diferentes concentraciones, a una temperatura de 0°C, no -
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logridndose la floculacién de la enzima ni con un 90% de
saturacién. Los resultados negativos de la precipitacidn
con sulfato de amonio, sugirieron la idea de la existen--
cia de una enzima de bajo peso molecular, por lo cual se
determind primero la cantidad de proteinas presentes corre
lacionando este dato con la actividad amilolitica e inves-
tigando la composicidn proteinica de los extractos por des
plazamiento electroforético en gel de acrilamida sin y con
adicidén de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) para poder deter
minar con cierta aproximacidén el peso molecular de ambas -
amilasas. La ubicacién de las enzimas se estudid por me-
dio de zimogramas sobre placas de agar-almid6én, encontrdn
dose ciertas dificultades ya que en algunos casos el gel -

produjo reacciones falsas positivas.

Con el fin de conocer el rango de tamafio molecu-
lar en el cual se encuentran las enzimas obtenidas, se --
efectué 1la ultrafiltracidén molecular en el sistema Amicdn.
Con este procedimiento se concentraron las muestras al re
ducir su volumen y se efectud nuevamente la precipitacién
con sulfato de amonio (75% de saturacién), que ahora si -
tuvo éxito. La fraccién mayor de 30,000 nm (retenida por
1a membrana) mostré la mejor actividad amilolitica 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 --

proteico indica la presencia de muchas moléculas, algunas
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de las cuales muestran actividad amilolitica, lo cual indi
ca la presencia de varias amilasas o quizd formas polimé-
ricas de una misma. Con la cepa 23 también se encontré -
una variedad de proteinas, pero la actividad se localizé

en una sola de ellas.

Posteriormente se estudiaron los siguientes efec-
tos:
Sonicacidén: afecta a la cepa 84 y no muestra nin-

gin efecto sobre la cepa 23.

L pH 6ptimo de actividad: para ambas enzimas mues-
tra ciertas diferencias sobre todo si se considera la adi-
cién de iones calcio. Con la cepa 84 el 6ptimo de activi-
dad va de 6.65 a 7.55 sin y con adicién 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 CaC12.

Temperatura: mostré un efecto activador y es no-
table la observacién de que la cepa 23 tiene su 6ptimo a
70°C y afin la cepa 84 tuvo un 6ptimo a 60°C. 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 60°C, lo cual tam
bién es una ventaja para su aplicacién. Con esta idea en
mente se determind la resistencia de estas enzimas al ca-

lentamiento, observidndose que la enzima bacteriana (cepa 23)
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resistid una incubacidén de 45 minutos a 70°C, aunque tuvo
una disminucidn en su actividad amilolitica. Por otra --
parte la-enzima del actinomiceto (cepa 84), resultd inac-
tivada al cabo de un minuto de incubacién a su temperatura
6ptima de actividad (60°C). Este resultado podria deberse
a que los actinomicetos siendo conocidos productores de --
proteasas, estas podian activarse a altas temperaturas y -
romper a la enzima; por este motivo se decididé 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 adicién de PMSF, o sea que no hay ninguna inactiva-
cién de las amilasas por protedlisis. 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
mids tiempo, de lo cual se puede deducir que el inhibidor -

de proteasas si protege a la amilasa.

Se investigd también la influencia de la presen-
cia de disacaridos, tales como maltosa (que por ser produc
to final de la accién de ciertas amilasas podria afectar -
la actividad enzimdtica) y sacarosa. Estos disacidridos --
solo muestran cierta inhibicidén sobre la amilasa de la ce-
pa 84 sin observarse ninglin efecto en la cepa 23, que re--

siste la presencia de estos azficares.

Finalmente, la cepa 23 varia poco en actividad -
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con la adicidén de iones calcio, los cuales si modifican la

actividad de la cepa 84.

Con el objeto de conocer la posicidén de los micro
organismos en estudio, se procédié a efectuar la investiga
ci6én morfoldgica micro y macroscdpica asi como las pruebas
bioquimicas correspondientes, (de 26 cepas) con fines taxo
ndémicos, encontriandose que las cepas bacterianas aisladas

pertenecen a las siguientes especies:

Cepas: 23, 29 : - Bacillus macerans
1t S2INS O 2 B. coagulans
4 73 2 B. licheniformis
i 66 3 Serratia sp.

La cepa 24 probablemente pertenece a alguna varie
dad de B. coagulans, ya que priacticamente coincide con las
caracteristicas de esta especie, aunque muestra algunas di

ferencias.

En lo que corresponde a actinomicetos (cepas 20 y
84) podemos suponer que pertenecen al género Streptomyces,
aunque por la complejidad de su taxonomia no se tratd de -

investigar la especie correspondiente.

De las cepas de hongos estudiadas practicamente

todos corresponden al género Penicillium, aunque se aisla

ron también hongos de 1los géneros Aspergillus y Fusarium,
pero por su poca actividad amilolitica no se continud su -

estudio.
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De toda la informacidén obtenida con los estudios\\
efectuados, llegamos a la conclusién de que se ha logrado .
el aislamiento de varias cepas microbianas productoras de \
amilasas activas que actuando a valores de pH ligeramente
icidos, resisten temperaturas elevadas y sugieren su uti- |
lizacién con fines industriales, posiblemente en la saca- \
rificacién de granos amildceos para la industria de fer--
mentaciones, especialmente en la fabricaci6n de cerveza o

de bebidas alcoh8licas de destilacibén (vodka, ginebra,

whisky, etc.).
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VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se presenta un estudio del aislamiento de cepas
amiloliticas, de donde, de 211 microorganismos aislados,
se seleccionaron 73 y se estudiaron mds profundamente 2,
que fueron clasificadas dentro de los géneros Bacillus y .

Streptomyces y que mostraron mayor actividad amilolitica.

Se efectud con poco éxito el empleo de ultraso-

nido para la liberacién de la amilasa intracelular.

Las amilasas microbianas estudiadas resultaron
mis estables que la amilasa de malta, compardndolas a --
temperatura ambiente; ademds mientras que la de malta se
inactiva a 50°C, el 6ptimo de las amilasas microbianas -
se encuentra entre 60 y 70°C.

)

( Se hicieron diversos estudios de las amilasas -

)
~ incluyendo el efecto de iones calcio H temperatura -
] Y » PRY P

/
/ 6ptimos, asi como la purificacidén con sulfato de amonio.
t
Por determinacién de peso molecular, se conclu-
ye que las amilasas estudiadas tienen un peso molecular
mayor de 30,000; observdndose que la amilasa de Strepto-

myces parece SeTr un agregado de monémeros.

Se encontré que la cepa 84 (Streptomyces), pro-

duce una mezcla de enzimas entre las cuales existen pro-

\
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