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III. RESUMEN

El metabolismo de una célula estd finamente controlado
por mecanismos muy diversos. Unoc de ellos es la represidn ca-
tabélica por carbono que se ejerce sobre las enzimas que par-
ticipan en la asimilacién de diversas fuentes de carbono.

Aunque se conoce mucho acerca de la regulacién de la ex-
presién genética en bacterias entéricas, el control de la
transcripcién y traduccién en el género Streptomyces no ha
sido muy explorado. En hongos y actinomicetes sin embargo, ya
han sido aisladas algunas mutantes insensibles a represioén
catabdlica por fuentes de carbono, lo que sugiere que el mis-
mo mecanismo regulatorio descrito para enterobacterias se
presente en éstos organismos, no obstante ésto aun no se ha
confirmado.

El objetivo del presente trabajo fué el estudio de la
regulacion por fuentes de carbono sobre la sintesis de la en-
zima amilasa producida por Streptomvces kanamvceticus, asi
como el aislamiento de mutantes insensibles a tal represidn.
Los resultados mostraron que la amilasa producida por éste
organismo es reprimida por fuentes de carbono como la glucosa
vy el glicerol. De las 3 mutantes que se lograron aislar, dos
de ellas (las mutantes 41 y E) mostraron la capacidad de pro-
ducir amilasa bajo concentraciones represoras de glucosa y de
glicerol, respectivamente, mientras que la tercera (la mutan-
te 29) logrd producir una mayor cantidad de amilasa que la
cepa silvestre pero s86lo bajo condiciones no represoras por
lo que su regulacién no fué afectada. Asimismo, la enzima
producida por S. kanamyceticus mostrdé tener propiedades simi-
lares a las de las amilasas producidas por otros organismos
del mismo género, asi como con algunas especies del género

Bacillus.



IV. INTRODUCCION

En la mayoria de los microorganismos, la sintesis de en-
zimas catabdlicas estd regulada por la fuente de carbono. La
produccién de la a-amilasa, de B-galactosidasa y de agarasa
entre otras, son reprimidas por diversas fuentes de carbono.
La represidén catabdlica es un fendémeno regulatorio conocido
desde hace muchos afioe y en enterobacterias, la evidencia
experimental parece indicar que el sistema de la fosfotrans-
ferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS) juega un papel
central mediando el efecto por exclusién del inductor y por
la estimulacién de AMPc de genes catabdélicos. Asimismo, se
sugiere que éste mecanismo sea el que se presente también en
hongos y actinomicetos.

En el caso especifico de la enzima amilasa cuyas aplica-
ciones comerciales son numerosas, su regulacidén ha sido poco
estudiada en actinomicetos, microorganismos industrialmente
importantes por producir una gran cantidad de antibiéticos,
vitaminas, enzimas e inhibidores enzimdticos.

Bajo éste contexto, el presente trabajo se enfocd al es-
tudio de la regulacidn por fuentes de carbono sobre la sinte-
sis de la amilasa y al aislamiento de mutantes insensibles.

Los resultados obtenidos mostraron que la mayor actividad
de la a-amilasa de la cepa silvestre se obtiene a un pH de
7.9 y a una temperatura de 55°C. Es una enzima metalo-céalci-

ca, de tipo inducible cuyo principal producto de hidrélisis



es la maltosa. Estas caracteristicas son compartidas con las
amilasas porducidas por otros Streptomyces como .5. thermovio-
laceus v S. hvgroscopicus, asi como con organismos del género
Bacillus como B. circullans.

Debido a gue el crecimiento de la cepa silvestre de 3.
kanamvceticus no fué inhibido por la presencia de andlogos de
glucosa tales como la 2-Deoxi-D-glucosa aun estando en altas
concentraciones, la seleccidén de mutantes se realizd por me-
dio de la identificacidn de halos de hidrdlisis de almiddn
bajo concentraciones represoras de glucosa y glicerol. las
dos fuentes de carbono seleccionadas por su capacidad de re-
primir la sintesis de la amilasa en la cepa silvestre. Otras
fuentes de carbono probadas no tuvieron ningin efecto.

Mediante mutagénesis con N-metil-N"-nitro-N-nitrosogua-
nidina como agente mutagénico se lograron aislar 3 mutantes,
dos de ellas con capacidad de producir amilasa bajo concen-
traciones represoras ya sea de glucosa (mutante 41) o de gli-
cerol (mutante E) y una tercera (mutante 29) que mostré ser
hiperproductora de amilasa pero solo bajo condiciones no re-
presoras por lo gue presenta el mismo comportamiento regula-
torio que la cepa silvestre. no obstante haber sidc seleccio-
nada como insensible a la represidén por glucosa y glicerol en

fermentacioén zdélida.



V. ANTECEDENTES

Los Actinomicetos =son un grupo de microorganismos proca-
riotas, habitantes del suelo y aerobios estrictos, con nece-
sidades nutricionales simples. Este grupo incluye a muchos
géneros cuyo desarrollo vegetativo es exclusivamente en forma
de micelio. Son Gram + v no forman endoesporas. El género
Streptomyces es el grupo mas importante e incluye a microor-
ganismos gue presentan una pared celular caracteristica de
bacterias Gram +, rica en lignina., 4&cido diaminopimélico,
glicina y diversos azucares. Presentan un proceso de desa-
rrollo de colonias que depende de la expresién genética di-
ferencial, tanto en espacio como en tiempo. Las hifas rami-
ficadas del micelio en substrato dan lugar a las hifas aéreas
que se transforman en cadenas de esporas maduras gue forman
la etapa de reposo natural y de dispersidén del organismo
(Goodfellow, 1976; Williams, 1983; Hopwood, 1988).

Los Streptomyces son microorganismos capaces de producir
una gran cantidad de antibidticos, vitaminas, enzimas e inhi-
bidores enzimdticos (Goodfellow, 1984).

Entre las enzimas producidas por éste género se encuen-—
tran las enzimas hidroliticas gue incluyen proteasas, nuclea-
sas. lipasas y una variedad de enzimas gue hidrolizan dife-
rentes tipos de polisacdrides (Virolle, 1988). Asimismo., se
sabe que el 75% de los antibidticos de interés comercial pro-

ducidos por Actinomicetes se incluyven dentro del género



. Streptomvces. Estos compuestos presentan estructuras quimi-
cas diversas y vias biosintéticas diferentes, por lo gque a
éste grupo de organismos se les considera como los principa-
lesz productores de antibidéticos (Umezawa, 1978; Demain,

1981).

REGULACION

1. Control del metabolismo

El metabolismo primario involucra una serie de interac-
ciones enzimaticas mediadoras de las vias catabdlica, anfibd-
lica y anabdélica, las cuales proveen los intermediarios bio-
sintéticos v energia. Convierten los precursores biosintéti-
cos en macromoléculas esenciales, tales como los acidos ribo-
nucléicos y desoxirribonucléicos, proteinas, lipidos y poli-
sacdridos. Este tipo de metabolitos son producidos durante la
fase de crecimiento o trofofase (Martin, 198@).

En adicién a éste tipo de metabolismo general, ciertos
grupos taxonomicos son capaces de sintetizar metabolitos es-
peciales. utilizando ya sea las mismas enzimas generales u
otras enzimas especiales. producidas bajo condiciones nutri-
cionales especificas. Estos metabolitos secundarios también
llamados idiolitos, denominados asi por ser producidos nor-
malmente durante la idiofase o fase de produccidén, no son
esenciales para el crecimiento vegetativo del organismo.
aunque en la naturaleza probablemente tienen funciones de

sobrevivencia.
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La diversidad quimica y estructura poco comin de los
idiolitos se muestra por las muchas clases de compuestos or-
gdnicos a los que pertenecen. Estos incluyen entre otros a
los aminoazucares. quinonas, cumarinas, epoéxidos, glicdsidos,
macrélidos, lactonas, nucledsidos, terpenoides y tetracicli-

nas (Martin, 1980; Demain, 1985).

2. Mecanismos regulatorios

El DNA de las células microbianas dicta la sintesis de
la maguinaria enzimdtica. Los microbios a pesar de su genoti-
po constante son sorprendentemente flexibles en su capacidad
de alterar su composicidén y metabolismo en respuesta a cam-
bios ambientales. El medio no cambia la composicidén genética
de la célula pero afecta marcadamente la expresidon fenotipica
de los genes. En virtud de los mecanismos regulatorios, las
células microbianas generalmente no sobreproducen metabolitos
a pesar de las profundas variaciones ambientales.

Las enzimas degradativas normalmente son reguladas por
induccidn y por regulacidén catabdlica sin embargo, las enzi-
mas biosintéticas que utilizan a los intermediarios metabdéli-
cos para la construccidén de blogues de macromoléculas, son
controladas principalmente por represidn por retroalimenta-

cién (Wang, 1979).



2_1_ REPRESICN CATAROLICA

La represién catabdlica se refiere a la represidn, por
fuentes de carbono facilmente utilizables, de genes gue codi-
fican a enzimas de ciertas vias catabdlicas. El ejemplo cla-
sico es la represidn de [b-galactosidasa (operon lac) durante
el crecimiento de Escherichia coli en glucosa y lactosa
(Wang, 1979: Lewin, 1990).

La represidn catabdlica es referida histéricamente como
el efecto glucosa. Sin embargo. otras fuentes de carbono pue-
den ser tan represivas o aun mas represivas que la glucosa y
en algunos organismos la glucosa es la fuente de carbono cuyo
metabolismo es reprimido. Por ejemplo, en Pseudomonas aerugi-
nosa, el citrato es la fuente de carbono que es favorecida
sobre la glucosa y es la que reprime a las enzimas del cata-
bolismo de la glucosa (Wang. 1979).

La represién catabdlica ocurre cuando a un organismo se
le ofrece una fuente de energia en presencia de otra mas fa-
cilmente utilizable como la glucosa. Una consecuencia de la
represién catabdlica es que puede darse lugar a un creci-
miento diduxico si las Z fuentes de energia estan presentes
en el medio al mismoc tiempo y si la enzima necesaria para la
utilizacidén de una de las fuentes de energia estid sujeta a
represioén catabdlica. El primer crecimiento ocurre con la
fuente mas fadcilmente utilizable y después hav una fase tem-—

poral antes de gue el crecimiento sea reiniciado con la =se-



gunda fuente de energia (Wang, 1979; Brock, 1988; Lewin,
1990).

Otro tipo de regulacidén catabélica es la inhibicidn ca-
tabélica en la cual los productos del catabolismo de una
fuente de carbono fécilmente utilizable inhiben la actividad
de ciertas enzimas (Wang, 1979).

En E. coli v otras bacterias entéricas, los genes gue
forman el operdn sensible al carbono, puede ser regulado po-
sitivamente por una proteina activadora catabdélica (CAP) o
proteina receptora del AMPc (CRP). El1 CAP es activo en la
presencia de AMPc. La unidn del CAP-AMPc a la regién promo-
tora, permite la iniciacién de la transcripcién del operodn.
En presencia de glucosa, la concentracién intracelular de
AMPc se reduce. Esto hace que el CAP se una incorrectamente
a la regién promotora, provocando gque la transcripcidén se
reduzca a un nivel basal (Martin, 1986; Phaff, 1981; Priest,
1983; Saunders, 1987; Brock, 1988; Lewin, 1990).

El AMPc es sintetizado por la enzima adenilato ciclasa.
La reaccién usa ATP como sustrato e introduce uniones 3°-5~
via enlaces fosfodiéster. El factor CAP se une al DNA for-
mando un complejo AMP-CAP-DNA. Esta proteina es un dimero de
2 subunidades idénticas de 22,500 Da, el cual puede ser acti-
vado por una sola molécula de AMPc.

Existen secuencias consenso para el CAP a las que se le
unen una de las subunidades del dimero. El pentdmero TGTGA
que es altamente conservado en éstas secuencias parece ser el

elemento esencial en el reconocimiento.
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Algunos =sitios de unién contienen una inversién de la
secuencia consenso a la que probablemente se le une la se-
gunda subunidad. El1 CAP se une méds fuertemente a sitios que
contienen 2 versiones invertidas del pentdmero. La jerarquia
de afinidades de union con el CAP pueden ayudar a explicar el
por qué diferentes genes son activados por diferentes niveles

de AMPc in vivo (Lewin, 1990).

La sintesis de la mayoria, si no es que de todas las en-

zimas extracelulares de procariontes y eucariontes esta su-
jeto a represion catabdlica (Priest, 1983). En la Microbio-
logia Industrial la comprensién de éste mecanismo es de gran
importancia ya gue muchas de las enzimas con un valor comer-
cial se obtienen de microorganismos en los que se presenta

éste fendmeno (Wang, 1979; Phaff, 1981).

2.2 SISTEMA DE LA FOSFOTRANSFERASA (PT5)

En E. coli v en otras bacterias, la sintesis de enzimas
catabélicas parece estar regulada por dos procesos distintos:
uno llamado represién catabdlica, que involucra la inhibicién
de la sintesis de AMPc y el otro llamado exclusién del induc-
tor que involucra inhibicién del transporte del azicar induc-

tor (Saier, 1989).
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Fig. 1. Mecanismo propuesto para la regulacidén del sistema de
transporte de carbohidratos y de la adenilato ciclasa por el
PTS en E. coli y S. typhimurium (Saier, 1989).

La fosforilacién y transporte del azicar por el sistema
de la fosfotransferasa (PTS) requiere de la participacidén de
enzimas solubles unidas a la membrana. Estas proteinas cata-
lizan la transferencia de la molécula fosforilo del fosfo-
enolpiruvato (PEP) al azicar substrato. La reaccién completa
requiere Mg*2 y los productos formados son fosfato y piruva-
to. Dos proteinas solubles, la enzima I y la proteina HPr son
las que inician la transferencia del grupo fosforilo. La en-
zima I une el grupo fosforilo en las posiciones N-1 o N-3 de
un anillo de imidazol.

Las enzimas II y II son las proteinas azicar-especificas
del sistema del PTS y se encuentran asociadas con la membrana
citoplasmica. La enzima III es una proteina de membrana peri-
férica (proteina regulatoria central), mientras que los com-

plejos de la enzima II son componentes integrales de la mem-
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brana que catalizan tanto el transporte como la fosforilacién
del azicar dependiente de PEP, ademds de la translocacién de
su azicar-fosfato (Andrews, 1876; Dills, 198@).

De acuerdo al PTS (Fig. 1), si en una célula bacteriana
hay suficiente reserva de PEP y se encuentra suspendida en un
medio que carece de un azucar que sea substrato del PTS como
el glicerol, la lactosa, la melobiosa o la maltosa, entonces
las proteinas écopladoraa de energia de éste sistema, las en-
zimas I y HPr, asi como la III estardn en estado fosforilado
y en consecuencia la enzima adenilato ciclasa que normalmente
estd en forma inactiva, se activara por la unién de la enzima
IIT a su sitio regulatorio alostérico y en consecuencia habra
sintesis de AMPc, mientras que la permeasa también estard en
forma activa por lo gue habré transporte del azicar inductor.
Si por el contrario, se tiene un azicar que s8i es substrato
del PTS como la glucosa, las enzimas I y HPr (que estaran en
forma fosforilada) le pasaradn su grupo fosforilo a la enzima
II para que catalice la fosforilacién del azlcar y como con-
secuencia la mayor parte de la enzima III estard en forma 1li-
bre por lo que inactivard a la permeasa provocando que se de
la exclusidén del inductor y la represidén catabélica, ya que
la adenilato ciclasa estard en su forma inactiva. El sistema
de transporte del azucar estd sujeto a control negativo con
la enzima III en estado libre, mientras que la adenilato ci-
clasa estd sujeta a control positivo por la enzima III en

forma fosforilada (Saier, 19889).

15



3. Regulacién en otros organismos

En Saccharomvces cerevisiae la actividad de enzimas ca-
tabélicas es controlada negativamente por 2 mecanismos, nin-
guno de los cuales es conocido en detalle. El mecanismo mo-
lecular de regulacién catabdélica por carbono en levaduras
difiere del de E. coli en que no involucra AMPc, por lo que
bajo condiciones represivas., los niveles de AMPc no bajan
como en E. coli sino que son elevados de 2 a 3 veces y pro-
mueven la inactivacién catabdlica de sistemas asimiladores.
En las mutantes en las que la actividad de la adenilato ci-
clasa es nula, los mecanismos de inactivacién resultan dafia-
dos por lo que las enzimas blanco son disminuidas en su acti-
vidad especifica. El1 segundo mecanismo regulatorio actua a
través de la represidén en lugar de la inactivacidén. Dado que
las enzimas catabdlicas resultan insensibles a represién en
mutantes con el gen estructural hexocinasa PII alterado, se
sugiere gque la proteina hexocinasa PII sea la que intervenga
en los mecanismos de represidn (Barredo, 1988; Vining,1988).

En Penicillium chrvsogenum se aisld una mutante sele-
ccionada por crecimiento en medio con lactosa en la presencia
de concentraciones inhibitorias de D-2-desoxiglucosa. La mu-
tante resulté alterada simultdneamente en la represién cata-
bélica de B-galactosidasa, asi como en la enzima isopenici-
lin-N-sintetasa (IPNS) vy biosintesis de penicilina, lo que
sugiere que en éste organismo hay un mecanismo comin involu-

crado en la represién catabdélica por D-glucosa de enzimas
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catabdélicas para la utilizacién de azicares (metabolismo pri-
mario), asi como de enzimaes de la via biosintética del anti-
bidético (metabolismo secundario) (Revilla, 1986; Barredo et

al., 1988).

4. Regulacién en Actinomicetos

Es razonable asumir que los principios generales del
control metabdlico en actinomicetes son similares a los en-
contrados en otros organismos. Sin embargo, los mecanismos
regulatorios muestran diferencias considerables entre los or-
ganismos y el modelo para la represién catabélica en bacte-
rias entéricas no provee una base segura a partir de la cual
estudiar la regulacién de metabolitos secundarios en actino-

micetes (Vining, 1988).

4_1_ HETABOLISHO PRIMARID

Aungque existen evidencias de que ciertas fuentes de car-
bono pueden reprimir las vias catabdlicas en Streptomyces, no
se han llevado a cabo estudios extensivos al respecto (Vi-
ning, 1988).

Se sabe que Streptomyces venezuelae asimila mezclas de
glucosa-lactosa o glucosa-celobiosa en un modelo diduxico. En
la primera, el crecimiento estd asociado con la utilizacién
de glucosa y en el segundo el crecimiento se da utilizando

las fuentes de carbono alternativas. La asimilacién de lac-



tosa es mediada por una B-galactosidasa que es inducida por
lactosa y reprimida por glucosa, maltosa o acetato. Dado que
la concentracién intracelular de AMPc permanece constante du-
rante la pausa diduxica, cuando aparece la actividad de -ga-
lactosidasa, es poco probable que éste nucleétido sea uﬂ
efector regulatorio. Conclusiones similares se sacan de los
experimentos sobre la asimilacién de celobiosa. La adicién de
AMPc exdgeno no revierte el efecto de glucosa (Vining, 1988).

Estudios con Streptomyces coelicolor, el streptomycete
mejor caracterizado genéticamente, muestran que la glucosa
reprime el transporte de arabinosa y uno de los 2 sistemas de
transporte de glicerol (el sistema de transporte activo);
mientras que el sistema de glicerol operado por difusién fa-
cilitada es inhibido por glucosa. Adicionalmente la glucosa
inhibe el transporte de galactosa y fructosa y reprime las
enzimas metabdlicas involucradas. En una mezcla de fuentes de
carbono los niveles de AMPc no variaron durante el crecimien-
to, concluyéndose que el nucledétido no participa en la repre-
s8ién por glucosa (Hodgson, 1982).

La aparente ausencia de mediacién por AMPc es consisten-
te con observaciones de que los streptomycetes no tienen PTS
para el transporte de carbohidratos y que es poco probable
que el efecto glucosa sea ejercido por el mecanismo visto en
entéricas (Vining, 1988). Demain propone que es probable que
en lugar de que el AMPc sea el que desempefie un papel en la
represién catabdlica por fuentes de carbono, sea la enzima

glucosa cinasa o un producto de ésta enzima, tal como una mo-

18



lécula ae glucosa fosforilada, la que esté involucrada en és-
te fenémeno (Demain, 1985).

Asi, mutantes de S. coelicolor resistentes a 2-Desoxi-
glucosa deficientes en la actividad de glucosa cinasa, mos-
traron una pérdida pleiotrdépica de la represién por glucosa
(Hodgson, 1982), sugiriéndo que la glucocinasa interviene en
la represién por glucosa en éste género, quizd por un meca-
nismo similar al de Saccharomvceg cerevigiae.

Entre los genes de vias catabélicas que han sido clona-
dos y caracterizados estdn el gen de la glucocinasa de S.
coelicolor asi como el del gen para la agarasa (dag A), gque
no solo esta sujeto a induccidén por los productos de degrada-
cién del agar, sino que también a represién por fuentes de

carbono preferentes (Vining, 1988).

4_2_ METABOLISMO SECUNDARID

Entre los mecanismos especificos que regulan el inicio
de la sintesis de antibiéticos se incluyen la represién cata-
bélica por carbono, la regulacién metabdlica por nitrdgeno y
la regulacidén por fosfato (Martin, 1980).

Entre los numerosos reportes de represidén catabdlica en
actinomicetes, mucho es lo gue se ha tratado sobre los efec-
tos de la glucosa sobre la biosintesis de antibidticos (Vi-

ning, 1989).
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La-slucosa que normalmente es una excelente fuente de
carbono para el crecimiento, interfiere en la biosintesis de
muchos antibiéticos (Martin, 1580).

En uno de los primeros trabajos Gallo y Katz observaron
que la glucosa suprime fuertemente la sintesis de actinomi-
cina en §. antibioticus, mientras que la actividad de la en-
zima fenoxazinona sintetasa (la enzima que cataliza la forma-
cién del croméforo) se vié disminuida (Gallo, 1972). Con me-
nos evidencia conclusiva se ha reportado gue la glucosa re-
prime la biosintesis de puromicina en S. alboniger y provoca
una represién transitoria en la produccién de eritromicina
por Saccharopolyspora erythraea. Un efecto negativo de la
glucosa sobre la biosintesis de cefamicina en Nocardia lac-
tamdurans se ha atribuido en parte a la represién de la dea-
cetocefalosporina C sintetasa. Efectos supresivos de fuentes
de carbono preferentes diferentes a la glucosa, han sido ob-
servados en cultivos de 8. clavuligerus productor de cefami-
cina y en la produccién de novobiocina por §. niveus (Vining,
1988).

Se ha reportado también que la glucosa reprime la bio-
sintesis del antibid6tico kanamicina que es producido por §.
kanamyceticus. El fenémeno es debido a la represién de la en-
zima N-acetil kanamicin amidohidrolasa, aparentemente la ul-
tima enzima en la via biosintética de éste antibidtico. Asi-
mismo se ha reportado que el AMPc elimina la represidén cata-

bélica por glucosa de ésta enzima (Sato, 1976).
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Se ha sugerido que una caida en los niveles de AMPc, en
lugar de un incremento sea lo que dispare el metabolismo se-
cundario en Streptomyces. Sin embargo, se requieren de otros
estudios que lo confirmen. Asimismo, hay evidencia que su-
giere que la glucosa cinasa tiene importancia en la represién
no s6lo de las vias del metabolismo primario en Streptomvces,
sino también del metabolismo secundario sin embargo, existen
controversias y la posibilidad no ha sido aun explorada di-
rectamente (Vining, 1988).

En actinomicetes el AMPc parece estar involucrado en la
diferenciacidén, en la produccidén de antibidéticos y en la re-
gulacién del transporte del glioxalato, pero la correlacidn
de los niveles de AMPc con la velocidad de biosintesis de
enzimas extracelulares no ha sido publicada (Wood, 1984).

Cuando la biosintesis de un antibiético es sensible a
represién catabdlica por carbono, la produccién del producto
puede ser aumentada por la seleccidén de mutantes insensibles
a tal represién (Saunders, 1987).

Otros mecanismos aparte de la regulacidn catabdlica ta-
les como un decremento en el pH o el agotamiento de oxigeno
disuelto podrian estar involucrados en la interferencia de la
biosintesis de antibidéticos por fuentes de carbono (Martin,

1980).
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ENZIMAS AMILOLITICAS MICROBIANAS

En la naturaleza son dos las fuentes de carbono amplia-
mente distribuidas: el almidén y la celulosa, las cuales man-
tienen a muchas formas de vida. Estos polimeros estédn com-
puestos de unidades de glucosa con diferentes conformaciones
anoméricas, de modo que se requieren sistemas enzimdticos di-
ferentes para degradarlos.

Las enzimas con capacidad de hidrolizar las uniones a-
glucosidicas del almidén son llamadas enzimas amiloliticas o
o-glucanasas y los sustratos son designados como a-glucanos
(Vihinen, 1989).

Existen varias enzimas amiloliticas capaces de hidroli-
zar el almidén o sus productos de degradacién. Las amilasas
se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, tan-
to en microbios y plantas como en animales.

Su papel principal en células vivas es producir pequefios
oligosacaridos solubles y finalmente glucosa a partir del al-
midén soluble o coloidal, el cual es incapaz de pasar a tra-
vés de la membrana celular (Vihinen, 1989).

Las amilasas degradan el almidén hidrolizando las unio-
neg a-glicosidicas entre unidades de glucosa consecutivas.
Los productos de las diferentes amilasas son caracteristicos

de lae enzimas individuales.
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1. El sustrato: el almidén

En su estado natural el almidén consiste de grédnulos mi-
croscopicos, con una estructura interna altamente compleja. A
temperatura ambiente estos granulos son insolubles en agua,
pero 81 el almidén es calentado en una suspensidén acuosa a
mids de 60°C, los granulos se hinchan y eventualmente se rom-
pen, dispersandose las moléculas de almiddén en la solucidn.
La proteina adherida se separa y coagula durante éste proce-
sgo. La temperatura requerida para una completa dispersién o
gelatinizacién depende de la fuente de almidén sin embargo,
105-110°C es una temperatura suficiente para la mayoria de
los almidones (Norman, 1979).

El sustrato de las amilasas es el almidén, un polimero
compuesto de unidades de D-glucosa, que es la principal fuen-
te de energia y carbono en el metabolismo de la mayoria de
organismos y es producido principalmente por plantas superio-
res.

La D-glucosa existe principalmente como 2 formas isomé-
ricas con estructura de anillo (piranosa), la a-D-glucosa y
la B-D-glucosa, las cuales difieren una de otra en la orien-
tacién de uno de los grupos hidroxilos y un dtomo de hidré-
geno, ambos unidos al carbono 1.

El almidén no es un compuesto homogéneo, sino una mezcla
heterogénea de moléculas con una amplia variacién de tamafios

moleculares. La mayoria estdan formados por 2 fracciones dife-



rentea.'la amilosa y la amilopectina, las cuales pueden sepa-
rarse una de otra por la adicién de sustancias como el buta-
nol, ya que en presencia de éste se forma un complejo crista-
lino insoluble con la amilosa, mientras que la amilopectina
permanece en la dispersién. .

La amilosa (Fig. 2) es un polisacdrido esencialmente li-

neal, compuesto de cadenas de residuos de D-glucosa unidas

con enlace glucosidico a-1,4 (Melasniemi, 1990).

CHZ0H

5555,

a-1,4

Fig. 2. Estructura de la cadena lineal de las moléculas de
amilosa (Melasniemi, 1999).

* El grado de polimerizacidén de las cadenas de amilosa va-
rian de 200 a 6009 unidades de glucosa dependiendo de la
fuente, pero normalmente van de 1000 a 4400 unidades. Un ex-
tremo de la molécula tiene un C-1 hidroxilado (grupo aldehido
latente), el cual es llamado extremo reductor.

Por otro lado, la amilopectina (Fig. 3) es una estructu-
ra altamente ramificada que consiste de cadenas lineales uni-
das por enlace a-1,4 conectadas una con otra por enlaces glu-
cosidicos a-1,6 entre el ultimo carbono C-1 de las cadenas y

el carbono C-6 dentro de otra cadena. Lecs residuos de glucosa
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en los puntos de ramificacién de la amilopectina estéan 1,4,6-
tri-O-substituidos (Norman, 1979; Fogarty, 1980; Vihinen,
1989; Melasniemi, 1999).

CHZOH CHZ0H
f ﬁ f 1)//u4£

CHZOH CH20H CHZ0H

QK&FA

Fig. 3. Estructura de los puntos de ramificacién de la
amilopectina (Tomado de Melasniemi, 1990).

El grado de polimerizacién de las unidades de las cade-
nas lineales en la amilopectina, dependiendo de la fuente,
va de 10 a 60. La amilopectina es una de las moléculas mds
grandes en la naturaleza con un grado de polimerizacidén pro-
medio de mds de un millén.

Existen tres tipos de cadenas lineales en la amilopecti-
na (Fig. 4): cadenas A que son aguellas que no llevan ningun
substituyente; las cadenas B que llevan otras cadenas y la
cadena C que tiene el tGnico extremo reductor de la molécula

(Melasniemi, 1999).
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Fig. 4. Modelo diagramdtico de la amilopectina. Las lineas A,
B v C representan diferentes tipos de cadenas linea-
les (Melasniemi, 1990).

2. Clasificaciodn

Las enzimas amiloliticas con significado comercial de

origen microbiano pueden dividirse en las siguientes clases:
2.1. Endo-amilasas

Son generalmente a-amilasas que hidrolizan las uniones
la amilopectina y el

a-1,4 y desvian los enlaces a-1,6 en

glicdgeno (Fig. 5).

2.2. Exo-amilasas
Estas enzimas catalizan la hidrdlisis sucesiva de pro-
ductos de bajo peso molecular tales como la glucosa o la mal-

tosa a partir de los extremos no-reductores de la cadena.
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a) Amiloglucosidasa (glucoamilasas).

Hidroliza los enlaces a-1,4 y a-1,6 y producen glucosa
como producto final del almidén y polimeros relacionados.
b) B-Amilasas.

Hidrolizan los enlaces a-1,4 pero no pueden desviar 105
enlaces a-1,6 en la amilopectina y el glicdgeno.
c) a-Glucosidasas.

Hidrolizan los enlaces glucosidicos a-1,4 y/o0 1,6 de oli-
gosacédridos.
d) Otras exo-enzimas.

Hidrolizan los enlaces a-1,4 y no pueden desviar los en-

laces a-1,6.

2.3. Enzimas dearamificantes

Estas enzimas hidrolizan s6lo los enlaces a-1,6
a) Pululanasa
b) Iscamilasa

c) Amilo-1,6-glucosidasa

2.4. Enzimas productoras de ciclodextrinas

Son enzimas que hidrolizan el almidén en una serie de
polimeros D-glucosil ciclicos no-reductores llamados ciclo-
dextrinas (Virolle, 1988; Virolle, 1988).

Las enzimas degradadoras de almidén pueden ser clasifi-
cadas también en base a los enlaces principales que rompen,

ya sea a-1,4 o a-1,6 (Melasniemi,1990).
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Fig. 5. Degradacién de almidén por varias amilasas. (®), re-
siduo no-reductor de glucosa; (0), residuo reductor
de glucosa (Melasniemi, 1990).

3. Distribucién, propiedades y modo de accién de las amilasas

3.1. ENDD—AMILASAS

A. g-Amilasa

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1. 1,4-a-D-Glucan glucanohidro-
lasa) son endo-enzimas con una amplia distribucién en micro-
organismos. Hidrolizan los enlaces glucosidicos a-1,4 del in-
terior de la cadena en la amilosa, amilopectina y glicdgeno.
Los enlaces a-1,6 de los puntos de ramificacién de la amilo-
pectina no son hidrolizados por la enzima aungue =i puede
desviarlos. Los productos de hidrélisis formados por las a-

amilasas son liberados en una configuracidén a (Emori, 1999).



Las a-amilasas reducen répidamente el tamafio molecular
del almidén, provocando una reduccién rdpida de la viscosidad
y de la capacidad de tincién con yodo. La hidrélisis prolon-
gada produce normalmente maltosa y maltotriosa y en una etapa
final de hidrélisis la maltosa es hidrolizada a maltosa &
glucoea (Fogarty, 1980; Melasniemi, 1990).

Las a-amilasas se dividen en dos categorias de acuerdo
al grado de hidrélisis del sustrato. Las a-amilasas sacarifi-
cantes hidrolizan del 50 al 60% del almiddén, mientras que las
licueficantes cerca del 30-40% del almidén (Vihinen, 1989).
Estas t1ultimas causan una reduccidén mds rapida en la viscosi-
dad del almidén, mientras que las primeras reducen la visco-
sidad menos rapidamente en relacidén a la cantidad de grupos
liberados. Las a-amilasas licueficantes producen inicialmente
dextrinas grandes por un atagque al azar, mientras que las a-
amilasas sacarificantes tienen un mecanismo de atague repeti-
tivo en el que solo uno de los fragmentos formados en el pri-
mer encuentro al azar es liberado, mientras que el otro frag-
mento es reatacado cerca de la nueva terminal formada una o
mas veces (Vihinen, 1989; Melasniemi, 1990).

Las a-amilasas son enzimas metalo-cdlcicas. Contienen al
menos un ion de Ca*+2 por molécula el cual es requerido para
la actividad enzimdtica y la actividad conformacional de la
enzima (Melasniemi, 1990). La presencia de iones Cat2 hace a
las a-amilasas mds resistentes a condiciones desfavorables
tales como valores extremos de pH, altas temperaturas, tra-

tamientos con urea o exposicién a algunas proteasas. El Ccat2
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puede ser removido de las a-amilasas por agentes quelantes
como el EDTA.

Metales divalentes tales como el estroncio, bario ¥y
magnesio pueden reemplazar la funcién del Ca*2 siempre y
cuando la conformacidén original de la proteina y el sitio ac;
tivo no sean alterados (Fogarty, 1980). Muchos cationes meta-
licos, especialmente iones metdlicos pesados como cobre, plo-
mo y mercurio; agentes con grupo sulfhidrilo, el EDTA y otros
inhiben la accidén de las a-amilasas (Vihinen, 1989).

El peso molecular de las a-amilasas varia de 10,000 a
139,000 (Vihinen, 1989); el pH é6ptimo se encuentra normal-
mente en la regién acidica, en un intervalo que va de pH 4.8
a 6.5. Sin embargo, la mayor estabilidad se da generalmente
en un pH cercano a la neutralidad, en el intervalo gque va de
5.5 a 8.9 (Fogarty, 1989).

La temperatura optima de la mayoria de las a-amilasas
microbianas conocidas es bastante alta, encontrédndose la ma-
yvoria en el intervalo de 40-70°C y frecuentemente ésta es mas
alta que la temperatura 6ptima de crecimiento de los organis-
mo8 gue las producen (Melasniemi, 1990).

La mayoria de las ac-amilasas son enzimas extracelula-
res, aungue hay algunos microorganismos como Bacillus sp. AK-
2 que producen enzimas intracelulares. Este género es una
rica fuente de a-amilasas asi como de otros tipos de amilasas

(Vihinen, 1989).
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Genética de g-amilasas

Los estudios genéticos sobre la c-amilasa se han llevado
a cabo principalmente en el género Bacillus.

El gen que codifica para la ac-amilasa, amy E estd situa-
do en el cromosoma de B. subtillis en la regién 25°. El gen
amy E estd unido al elemento regulatorio amy R, regién que se
asocia con las funciones de regulador y promotor de amy E
(Vihinen, 1989; Weickert, 1989). La cantidad de a-amilasa
producida se ha correlacionado con la cantidad de RNAm por lo
que la produccién de a-amilasa se regula a nivel transcrip-
cional.

Varios tipos de c-amilasas de B. subtilis han sido clo-
nados y secuenciados (Emori, 1890).

La sintesis de enzimas extracelulares puede ser induci-
ble, parcial o constitutiva dependiendo del microorganismo y
de la enzima involucrada. En general, los compuestos que con-
tienen enlaces a-1,4 son inductores efectivos de las amila-
sas. Las enzimas extracelulares sintetizadas por miembros del
género Bacillus parecen ser parcialmente inducibles. Asi por
ejemplo, la maltotetrosa es el inductor mads poderoso de la a-
amilasa de B. stearothermophilus y B. licheniformis.

Por otro lado, se ha reportado gue la sintesis de a-ami-
lasa en B. subtilis 168 estd relacionada con la naturaleza de
la fuente de carbono, siendo mayor en medios que contienen
lactato o glutamato, pero menor con glucosa que es con la gue

se obtiene la mayor velocidad de crecimiento. Asi también en
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B. stearothermophilus v B. subtilis amyvloliguefaciens la ve-
locidad de sintesis de a-amilasa estd inversamente relaciona-
da con la velocidad de crecimiento del organismo cuando se u-
tilizan almiddén, glicerol o glucosa como fuentes de carbono
(Fogarty, 1980).

En B. licheniformis se ha reportado que la represién ca-
tabélica y la velocidad de crecimiento son los principales
factores que controlan la sintesis de amilasa. La formacién
de la enzima es suprimida por ©.5% de glucosa, efecto que no
es revertido por la adicién de AMPc. Mutantes de B. licheni-
formis no son sensibles a la glucosa y no son estimuladns por
la adicidén de AMPc (Saito, 1975).

La glucosa reprime la sintesis de a-amilasa en B. subti-
lis a nivel de transcripcidén y responde al estado de creci-
miento de la célula, asi como de la disponibilidad de fuentes
de carbono rédpidamente metabolizables (Henkin, 1991). La a-
amilasa de éste organismo ya sea dentfo o fuera de la célula
es sintetizada bajo la direccién del mismo gen (Nagata,
1974).

La regulacién de la produccién de a-amilasa ha sido poco
entendida, pero varios fendémenos se relacionan con la regula-
cién, por ejemplo la activacién temporal, la represién cata-
bélica, la induccién y la estabilidad del RNAm (Vihinen,

1989).



3.2. EXD—ANILASAS

A. Glucoamilasa

La glucoamilasa (EC 3.2.1.3. 1,4-a-D-Glucan glucohidro-
lasa) es una exo-enzima que produce D-glucosa por la hidré-
lisis consecutiva de las uniones a-1,4 del extremo terminal
no-reductor de la amilosa, amilopectina y glicégeno. La glu-
cosa liberada tiene una configuracién B.

La glucoamilasa es capaz de hidrolizar también las unio-
nes a-1,6 en el almidén, aungque normalmente lo hace a una ve-
locidad menor (Forgarty, 198@). La afinidad de la enzima por
su substrato depende de la longitud de la cadena, incremen-
tdndose la velocidad de hidrélisis en forma lineal con oligo-
sacdridos mayores a la maltotetrosa.

Las glucoamilasas se encuentran casi exclusivamente en
hongos, siendo los principales productores Aspergillus niger
v Bhizopus sp. (Norman, 1979).

Los iones polivalentes estimulan la actividad mientras
que los iones Cut2 y Ag*Z y en menos grado el Nit2 y el Ca*?
‘tienen efectos inhibitorios (Fogarty et al, 1983).

La mayoria de las glucoamilasas tienen una temperatura
optima que cae en el intervalo de 40-60°C y el pH dptimo esta
en el intervalo acidico que va de 4.5 a 5.0.

Otra enzima, normalmente llamada transglucosidasa (EC
2.4.1.24. 1,4-a-glucan B-a-glucosiltransferasa) aparece fre-

cuentemente como una impureza en preparaciones de glucoamila-
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sa cruda. Esta enzima transfiere residuos glicosil de la po-
sicién a-1,4 a la posicién a-1,6 produciendo relativamente
grandes cantidades de panosa e isomaltosa durante la sacari-

ficacién (Melasniemi, 1999).

B. G-Amilasa
La B-amilasa (EC 3.2.1.2. 1,4-a-D-Glucan maltohidrolasa)

es una exo-enzima que ataca el peniltimo enlace a-1,4 del ex-
tremo terminal no-reductor del almidén para producir maltosa.
La amilosa queda convertida casi completamente en maltosa en
una configuracién (-anomérica. Sin embargo, la enzima no pue-
de hidrolizar los enlaces ao-1,6 en la amilopectina ni des-
viarlos.

La B-amilasa muestra un alto grado de atagque miltiple y
en contraste a las a-amilasas endoactivas, las (-amilasas
exoactivas producen sélo un ligero decremento en la viscosi-
dad y capacidad de tincidn de iodo en las soluciones de almi-
dén, en relacién a la cantidad de grupos reductores liberados
(Melasniemi, 1990).

Estas enzimas tienen una amplia distribucién en plantas
superiores. Sin embargo, la [(B-amilasa ha sido encontrada en
algunos microorganismos (Fogarty, 1980).

La mayoria de las B-amilasas microbianas contienen gru-
pos sulfhidrilos esenciales, no requieren iones metdlicos pa-
ra su actividad y algunas son inhibidas por ciclodextrinas.
La enzima también es inhibida por iones metdlicos pesados co-

mo Hg *2, Cu*? y Ag*t<¢ (Norman, 1979: Melasniemi, 1999).



El pH o6ptimo de las B-amilasas microbianas estd en el
intervalo de pH de 6 a 7.5 y la temperatura é6ptima estd en el
intervalo de 37 a 60°C (Melasniemi, 19990).

C. a-Glucosidasa

La a-glucosidasa (EC 3.2.1.20 o-D-Glucosidoglucohidro-
lasa), conocidas normalmente como maltasa, cataliza la hidré-
lisis de unidades de glucosa con uniones a-1,4 del extremo
terminal no-reductor. Esta enzima actia preferentemente sobre
disacdridos y oligosacdridos que sobre polisacdridos. Los re-
s8iduos de glucosa liberados por la accidén de ésta enzima tie-
nen una configuracidén a (Norman, 1979; Melasniemi, 1990).

Entre los productores microbianos de a-glucosidasa se
encuentran las bacterias, las levaduras y los hongos filamen-
tosos y se producen normalmente junto con otras enzimas ami-
loliticas (Melasniemi, 1990).

La mayoria son enzimas intracelulares sin embargo, algu-
nas especies producen también la forma extracelular (Vihinen,
1989).

La temperatura 6ptima de la mayoria de las a-glucosida-
sas estdn en el intervalo de 40-55°C y el pH 6ptimo en el
intervalo de 4-7. Su peso molecular varia de 12,000 a
160,000.

Varias a-glucosidasas son activas contra maltosa e iso-
maltosa, mostrando una actividad inherente a-1,6 como en el

caso de las glucoamilasas (Melasniemi, 1990).
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Laé a-glucosidasas son inhibidas por ciertos carbohidra-
tos como la furanosa, glucosa y iones metdlicos pesados.

La isomaltasa (EC 3.2.1.10. dextrin 6-a-D-glucanohidro-
lasa) es una enzima similar a la a-glucosidasa. Esta enzima
degrada s6lo los enlaces a-1,6 del extremo no-reductor (Vi-

hinen, 1989).
D. Otras exo-amilasas

Las exo-a-glucanasas hidrolizan las uniones a-1,4 cerca-
nas a los extremos no-reductores de moléculas de almidén para
producir malto-oligosacdridos de longitud definida y dextri-
nas limite de alto peso molecular. Los extremos reductores de
los productos formados tienen una configuracién a.

La exo-amilasa extracelular de Pseudomonas stutzeri pro-
duce maltotetrosas a partir de sustratos lineales y ramifica-
dos por lo gue su accién es sobre el cuarto enlace glucosidi-
co a-1,4 del extremo no-reductor. Tiene un amplio intervalo
de pH 6ptimo que va de 6.5 a 10.5, mientras que la temperatu-
ra 6ptima para la actividad es de 47°C.

Aerobacter aerogenes sintetiza una amilasa productora de
maltohexosas a partir del almidén. No es activa sobre ciclo-
dextrinas, pululano o maltohexaltol. Una propiedad intere-
sante de ésta enzima es que las B-dextrinas limite son degra-
dadas para producir oligosacdridos ramificados sin embargo,
no hidrolizan totalmente la amilopectina a oligosacaridos de
bajo peso molecular. El pH éptimo es de 6.8 y la temperatura

6ptima es de 50°C (Fogarty, 1980).
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3.3. ENLIMAS DESRAMIFICANTES

Estas enzimas hidrolizan enlaces a-1,6 en la amilopec-
tina y/o glicégeno y polimeros relacionados.

Se clasifican en 2 grupos:
a) Enzimas desramificantes directas que son las que degradan
amilopectinas y/o glicégeno no modificado. Existen 2 tipos de
éstas enzimas: la pululanasa y la isomerasa.
b) Enzimas desramificantes indirectas, en las cuales el sus-
trato debe ser modificado por otra enzima o enzimas antes de
que la enzima desramificante indirecta actie sobre el poli-
mero (Fogarty, 1980). Una de éstas enzimas indirectas es la

amilo-1,6-glucosidasa.

3.3.1. Enzimas desramificantes directas
A. Pululanasa

La pululanasa (EC 3.2.1.41. a-Dextrin 6-glucanochidro-
lasa) es una endo-enzima gue hidroliza al azar las uniones a-
1,6 en el pululano, produciendo inicialmente hexa- y nona-
oligosacaridos y finalmente maltotriosa.

Las pululanasas pueden romper los enlaces a-glucano li-
neal consistente de unidades de maltotriosa unidas por enla-
ces glucosidico a-1,6. Es un polimero producido por el hongo
Aureobasidium pullulans como cadenas grandes compuestas por
480 unidades de maltotriosa (Norman, 1979).

Las pululanasas pueden romper los enlaces a-1,6 tanto de

substratos lineales como de ramificados. El tetrasacdrido li-



neal Bz;a—maltosil maltosa es el substrato menor de las pulu-
lanasas.

Son producidas por varias bacterias y por plantas. Las
pululanasas bacterianas tienen una temperatura y un pH 6ptimo
de alrededor de 50°C y pH 6, respectivamente (Melasniemi,
1990).

La pululanasa se encuentra tanto como una enzima intra-
celular como extracelular. Su peso molecular varia de 80,000
a 145,000 (Vihinen, 1989).

Algunas pululanasas son estabilizadas por Ca*2 y algunas
son inhibidas por pCMB y algunas por ciclodextrinas (Melas-
niemi, 1999).

Las isopululanasas (EC 3.2.1.54. pululan 4-glucanohidro-
lasa) hidrolizan los enlaces glucosidicos a-1,4 del pululano
liberando isopanosa como producto principal.

Esta enzima ha sido encontrada en Aspergillus niger v en

Su temperatura 6ptima es de 30 a 40°C y el pH 6ptimo es

de entre 3.5 y 4 (Vihinen, 1989; Melasniemi, 1990).

B. Ispcamilasa

La isoamilasa (EC 3.2.1.68 glicogen 6-glucanohidrolasa)
es una exo-enzima que hidroliza a partir del extremo no re-
ductor los enlaces glucosidicos a-1,6 de la amilopectina,
glicbégeno, varias dextrinas ramificadas y oligosacaridos, mas

no degrada las uniones a-1,6 del pululano (Vihinen, 19B89).
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El sustrato méde pequefio capaz de ser hidrolizado por la
isoamilasa es el 63-a-maltotriosil-maltotetrosa.

El pH 6ptimo estd en el intervalo de entre 5 y 6.4 mien-
tras que la temperatura 6ptima generalmente estd entre 40 y

52°C (Fogarty, 1980).
3.3.2. Enzimas desramificantes indirectas

A. Amilo-1,6-glucosidasa

La amilo-1,8-glucosidasa (EC 3.2.1.33. Dextrin 6-a-D-
glucanohidrolasa) es una enzima que remueve residuos de glu-
cosa individuales con uniones a-1,6 unidas a cadenas a-1,4.
Estos residuos de glucosa individuales con enlace a-1,6 sur-
gen como resultado de la aqcién de la 4-a-glucano-transfe-
rasa, la cual remueve los residuos de la cadena ramificada a
una posicién a-1,4 en la otra cadena.

Las amilo-1,6-glucosidasas no son producidas por bacte-
rias, pero si por levaduras y animales, donde estdn involu-

cradas en la desramificacién del glicégeno (Melasniemi,

19990).

3.4. ENLINAS PRODUCTORAS DE CICLODEXTRINAS

A. Ciclomaltodextrina glucanotransferasa (CGTasa)

La CGTasa (EC 2.4.1.19. 1,4-a-D-glucan 4-a-D-(1,4-a-D-
glucano)-transferasa (ciclizante)) degrada el almidén dando

lugar a estructuras ciclicas no-reductoras. Los productos que
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contienen 6, 7 u 8 residuos de glucosa unidas con enlace a-
1,4 llamados a-, B- y ciclodextrinas son las mds comunes.
Estas enzimas han sido encontradas s6lo en bacterias, la
mayoria en especies del género Bacillus. Son enzimas extrace-
lulares excepto la enzima de B. macerans (Vihinen, 1989;'

Melasniemi, 1990).

4. Amilasas producidas por organismos del género Streptomyces

En los ultimos afios han sido clonados los genes que co-
difican para varias enzimas extracelulares de especies de
Streptomyces. Estas incluyen a la endoglicosidasa H, la tiro-
8inasa, la agarasa, la xilangsa vy la amilasa.

Algunos de éstos genes proveen material de interés con
el cual estudiar la expresidn genética en Streptomyces. Ade-
mds, los genes que codifican para las enzimas extracelulares
pueden ser usados para la construccién de vectores de expre-
8i6n y secrecién con el objeto de producir proteinas heterd-
logas en Streptomyces (Vigal et al, 1991).

El gene de la a-amilasa (amy) de S. griseus IMRU3570 ha
sido clonado y secuenciado. El gene amy contiene un marco de
lectura abierta (ORF) de 1888 nucledtidos que codifica para
una proteina de 566 aminodcidos con un peso molecular de
59,713 Da. Contiene un sitio de inicio de la transcripcién de
aproximddamente 64 pb hacia arriba del codén de inicio de

traduccién (ATG) (Vigal et al, 1991).
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La secuencia nucleotidica de la regién codificadora y
regulatoria del gen (alm) de S. limosus ATCC 19778 ha sido
determinada. Los estudios por mapeo S1 de baja resolucién su-
gieren que el gen alm se transcribe como wun RNAm monocistré-
nico de 1.8 Kb, pudiéndose originar de un sélo promotor. La
secuencia aminoacidica muestra un parecido considerable con
las a-amilasas de mamiferos y vertebrados pero no con las de
plantas, hongos o con las de origen eubacterial. La secuencia
amino-terminal reveld la presencia de un péptido sefial tipico
que precede a la forma madura de la enzima (Long et al,
1987).

La expresidén del gene alm en S. limosus aparentemente es
inducida a nivel del inicio de la transcripcién por niveles
bajos de maltosa o maltodextrinas mientras que el manitol re-
prime su expresidén y la glucosa no tiene efecto. El gen alm
de éste organismo fué clonado en $. lividans v en S. coelico-
lor A3(2), cepas en las gque la produccién de la amilasa si es
reprimida por la glucosa. El gene alm de S. limosus clonado
en éstas cepas también fué inducido por maltosa o maltotrio-
sa. La longitud del transcrito de alm fué de 1.8 Kb y el ta-
mafio de 59 KDa, lo que sugiere que alm se transcribe como un
RNAm monocistrénico (Virolle, 1888).

El gene que codifica para la a-amilasa de S. griseus
IMRU 3570 también ha sido clonado en S. lividans. Este gen
contiene un marco de lectura abierta de 1,698 nucleétidos que
codifican a una proteina de un peso molecular de 59,713 Da.

S. griseus es una especie conocida por sobreproducir varias



enzimaa extrace1ulares v en ella se ha detectado la produc-
cién de 2 amilasas diferentes, una de 57 KDa y la otra de 50
KDa. Ambas amilasas mostraron la misma secuencia aminoacidica
N-terminal, lo que sugiere que las 2 amilasas se forman de un
s86lo gen. Asimismo 8e encontrd que ésta a-amilasa es proce-
sada en el citoplasma (Garcia-Gonzdlez, 1991).

El gen (amy) que codifica para la sintesis de la a-ami-
lasa de S. hyvgroscopicus SF-1084 que es usada industrialmente
para hidrolizar el almidén a maltosa, ya ha sido aislado y
clonado en S. lividans. La secuencia nucleotidica de amy co-
difica a una proteina de 52 KDa (478 aminodcidos). La secuen-
cia lider de 30 residuos mostrdé similitudes con los encontra-
dos en otros procariotas sin embargo, el promotor amy no fué
similar al de la secuencia consenso encontrada en éstos orga-
nismos, asimismo se localizaron al menos 2 sitios puntuales
de la transcripcién (Hoshiko, 1987).

Por otro lado, en S. hygroscopicus se obtuvieron mutan-
tes desreguladas para la formacién de amilasa y de a-glucosi-
dasa por medio de un tratamiento mutagénico seguido por cam-
bios mutuos de nutrientes entre un medio con casaaminoacidos

y otro con maltosa/NH4* (Gréfe et al, 19886).
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5. Aplicaciones de las amilasas

Las aplicaciones comerciales de las amilasas son numero-
sas. La conversién del almidén en productos como azicares,
jarabes y dextrinas forman la parte mds importante del proce-
samiento del almidén. Estos hidrolizados son usados como
fuentes de carbono en fermentaciones, como fuentes de dulces
y también por sus caracteristicas fisicas en la manufactura
de productos alimenticios y de bebidas.

La preparacién de hidrolizados de almidén utilizando a
las amilasas como catalizadores ha reemplazado en gran parte
a las hidrdlisis en las que se utilizaba acido como cataliza-
dor. La degradacién enzimatica del almidén tiene varias ven-
tajas sobre el proceso dcido. Estas son que se obtiene una
menor formacidén de productos secundarios, que las enzimas son
méds especificas y que por tanto se obtiene un mayor rendi-
miento. Cada uno de los procesos de la produccién de hidroli-
zados involucra primero la licueficacidn del almidén y segun-—
do la sacarificacién del producto adelgazado con la enzima
deseada (Fogarty, 1980).

Las a-amilasas producen jarabes con alto contenido de
maltosa, los cuales tienen muchas aplicaciones en la indus-
tria alimenticia por su reducida tendencia a cristalizarse y
a hidratarse. Son Utiles también en la manufactura de carame-
los macizos y para la elaboracién de postres helados, asi

como en la industria del horneado (Norman, 1979).
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Las a-amilasas se usan también en la produccién de adhe-
sivos, farmacéuticos, detergentes, textiles y papel de reves-
timiento. Ademds se utiliza como alimento animal, en la in-
dustria de bebidas alcohdélicas y del alcohol industrial, en
el tratamiento de aguas sucias, etc. (Fogarty, 198@).

Asimismo se utilizan para remover almidén de extractos
de fruta, para clarificar la turbidez por almidén en vinos,
cervezas y jugos de fruta (Frazier, 1967).

En adicién a su importancia como enzimas industriales,
las ac-amilasas y sus genes son de interés en investigacidn
basica (Virolle y Bibb, 1988).

Las B-amilasas son usadas en la produccién de jarabes de
maltosa, en la industria del horneado y en la destilacidn,
asi como adjunto de fermentaciones para la elaboracidén de
cervezas (Norman, 1979; Fogarty, 1980).

La produccién mundial de enzimas amiloliticas en 1977
fué estimada en 619 toneladas de proteina pura, de las cuales
309 tons corresponden a amiloglucosidasa, 300 tons a amilasas
bacterianas y 19 tons a amilasas fungales (Fogarty, 1880).

En México especificamente las importaciones de amilasas,
proteasas y mezclas de proteasas para el afio 1990 tomadas
hasta Septiembre tuvieron un valor comercial total de $663,

372.090, siendo un volumen total de 74,905.4 Kgs (INFOTEC).



VI. OBJETIVO

Estudiar la regulacién por fuentes de carbono sobre la sinte-
sis de amilasa por medio del aislamiento de mutantes insensi-

bles a represién catabdlica en Streptomyces kanamyceticus.
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VII. MATERIALES Y METODOS

1) Microorganismos

El microorganismo que se utilizé durante el desarrollo

de éste trabajo fué Streptomyces kanamyceticus ATTC 12853.

Tanto la cepa silvestre como las mutantes fueron mante-
nidas sobre medio completo (MC), que contiene por litro: 4 g
de extracto de levadura, 19 g de extracto de malta, 4 g de
glucosa y 15 g de agar a un pH de 7. Asimismo, fueron mante-
nidas en tubos eppendorf con extracto de levadura y extracto
de malta en las mismas concentraciones anteriores més glice-

rol al 20%, los cualeas se mantuvieron en congelacién.

También se wutilizé a Bacillus subtilis ATTC 6633 como

microorganismo prueba para la deteccién de kanamicina.

Condiciones de cultivo

Los microorganismos fueron crecidos en medio minimo (MM),
que contiene por litro: 5.1 g de NaNO3, 1 g de KHoPO4, 0.4 g
de MgS04.7H20, ©.00125 g de FeS04.2H20, ©.0025 g de ZnS04.
2H20, ©.001 g de NaMoO4.2H20, ©.08 g de CaClp.2H20, 5.7 g de
amortiguador TES, 20 g de almidén soluble de papa en el caso

de MM/Alm y 20 g de agar, a un pH de 7.2.



En-todoa los casos 100 ml de MM contenidos en matraces
Erlenmeyer de 50@ ml fueron inoculados con la misma concen-
tracién de micelio, el cudl fué precrecido en MC durante 24-
48 horas a 29° C y 200 rev.min.”l. Se tomaron muestras de 5
ml cada 24 horas por 5 dias para la medicién de crecimiento,

actividad de amilasa y pH.

2) Seleccién de fuentes de carbono represoras

Las fuentes de carbono probadas fueron sacarosa, glice-
rol, galactosa, piruvato, succinato y glucosa.

Se crecieron colonias aisladas de la cepa silvestre de
S. kapnamyceticus sobre cajas con MC mds la fuente de carbono
a probar en concentraciones desde 1 hasta 10%. Una vez cre-
cidas se sacaron las colonias aisladas con un sacabocados y
se pusieron sobre cajas con MM/Alm mds la fuente de carbono
probada en la misma concentracién usada en el MC. Se mantu-
vieron en frio por una hora y se incubaron a 29°C por un pro-
medio de tres dias para poder detectar halos de hidrdlisis
del almidén alrededor de los cilindros. Por otro lado, las
colonias crecidas en MC se pasaron con un sacabocados a cajas
preparadas para antibiosis, se difundieron en frio por 24 ho-
ras Yy se incubaron por el mismo tiempo a 29°C para detectar

halos de inhibicidén de crecimiento del organismo prueba.
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3) Actividad de a-amilasa

La actividad de la enzima a-amilasa se llevé a cabo por
medio de la medicidén de azicares reductores liberados de un
sustrato polimérico (almidén), con la subsecuente reduccidn:
del 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para determinar espec-
trofotométricamente el grado de actividad enzimdtica, segun
la metodologia descrita por Bernfeld, 1955.

Como sustrato de la reaccidén se utilizé wuna mezcla de
una solucién de almidén soluble al 1¥ y de un amortiguador
P04‘3, que se prepara ajustando una solucién de KoHPO4 ©.01 M
con otra solucién de KH3PO4 de la misma molaridad, hasta te-
ner un pH de 7.0.

El reactivo DNS contiene por litro: 14 g de NaOH, 7.8 g
de 3,5 DNS (hidratado ©.8%), 216 g de tartrato de Na y K, 5.4
g de fenol y 5.9 g de metabisulfito de sodio.

Las muestras de fermentacién fueron centrifugadas por 10
minutos a 3,500 rev.min.~l para separar el micelio del sobre-
nadante. Para llevar a cabo la reaccién se mezclaron 1 ml de
amortiguador con 1 ml de solucién de almidén. Se incubaron
con agitacién en un bafio maria a 55°C por 5 minutos y se le
agregd 1 ml de sobrenadante para iniciar la reaccidén. Se to-
maron muestras de ©.2 ml al tiempo cero y a los 120 min, las
cuales se pusieron en tubos que tenian 1.8 ml de agua desti-

lada mds 3 ml de reactivo DNS.

Los tubos fueron agitados y hervidos en bafio maria por 5

minutos. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se lle-
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varon al volimen final de 20 ml con agua destilada, se agi-

taron en el vértex y se leyeron en un espectrofotédmetro

Bausch & Lomb a 550 nm.

Se utilizdé una solucidén estdndar de maltosa (1 mg/ml)

para hacer la curva estdndar que va de @ a 2.92 pum/ml.

Una unidad de actividad enzimdtica fué definida como la
cantidad de enzima que libera 1 pymol de azucar reductor/min/

ml de muestra de enzima.

4) Efecto del pH sobre la actividad de la amilasa

Se utilizd el sistema ya descrito para la determinacidn
de la actividad de la enzima, variando el pH de la reaccién
desde 6 hasta 8.

El tiempo de reaccién fué de 30 min a una temperatura

de 40°C.

5) Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima

La wvariable introducida al sistema fué la temperatura,
varidndose de 30 a T70°C.

El tiempo de reaccién fué de 1@ min a un pH de 7.0.



68) Efecto del tiempo de reaccién y del Ca'2 sobre la activi-
dad de la enzima
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Se probaron diferentes tiempos de reaccién desde 5 hasta

120 min tanto para una mezcla de reaccidén a la que se le a-
dicioné Ca*2 a una concentracién de 10 mM, como para una mez-

cla de reaccién normal.

La reaccidén se llevd a cabo a una temperatura de 55°C y

a un pH de 7.0.

7) Andlisis de productos de hidrélisis

Para la obtencién de los azucares producidos por la en-
zima amilasa, se mezclaron 2 ml de solucidn de almidén con 2
ml de amortiguador PO4'3, se incubaron en un bafio maria y se
le agregaron 2 ml de sobrenadante para iniciar la reacciodn.
El sobrenadante seleccionado para la reaccién provenia de un

caldo de cultivo de 48 horas de fermentacién.

Se tomaron muestras de ©.5 ml de la mezcla de reaccidn
desde tiempo cero hasta 120 min. La reaccidn se detuvo afa-
diendo ©.5 ml de acetonitrilo. Las muestras fueron centrifu-
gadas para separar el sobrenadante de los sélidos por 15 min

a 4,000 rev.min.~1l.

Para la cromatografia en placa fina (TLC) se utilizaron

placas de silicagel 6@ con un espesor de capa de ©.25 mm. Se



aplicaron 15 pl de cada muestra. El sistema de solventes uti-

lizado fué butanol:etanol:H20 (5:3:2).

Como sistema revelador se utilizé metanol:H2S804: vaini-
llina (9:1:0.5%). Una vez preparado se dejd reposar por 24
horas, después se filtrd con fibra de vidrio y se asperjé so-
bre la placa. Se dejd unos minutos en una estufa a aproxima-
damente 70°C. Como control se utilizdé una mezcla de 1 pl de
una 82olucién de glucosa al 5% mds 2 ul de una solucidén de

maltosa al 1%.

Para el andlisis en cromatografia liquida de alta reso-
lucién (HPLC) se tomaron 25Q pl del sobrenadante obtenido
previamente, se pusieron en eppendorfs, se congelaron con
hielo y acetona y se concentraron en un SpeedVac Concentrator
SVC100H por aproximadamente una hora. Una vez secas las mues-
tras se restituydé su volimen a 100 pl con agua destilada. El

volumen de inyeccidén al aparato fué de 30 ul por muestra.

El equipo utilizado para el HPLC fué un sistema de bom-
beo programable Waters-Millipore modelo 590, un inyector uni-
versal UBK, una columna para andlisis de carbohidratos Wa-
ters-Millipore 4.6%300@ mm, un detector de indice de refrac-

cién modelo 401 Waters-Millipore y un integrador Varian 4400.
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La fase m6vil fué acetonitrilo:Hz0 (80:20), el flujo de
1.5 ml/min, atenuacién 8x. Los estdndares usados fueron glu-
cosa Difco (5 mg):maltosa Baker (5 mg), 1l:1, inyectéandose un

volimen de 50 ul.

8) Deteccién de la produccién de kanamicina

El antibidtico se detectd por bioensayo segin la meto-
dologia reportada por Ichikawa et al (1971), utilizando a Ba-
cillus subtilis ATCC 6633 como organismo prueba. Como estén-

dar se usé kanamicina comercial Sigma.

B. subtilis fué crecido sobre cajas con medio de anti-biésis

por 24 horas a 29°C. Este medio contiene por litro 8 g de

peptona, 3 g de extracto de levadura, 1.5 g de extracto de

carne, 4 g de digerido pancredtico de caseina, 1 g de glucosa
v 1.5 g de agar en amortiguador de PO4'3 9.01 M pH 8. Un ma-
traz con 20 ml de medio de antibidsis liquido fué inoculado
con una asada del microorganismo crecido sobre las cajas e
incubado por 24 horas a 29°C con agitacién. Se tomé 1 ml de
muestra del cultivo y se completdé a 5 ml con agua destilada
para medir la densidad 6ptica (D.0O) en un espectrofotémetro a
580 nm. El1 cultivo anterior de Bacillus se inoculdé al medio
de antibiosis a tener una relacidén de 0.409 de D.O. por cada
100 ml de medio, para posteriormente vaciarse a cajas petri
de plastico estériles de 100 x 15 mm, poniendo 15 ml por ca-

Jja.
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Las colonias aisladas de S. kanamyvceticus de las que se
deseaba probar su produccién de antibidético fueron extraidas
con un sacabocados. Los cilindros con las colonias se pusie-
ron sobre las cajas de antibiosis preparadas previamente, se
mantuvieron en frio por 24 horas para que difundiera el anti—

biético y se incubaron a 28°C por 24 horas.

9) Mutagénesis

De una cepa silvestre de S. kanamvceticus de 2 © 3 dias
de crecida en placa en MC, se tomaron 2 asadas y se inocula-
ron en 50 ml de MC liqgido. Se dejé incubando de 24-48 horas
a 29°C con agitacién (200 rev.min.~l). De ese cultivo se pa-
saron 3 ml a un matraz de 125 ml que contenia 25 ml del mismo
medio anterior y se incubdé por otras 24 horas para tener al

organismo en fase exponencial de crecimiento.

El micelio fué separado del sobrenadante por centrifu-
gacioén (19 min a 4,900 rev.min._q), lavado 2 veces con NaCl
©.85% y resuspendido en 30 ml de MM. Se homogenizé para tomar
una muestra de 5 ml para hacer diluciones y platear en cajas
con MC (9.5 ml de muestra més 4.5 ml de glicerol al 20%) para

tener un control.

Se prepardé una solucién de N-metil-N°-nitro-N-nitroso-
guanidina (NTG) a una concentracién final de ©.1 mg/ml, la

cual se agregd al matraz con el micelio. Se dejdé incubando



con agiﬁacién a 29°C durante 15 horas, después de las cuales
el micelio fué lavado 2 veces con NaCl 0.85% para después re-
suspenderse en 15 ml de MM. Se tomdé otra muestra de 5 ml para
hacer diluciones y plaguear.

A los 10 ml restantes de MM se le agregd una solucién de
NTG a una concentracién de 5 mg/ml. Esta mezcla se dejé incu-
bando una hora con agitacidén, después de la cual el micelio
se lavd 2 veces mas con NaCl y después con una solucién de

cisteina al ©.1%.

El micelio mutagenizado se resuspendié en MC con glice-
rol para de ahi hacer diluciones y plaquear sobre cajas con
medio completo mds la fuente de carbono seleccionada, en la

concentracién represora.

10) Seleccién de mutantes

Las colonias mutagenizadas que se crecieron en forma
aislada sobre cajas con MC mds la fuente de carbono represora
fueron probadas tanto para la produccién de kanamicina como
para la de amilasa por medio de la deteccién de halos de in-
hibicidén del crecimiento de Bacillus, asi como de halos de
hidrdlisis de almidén. Para ello, se pasaron cilindros de a-
gar con las colonias aisladas a cajas con medio de antibidsis
vy a otras con MM/Alm mds la fuente de carbono seleccionada en

concentracién represora.
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11) Medicién de crecimiento

A partir de 5 ml de muestra se separd el micelio del so-
brenadante por centrifugacién y se lavdé 2 veces con Ho0 y se
resuspendié en 3 ml de dcido tricloroacético (TCA) al 10%. Sé
dejdé reposar el micelio toda la noche en frio con TCA y pos-
teriormente se centrifugé durante 10 min a 4,000 rev.min. 1.
El sedimento fué resuspendido en ©.4 ml de NaOH 0.4 M y agi-
tado en un vortex. La concentracién de proteina se determind

por el método reportado por Lowry et al., 1951.

La curva estandar se corrid al mismo tiempo gque las
muestras y se prepard utilizando albimina sérica bovina (Sig-
ma). Los resultados se reportan como mg de proteina por ml de

medio.

NOTA DE PRESENTACION :

Todas las mediciones se llevaron a cabo por triplicado.
Los datos que se presentan son la media de los tres valores.
Las desviaciones estdndar obtenidas fueron * ©.002 mg/ml para
la concentracién de proteinas y % 0.005 um/ml/min para la ac-

tividad enzimdtica.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

PROPIEDADES DE LA AMILASA DE Streptomyces kanamvceticus
Efecto del pH y de la temperatura

Para determinar el efecto del pH sobre la actividad en-
zimdtica se cuantificaron los azicares reductores liberados
en la mezcla de reaccidén bajo diferentes valores de pH (de
6.0 a pH 8.9). Los resultados mostraron que la enzima mantuvo
su actividad en los diferentes pH probados en los 19 min que
durd la reaccién. Este rango de pH en el que la enzima mostrd
actividad coincide con el intervalo reportado por Fogarty
(1980) para las a-amilasas, ya que éste va de pH 5.5 a un pH
de 8.0. E1 pH al gque se decidié trabajar en los experimentos
posteriores fué a un pH de 7.0 que es el pH que se ha utili-
zado para medir la actividad de la amilasa en varios organis-
mos del mismo género y que ademds gueda comprendido dentro
del intervalo de pH probado como estable.

En cuanto al efecto de la temperatura sobre la actividad
de la enzima, se observd que ésta tendid a incrementarse con-
forme aumentd la temperatura hasta los 60°C (Fig. 6). A 30°C
la actividad registrada fué de .18 um/ml/min mientras que a
60°C la actividad casi se duplicé ya que se obtuvo 0.3 um/ml/
min, que fué la maxima actividad medida. En el rango de 55 a
65°C las variaciones en la actividad enzimdtica fueron muy

pequefias. Sin embargo, con 70°C, se observd un decremento im-
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portante en la actividad, mostrando aproximéddamente el mismo
valor que el obtenido a 40°C. Asi, aungque la temperatura de
crecimiento de Streptomyces kanamyceticus es de 30°C, la en-—
zima mostré una mejor actividad en el intervalo de 55 a 65°C.
Frecuentemente la temperatura 6ptima de las a—amilaaaé
son mayores que la temperatura éptima de crecimiento de los
organismos que las producen y que éste rango de mayor activi-

dad frecuentemente es entre los 40 y 70°C (Melasniemi, 1990).

Efecto de los iones Cat2 y del tiempo de reacciodn

Debido a que se ha reportade que las c-amilasas son en-
zimas metalo-cdlcicas y que por tanto requieren los iones
Cat2 para la actividad enzimdtica y la estabilidad conforma-
cional de la enzima (Fogarty, 1990), se probd el efecto de
éstos iones sobre la enzima que produce S. kanamyvceticus. Los
resultados se muestran en la Fig. 7 y se puede observar que
la presencia de los iones Ca*2 en la mezcla de reacci6én a una
concentracién de 19 mM permitieron un aumento de la actividad
de la enzima en todos los tiempos probados (de 5 a 120 minu-
tos de incubacién), en comparacién con la obtenida en ausen-
cia de éstos iones.

En cuanto al tiempo de incubacidén se observa una rela-
cién lineal entre la actividad de la enzima y el tiempo a
partir de los 3@ min de incubacién, sobretodo en presencia de

jones Ca*2. La actividad en los primeros 30 minutos de incu-
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bacién en presencia de Ca*2 se mantuvo alrededor de 5 um/ml,
mientras que sin Cat2 ge observaron mayores fluctuaciones de
la actividad en todos los tiempos.

Bajo éstas condiciones en los primeros 3@ min la acti-
vidad se mantuvo alrededor de los 4 um/ml, por lo que se ob-
serva que si bien las diferencias en cuanto a actividad no
fueron muy significativas en los primeros 3@ minutos en pre-
sencia o ausencia de iones Ca‘2, si se observé una mayor es-
tabilidad de la enzima en presencia de éstos iones.

Después de 30 min de incubacidén, se observd que a medi-
da gque el tiempo de incubacién aumenté las diferencias en la
actividad enzimdtica se hicieron mds significativas y asimis-
mo el efecto del Ca*2 se hizo més notorio, sobretodo de los
90 a los 120 min, ya que la actividad en estas condiciones a
los 90 min de incubacidén fué de 7.8 um/ml, mientras que en
ausencia de iones Ca*2 fué de 5.3 um/ml. A los 120 min de
incubacién y en presencia de Cat2 se obtuvo la mayor activi-
dad (9.9 um/ml), mientras que sin Ca*? a éste mismo tiempo
se obtuvo 7.9 um/ml.

Debido a que a los 120 min de incubacidén en presencia de
Ca*2 se obtuvo la mejor actividad enzimdtica y que la tempe-
ratura optima de la enzima estd entre los 55 y 65°C, se deci-
dié trabajar en los experimentos posteriores a 55°C, ya que
la actividad dentro de éste intervalo de temperatura no mos-
tré variaciones significativas y de esta manera se evitd la
exposicidn de la enzima a una temperatura mayor por un perio-

do prolongado de tiempo, ya que la incubacién por 2 horas a
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méds de 55°C podria provocar la desnaturalizacién de la enzi-
ma.

La presencia de los iones Ca*2 en 1la reaccién es impor-
tante ya que se ha reportado que en presencia de éstos las a-
amilasas no solo son mds resistentes a valores extremos d&
temperatura, sino que también a los de pH, al tratamiento con

urea o a la exposicién a otras proteasas (Melasniemi, 1990).

Hidrdlisis del almidén

Para determinar cuales eran los compuestos producidos
por la accidén de la enzima sobre el almidén soluble, se rea-
lizdé una cromatografia de placa fina (Fig. 8) la cual mostré
3 manchas principales en todos los carriles, incluyendo al
que corresponde al tiempo cero (carril 1), por lo que se par-
te de que en el medio estaban ya presentes estos oligosacari-
dos aungue en poca cantidad y que éstos se siguieron formando
a medida que aumentd el tiempo de incubacién.

Una de las manchas detectadas presentd un valor de Rf de
©.35, el cual coincididé con el obtenido para el estandar de
maltosa utilizado (carril 2). Las otras 2 manchas detectadas
por abajo de la que correspondidé a la de maltosa, se sugiere
gue sean oligosacdridos tales como maltotriosas y maltotetro-
sas. Todas estas manchas comenzaron a hacerse un poco mas
fuertes a partir de los 1@ minutos de incubacién (carril 3)
y se intensificaron a los 99 y 120 min, por lo que la maltosa

junto con los otros maltooligosacdridos que se observan pare-
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cen ser los principales productos de hidrélisis de la a-ami-
lasa de §S. kapamvceticus. Sin embargo, también es pogible
distinguir otra mancha aungue méds difusa que las otras a par-
tir de los 90 min de incubacién (carril 4) y se hace un poco
més notoria a los 180 min (carril 5). El valor de Rf de ésta
mancha fué de ©.43, el cual corresponde al Rf que presentd el
estdndar de glucosa, por lo que la glucosa es otro de los
productos finales de la hidrdlisis de la a-~amilasa, aungue en
menor proporcién que lo es la maltosa y los maltooligosaca-
ridos. La presencia de glucosa se puede deber sin embargo, a
la accién de wuna maltasa 6 a la hidrdélisis no enzimdtica de

la maltosa por temperatura.



Estos resultados de la cromatografia en placa fina se
confirman con los obtenidos con la cromatografia liquida de
alta resolucidén (HPLC) que se muestra en la Fig. 9, ya que

desde el tiempo cero se detectd un pico con un tiempo de elu-

cién de 9.92 que corresponde con el estdndar de maltosa, pico

que se incrementdé con el tiempo de incubacidn. Asimismo se
detectd otro pico con un tiempo de elucién de 5.84 que co-
rresponde con el estandar de glucosa sin embargo, éste apare-
cié a partir de las muestras de 6@ minutos de incubacidén y
s6lo se incrementd ligeramente en los demds tiempos. Los mal-
tocligosacAridos que se observan en la cromatografia en placa
fina no son detectados por HPLC debido a que el tipo de ana-
lisis que se utilizd sdélo permite detectar mono- y disacari-
dos no obkstante, es posible distinguir otro pico desde el
tiempo cero y seguir su incremento hasta los 180 minutos de
la incubacién. Si se compara el tiempo de elucidn de éste pi-
co (4.4 minutos) con los reportados para éste tipo de croma-
tografia se podria sugerir a que carbohidrato corresponde sin
embargo, es necesaria la presencia de estandares que nos per-
mitan confirmar su presencia, como se hizo con la maltosa y
la glucosa, carbohidratos de los gque se deseaba seguir su

produccidn.
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Comparando algunas de las propiedades de la c-amilasa de

Streptomyces kanamvceticue con las de otros microorganismos

que las producen, se pueden detectar similitudes:
La enzima producida por §. thermoviolaceus presenta va-
rias caracteristicas en comin con la de S. kanamyceticus; su

pH 6ptimo es de 7.2, requiere de iones Ca*2 para tener termo-
estabilidad, su temperatura 6ptima es de 55°C y el producto
de hidrélisis de la enzima producida por éste organismo es la
maltosa (Goldberg, 1990).

S. precox NA-273 produce también una a-amilasa extrace-
lular cuyo pH 6ptimo estd entre 6.9 y 7.9, aunque presenta
estabilidad en un rango de pH de 6.0 a 8.0. La temperatura
6ptima para su actividad es a 40°C y su producto principal de
hidrélisis es la maltosa.

Otra a-amilasa que muestra caracteristicas semejantes es
la producida por S. hygroscopicus SF-1084, la cual tiene un
pH S6ptimo de entre 5.0 y 6.9 y una temperatura oOptima de
55°C. La presencia de iones Ca'2 tiene un efecto estabiliza-
dor sobre la enzima y su producto principal de hidrélisis es
la maltosa (Vihinen, 1989; Goldberg, 1990).

Otros Streptomycetos en los gque los iones Ca*2 tienen un
efecto activador o estabilizador sobre las ac-amilasas que
producen son en S. microflavus 3332, S. griseus 4, S. diasta-
ficus 3315 y 5. cellulosae 3313 (Vihinen, 1989).

La a-amilasa producida por Micrococus varians, también
de importancia industrial, muestra una mayor actividad en

presencia de cationes divalentes como Cat2 o Mg*2 y a una
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temperatura de 55°C, siendo que la temperatura de crecimiento
del organismo es a 30°C. El pH 6ptimo para la actividad de
ésta enzima es pH 7.@ (Adeleye, 1990).

También M. halobius ATCC 21727 produce una a-amilasa ex-
tracelular cuyo pH 6ptimo esta entre 6.0 y 7.9 y cuya tempe-
ratura o6ptima varia de 5@ a 55°C, siendo que la temperatura
de crecimiento oOptima del organismo es a 30°C. La enzima es
de tipo metalo-cédlcica.

La a-amilasa producida por Bacillus subtilis G63, produ-
ce maltotriosa como producto final de hidrdlisis y tiene un
pH 6ptimo de entre 6.0 y 7.0, mientras que la temperatura o6p-
tima de la enzima es a 50°C. El organismo tiene una tempera-
tura 6ptima de crecimiento de 3@°C.

B. circulans produce asimismo una a-amilasa extracelular
cuyo pH é6ptimo es de 7.9. La temperatura éptima para la acti-
vidad de la enzima es 50°C, aungue el organismo crece mejor a
30°C. Produce maltotetrosa y maltopentosa como productos fi-
nales y la presencia de iones Ca*2 estabiliza la reaccién.

La a-amilasa producida por Acipnetobacter sp. 204-1 es de
tipo extracelular. El pH 6ptimo para su actividad enzimética
es a 50-55°C y el pH 6ptimo es a 7.0. La temperatura de cre-

cimiento del organismo es a 30°C (Vihinen, 1989).



SELECCION DE FUENTES DE CAREOND REFRESORRS

Unc de los métodos usados actualmente para aislar mutan-
tes insensibles a reprecsidn catabdlica por fuentes de carbono
es por medio de la utilizacidon de andlogos de esa fuente d=
carbono en una concentracidén minima inhibitoria v en presen-
cia de una fuente de carbono alternativa. debido a gue el
andlogo es capaz de activar el sistema de represion catabo-
lica sin ser metabolizado. por consiguiente el microcrganismo
no puede utilizar la fuente de carbono alternativa a menos
que este hayva perdido sus sistemas de represidn de la fuenc=s
de carbono utilizada y/o la habilidad de transportar al inhi-
bidor. Asi por ejemplo, en Streptomyces coelicolor se han
aislado mutantes cuya especie parental es incapaz de crecer
en un medio con 109 mM del andlogo de glucosa 2-Deoxi-D-glu-
cosa (2-D0OG), usando arabinosa y glicerol como fuentes de
carbono alternativas (Hodgson, 1982). Sin embargo., en 3S. Ka-—
pnamvceticus no fué posible la seleccidén de mutantes por este
método debido a que la 2-DOG no reprimié la utilizacidén de
las fuentes de carbono alternativas utilizadas (lactosa y al-
midén), aun cuando se utilizdé una concentracién de hasta 300
mM de 2-DOG, que es el triple de la concentracién utilizada
con S. coelicolor. Asimismo se probaron otros 2 andlogos de
la glucosa, la 3-Metil-D-glucosa y la Metil-a-D-glucopirano-
sido en concentraciones de hasta 250 mM y 500 mM respectiva-

]
mente, sin que se observaran efectos represores. Debido a és-

-



to se d&cidié realizar la seleccién de mutantes por el método
tradicional. Para ello se probaron diversas fuentes de carbo-
no en concentraciones de hasta 10% para determinar cuales re-
primian la sintesis de los metabolitos seleccionados (amilasa
v kanamicina) en la cepa silvestre de &S. kanamyceticus asi

como la concentracién represora para asi crecer las colonias

mutagenizadas sobre éstos medios y poder detectar aquellas
colonias productoras de kanamicina y/o0 amilasa bajo éstas
condiciones.

De las 6 diferentes fuentes de carbono probadas en fer-
mentacién sdélida (sacarosa, glucosa, galactosa, glicerol,
piruvato y succinato), s6lo la glucosa y el glicerol fueron
las que reprimieron la produccidén de amilasa y de kanamicina.

Las concentraciones que reprimieron la produccién de la
amilasa fueron 4% de glucosa y 2% de glicerol (Tabla 1),
mientras que las concentraciones que reprimieron la produc-
cién de kanamicina fueron 2% de glucosa y 5% de glicerol. Es-
tas concentraciones se determinaron en base a la formacidén o
no de halos de inhibicién del crecimiento de Bacillus subti-
lis para el caso del antibiético, asi como de halos de hidré-
lisis del almidén en la enzima. Las otras fuentes de carbono
probadas no mostraron reprimir la produccién de éstos metabo-

litos aun estando en concentraciones de hasta 10%.
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Fuente de carbono Amilasa Kanamicina
seleccionada

Glucosa 4 % 2 %
Glicerol 2 % 5 %

Tabla 1. Fuentes de carbono seleccionadas por su capacidad
de reprimir la produccién de amilasa y de kanami-
cina en fermentacidén sdélida.

Se sabe que generalmente las fuentes de carbono que so
portan una velocidad de crecimiento rdpida como la glucosa,
son las mds efectivas en provocar la represidén catabdlica de
ciertas enzimas (Gallo and Katz, 1972; Wang, 1979).

En la Tabla 2 se observan la gran cantidad de metaboli
tos secundarios cuya produccidén es reprimida por la glucosa,
incluyendo a la kanamicina y en la Tabla 3 se muestran algu-
nas de las enzimas que son reprimidas catabélicamente por la

glucosa y otras fuentes de carbono.
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Metabolito secundario

Organismo

Novobiocina
Actinomicina
Bacitracina
Benzodiacepinas
Cefalosporina
Cloranfenicol
Eritromicina
Ergot

Ac. giberélico
Indolmicina
Kanamicina
Mitomicina
Neomicina
Penicilina
Prodigiosina
Puromicina
Streptomicina
Streptotricina
Tilosina
Violaceina
Siomicina
Cefamicina

S. alboniger
S. griseus
2. lavendulae
S. fradiae

Tabla 2. Metabolitos secundarios cuya produccién es
suprimida por la glucosa (Martin, 1980).
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Enzima Organismo Fuente de carbono
represora
a-amilasa Bacillus stearothermofilus Fructosa
Celulasa TIrichoderma wviride Glucosa, glicerol
almidén, celob.
Celulasa Pseudomonas fluorescens Galactosa, gluco-
2a, celobiosa.
Proteasa Bacillus megaterium Glucosa
Proteasa Candida lipolvtica Glucosa

Amiloglucosidasa Endomvcopsis bispora Almidén, maltosa,

glucosa, glicerol

Acido poligalac- Aeromonas liguefaciens  Glucosa, &cido

turonico trans- poligalacturonico

eliminasa

Invertasa Neurospora crassa Manosa, glucosa,
fructosa, xilosa

Metilen Arthobacter sp. Acetato

hidroxilasa

Tabla 3. Organismos y enzimas que son reprimidas por ciertas
fuentes de carbono (Wang, 1979).



REPRESION CATABOLICA DE LA a—AMILASA

Una vez seleccionadas las fuentes de carbono que repri-
men la produccién de la amilasa de la cepa silvestre, en fer-
mentacién sélida (glucosa y glicerol), se llevd a cabo una
fermentacién liquida para la medicién del crecimiento y de la
produccién de la enzima en MM/Alm, usando concentraciones re-
presoras de éstas fuentes de carbono (MM/Alm+Glucosa y MM/Alm
+Glicerol al 2 y al 6%). Asimismo, la cepa se crecidé en MM
s8in almiddén, utilizando glucosa o glicerol al 2% como tUnica
fuente de carbono.

La Fig.1l9 muestra el crecimiento de la cepa silvestre
bajo concentraciones represoras de glucosa. Con MM/Alm, en
las primeras 48 horas de la fermentacidén se observa un creci-
miento de tipo exponencial, en el que la cepa alcanzd una
concentracién de proteina de ©.19 mg/ml, para después mante-
ner un crecimiento constante hasta el final de la fermenta-
cién. El1 pH bajo éstas condiciones no mostrd variaciones sig-
nificativas, ya que se mantuvo ligeramente por encima del pH
inicial gque fué de 7.2. Con MM/Alm+Gluc al 2% el crecimiento
fué mds pronunciado que con MM/Alm en las primeras 24 horas
de incubacidn, puesto que a éste tiempo 1llegd a ©.2 mg/ml
contra ©.95 mg/ml que tuvo en MM/Alm. A las 48 horas se ob-
servé un ligero aumento en crecimiento. Sin embargo, después
de éste tiempo se observa una caida de la curva por muerte
celular, ya que a las 120 horas sdlo tuvo ©.97 mg de proteina

por ml de medio.
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Con MM/Alm+Glucosa al 6% se observa una curva muy pare-
cida a la obtenida con glucosa al 2%, aunque el crecimiento
no fué tan grande en las primeras 24 horas. Sin embargo, a
las 48 horas de incubacidén el crecimiento si fué superior al
mostrado con glucosa al 2%, asi como en ausencia de ésta, ya
que llegbé a 9.3 mg/ml. A partir de éste tiempo se observa una
caida en la concentracién de proteina, incluso méds pronuncia-
da que en la presencia de glucosa al 2%, ya que llegd a ©0.904
mg/ml. En cuanto al pH, se puede observar una ligera caida en
los valores de éste después de las 24 horas de incubacién en
la presencia de glucosa, siendo todavia més pronunciado con
glucosa al 6% sin embargo, se mantuvo por arriba de un pH de
6.0.

En cuanto a la produccién de amilasa bajo éstas mismas
condiciones se puede observar en la Fig. 11 que la glucosa
tiene ya un efecto un represor a una concentracién de 2% y
ésta se acentud con glucosa al 6%. Sin la fuente de carbono
represora se observa una relacién lineal entre la actividad
de la enzima y el tiempo de fermentacién hasta las 72 horas,
gque es cuando se obtuvo la mayor actividad (©.125 um/ml/min)
y se mantuvo asi hasta el final de la fermentacién. Con MM/
Alm+Gluc 2%, la actividad disminuydé notablemente en todos los
tiempos a excepcidn de a las 24 horas en donde la actividad
fué de ©0.045 pm/ml/min contra ©.039 pm/ml/min con MM/Alm. A
las 48 horas de fermentacidn es cuando se obtuvo la mayor ac-
tividad de la enzima con glucosa al 2% (©.049 pm/ml/min), ob-

servandose en las siguientes horas un ligero descenso er la
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activid@d enzimdtica.

Con MM/Alm+Gluc 6% se observa la misma tendencia que con
la curva de glucosa al 2%, aunque los valores fueron menores.
En éste caso, la actividad enzimdtica no llegd a ser mayor
que el control ni a las 24 horas de la fermentacidén ya que la
mdxima actividad la presenté a las 48 horas, que fué de ©.041
um/ml/min, mientras gque con MM/Alm la actividad fué de ©.045
um/ml/min. Las mediciones de la actividad enzimdtica se rea-
lizaron utilizando una curva patrén de maltosa.

Aun cuando la cepa silvestre mostrdé un mayor crecimiento
en las primeras 48 horas bajo condiciones represoras, la en-
zima no tuvo por ello una mayor actividad, sino gque se man-
tuvo mds o menos la misma actividad a lo largo de toda la
fermentacién, a diferencia de la curva obtenida en MM/Alm en
la que se muestra un incremento continuo en la actividad has-
ta las 72 horas de fermentacidén, tiempo en el que la activi-
dad volumétrica de la enzima fué 3 veces mayor que con MM/Alm
+Gluc al 2% y casi 5 veces mayor que con glucosa al 6%.

En la Fig. 12 se muestra el crecimiento de la cepa sil-
vestre en MM/Alm+Glicerol. Con glicerol al 2% se observa un
crecimiento muy semejante al obtenido en MM/Alm pero sdélo en
las primeras 48 horas de crecimiento en gque llega a ©0.176 mg
/ml, después el crecimiento disminuyd® en las siguientes horas
hasta tener 9.095 mg/ml a las 120 horas. Con MM/Alm+Glic 6%
se observa un mayor crecimiento a las 24 y 48 horas de fer-
mentacioén en comparacién con el control, llegando hasta ©.253

mg/ml a éste Gltimo tiempo. Sin embargo, también disminuyd el
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crecimiénto y a lag 120 horas se detectd sblo ©.059 mg de
proteina por ml de medio. En cuanto al pH se observé una li-
gera acidificacién del medio con glicerol al 2 y al 6% ya que
después de las primeras 24 horas de la fermentacién el pH ba-
j6 a 6.9 y casi a un pH de 6.0 a las 72 horas, manteniéndose
asi hasta las 120 horas.

En lo que corresponde a la produccién de amilasa (Fig.
13), se observa una disminucién de la actividad enzimdtica en
presencia de glicerol en comparacién a la obtenida con MM/
Alm. Con MM/Alm+Glic 2% la produccidén a las 24 horas fué ma-
yvor gue en el control, ya gque se obtuvo ©0.056 um/ml/min a di-
ferencia de los ©.039 obtenidos con MM/Alm. Sin embargo, la
actividad no siguié aumentando de igual forma en las siguien-
tes horas ya que a las 48 horas se detectd la misma actividad
que con el control, mientras que para las 72 horas la activi-
dad bajo hasta ©.043 um/ml/min y aumentd sdlo ligeramente pa-
ra las 96 y 120 horas. En la presencia de glicerol al 6% se
observa que la actividad también fué un poco mayor gque con
MM/Alm a las 24 horas de fermentacién, la cual mas o menos se
mantuvo hasta las 96 horas, ya que para las 120 horas regis-

tré un aumento en la actividad, llegando a ©.081 pum/ml/min.
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La.actividad enzimdtica de las muestras crecidas en MM
con glucosa o glicerol al 2% como Unicas fuentes de carbono
fué nula lo que sugiere gque la enzima producida por S. kana-
myceticus es una enzima de tipo inducible y que necesita que
el almidén, que es el sustrato de la enzima, esté presente en
el medio para que se sintetice.

Muchas enzimas catabdlicas estdn en la categoria de in-
ducibles y son inducidas por el sustrato de la enzima. Los
sustratos que son de alto peso molecular no pueden entrar a
la célula por lo gque en lugar de gque ésta forma polimérica
esté involucrada directamente en el proceso de induccién, se
cree que un pequefio nivel de enzima extracelular constitutiva
degrade al sustrato de alto peso molecular y que éstos pro-
ductos de bajo peso molecular sean los que induzcan la sinte-
s8is de la enzima al entrar a la célula (Fogarty, 1980).

La existencia de mecanismos tales como la induccién y la
represidén catabdélica en una célula aseguran que las enzimas
inducibles sean producidas solo en presencia del substrato.
Si estdn presentes varios substratos sélo se produciran las
enzimas que actuan sobre el mds favorable (Wang, 1979).

Saito et al. (1975) han reportado también gque polisaca-
ridos tales como el glicdogeno, el almidén, la dextrina y di-
versos maltooligosacdaridos pueden inducir la formacidén de a-
amilasa.

Por otro lado, para determinar cual de las 2 fuentes de
carbono que se seleccionaron (glucosa y glicerol) es la que

ejerce una mayor represién sobre la produccién de la a-ami-
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lasa en la cepa silvestre de S. kanamvceticus, se determinéd

el numero de veces que la actividad de la enzima disminuyé

por unidad de biomasa (no. de veces gue disminuyé la produc-

cién especifica de la enzima) bajo diferentes condiciones re-
presoras, con respecto a la produccién especifica de la misﬁa
enzima obtenida bajo condiciones no represoras (MM/ Alm).

En la Tabla 4 se puede observar que a las 24 horas de
fermentacidén en presencia de glucosa al 2%, la cepa silvestre
mostrd 2.9 veces menos produccién especifica que la que se
presentd en MM/Alm. Esta diferencia en la actividad de la en-
zima por unidad de biomasa se incrementdé en la presencia de
glucosa al 6%, ya que la produccién especifica 1llegd a ser
3.2 veces menor. Sin embargo, a éste mismo tiempo la produc-
cién especifica en presencia de glicerol al 6% s6lo disminuyd
2.3 veces con respecto al control, por lo que se concluye que
la glucosa ejerce un efecto represor mayor que el glicerol
sobre la produccién de la amilasa en la cepa silvestre y que
éste efecto represor se hace més fuerte al aumentar la con-
centracién de la fuente de carbono. Asimismo se observa que
en los ultimos tiempos de la fermentacién disminuye el efecto
represor tanto del glicerol como de la glucosa, lo cual se
debe a que éstas fuentes de carbono se van consumiendo a lo
largo de la fermentacién, lo que permite que la enzima se li-
bere de la represidén que tanto la glucosa como el glicerol e-

jercen sobre ella.
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Tiempo de fermentacidén (hrs)

24 48 72 96
MM/Alm 2% 1.0
Alm+Gluc 2% 2.9 2.0 1.75 1.0
Alm+Gluc 6% 8.2 3.27 2.5 1.37
Alm+Glic 2% 0.8 1.05 2.13 1.1
Alm+Glic 6% 2.3 2.06 2.5 1.9

Tabla 4. Efecto represor de la glucosa y el glicerol so-
bre la produccién especifica de la amilasa en la
cepa silvestre. Los valores representan el nimero
de veces gque disminuyé la produccién especifica
con respecto a la obtenida bajo condiciones no
represoras.

Se puede observar también que en la presencia de MM/
Alm+Glic al 2% no hay un efecto represor tan notorio como
sucede con el glicerol al 6% o con glucosa desde una concen-—
tracion de 2%. El1 valor de ©.B obtenido para las 24 horas de
la fermentacidn en glicerol al 2% indica gque no estad habiendo
represion catabélica en éstas condiciones ya que la produc-
cién especifica obtenida fué mayor gque la mostrada en MM/Alm.
Este aumento en la produccidn especifica en la presencia de
glicerol se debid a que aungue el crecimiento fué muy pareci-
do en ambas condiciones, la actividad enzimatica fué mayor en

la presencia de la fuente de carbono alternativa.
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AISLAMIENTO OE MUTANTES

Se llevaron a cabo 2 mutagénesis usando N-metil-N’"-ni-
tro-N-nitrosoguanidina como agente mutagénico, segin la meto;
dologia descrita anteriormente. De aproximadamente 1000 colo-
nias probadas por su produccidén de amilasa y/o kanamicina
bajo concentraciones represoras de glucosa y de glicerol en
fermentacidén sélida, se aislaron 3 mutantes.

La mutante 41 fué aislada por su capacidad de producir
amilasa bajo concentraciones represoras de glucosa. Las otras
2 mutantes. la mutante E y la mutante 29 fueron seleccionadas
por su capacidad de producir kanamicina bajo concentraciones
represoras de glicerol. Al probar si éstas mutantes estaban
desreguladas para la produccién de ambos metabolitos (amilasa
y kanamicina) o sélo para uno de ellos y si ademas eran capa-
ces de producirlos sdlo bajo concentraciones represoras de u-
na de los dos fuentes de carbono seleccionadas (glucosa y
glicerol) o para ambas, se observd (Figs. 14 y 15) que mien-
tras que la cepa silvestre fué incapaz de producir ninguno de
los 2 metabolitos bajo concentraciones represoras tanto de
glucosa como de glicerol, la mutante 41 produjo tanto amilasa
como kanamicina pero sdélo bajo concentraciones represoras de
glucosa. La mutante E por el contrario produijo ambos metabo-
litos pero sélo hajo concentraciones de glicerol v por Gltimo
la mutante 29 de la gue se aislaron Z colonias con fenotipo

diferente, una con coloracién amarilla como la parental vy
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Fig. 14 Produccién de amilasa en las mutantes E, 29 y 41
bajo concentraciones represoras de glucosa y de
glicerol.



Fig. 15. Produccién de kanamicina por las mutantes E y 29
(seleccionadas por glicerol) y mutante 41 (sele-
ccionada por glucosa).



la otra con coloracién blanca, ambas colonias fueron capaces
de formar tanto halos de hidré6lisis de almidén, como halos de
inhibicién del crecimiento de Bacillus tanto bajo concentra-
ciones represoras de glucosa como de glicerol (Figs. 14 y
15). Sin embargo debido a que los halos producidos por la mu-
tanté 29 con fenotipo blanco fueron méds claros que los produ-
cidos por el fenotipo amarillo, se decidié trabajar sélo con
la primera en experimentos posteriores. Todos éstos resulta-
dos se resumen en la Tabla 5.

El hecho de que las mutantes sean capaces de producir
halos de hidrélisis de almidén como halos de inhibicién del
crecimiento del organismo prueba bajo concentraciones repre-
soras de las fuentes de carbono seleccionadas en fermentacién
s6lida, sugiere que en éste microrganismo existe un mecanismo
de control comin involucrado en la represién catabdlica por
glucosa y glicerol para el metabolismo primario y secundario,
como se ha probado que existe en otros microorganismos como

Penicillium chrysogenum (Barredo, 1988).
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Produccién de: Amilasa Kanamicina

Fuente de carbono

en concentracién Glucosa Glicerol Glucosa Glicerol
represora

Slivestre - - - -
Mutante 41 + - + -
Mutante E - + - +
Mutante 29 + + + +

Tabla 5. Produccién de amilasa y de kanamicina de las ce-
pas silvestre y mutantes bajo concentraciones -
represoras de glucosa y glicerol.

+ indica que la mutante es capaz de formar un halo
de hidrélisis de almidén en una placa o de pro-

ducir un halo de inhibicién de crecimiento en el
organismo prueba.

CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES

Para comparar la produccidén de amilasa y el crecimiento
de las mutantes con respecto a la cepa silvestre, las colo-
nias fueron crecidas en MM/Alm mds 2 concentraciones diferen-
tes de glucosa y/o de glicerol (2 y 6%), dependiendo de la
fuente de carbono a la que cada mutante mostrd ser insensible
al efecto represor en la fermentacidén solida realizada ante-

riormente. La mutante 41 fué crecida sélo en MM/Alm+glucosa,



la mutante E en MM/Alm+glicerol y la mutante 29 y la cepa
silvestre en MM/Alm+glucosa y en MM/Alm+ glicerol.

En la Fig. 16 se muestra el crecimiento de las mutantes
bajo condiciones no represoras (MM/Alm) v en ella se puede
observar que la curva obtenida para la cepa silvestre es muy
parecida a la de las mutantes, sobretodo a 1la de la mutante
29 sin embargo, la mutante E tuvo un crecimiento ligeramente
superior al de la silvestre y la mutante 29 en las primeras
96 horas ya que llegd a ©.24 mg/ml, aunque para las 120 horas
terminé con .12 mg/ml. En cuanto a la mutante 41, ésta tuvo
un crecimiento parecido a las otras mutantes hasta las 48 ho-
ras sin embargo, después de éste tiempo, s6lo siguid cre-
ciendo ligeramente, llegando a ©.133 mg/ml a las 120 horas.
El pH también fué muy semejante en todas las cepas, puesto
que en todas aumentd s6lo ligeramente, llegando a un pH final
de 8.0.

En las gridficas de produccidén de amilasa bajo éstas mis-
mas condiciones (Fig. 17), se observa que la cepa silvestre
tuvo su maxima produccidén de amilasa de las 72 a las 120 ho-
ras, llegando a ©.125 um/ml/min. De las mutantes, la 41 fué
la que produjo menos amilasa en MM/Alm, ya que a lo largo de
toda la fermentacién se mantuvo alrededor de los ©.09 pum/ml
/min y s86lo a las 120 horas aumentd a ©.115 um/ml/min, por lo
que no superd la produccidn de la cepa silvestre mas que a
las 24 horas de fermentacién, donde ésta cepa produjo ©.039

um/ml/min, mientras que la mut. 41 produjo ©0.993 um/ml/min.
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La mutante 29 fué la que mostré la mayor actividad de
todas las cepas a las 24 horas con ©.137 um/ml/min y a lo
largo de la fermentacién mantuvo ésta actividad, siendo in-
cluso que a las 120 horas donde se registré la mayor activi-
dad (0.152 um/ml/min).

La mutante E por su parte mostré una gran actividad en
las primeras 48 horas, en donde llegé a tener 0.223 um/ml/
min sin embargo, ésta actividad decrecidé un poco en las si-
guientes horas, ya que a las 120 horas mostrd una actividad
de 0.138 um/ml/min, que fué inclusive un poco menor gque la
obtenida por la mutante 29 a éste mismo tiempo. Se observa
por tanto que a las 24 horas de fermentacidén la mutante 41
presentd 2.4 veces mayor actividad volumétrica que la cepa
silvestre, la mutante E presentdé 3 veces mas actividad y la
mutante 29 presentdé 3.5 veces mayor actividad que la silves-
tre a éste mismo tiempo. Se observa asi, que a pesar que el
crecimiento de las cepas fué muy parecido, con excepcidn de
la mutante 41 que no alcanzd el mismo crecimiento que las
otras, la produccién de amilasa bajo condiciones no represo-
ras fué mayor en todas las mutantes en comparacidén con la
cepa silvestre, sobretodo en la mutante 29.

La cepa silvestre junto con las mutantes 41 y 29 fueron
crecidas en MM/Almt+glucosa al 2 y al 6% para determinar la
produccién de la enzima asi como las curvas de crecimiento
bajo éstas condiciones. En la Fig. 18 se muestran las curvas
de crecimiento con glucosa al 2% y en ellas se observa que

las que corresponden a la cepa silvestre y a la mutante 29
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fueron muy semejantes ya que en las primeras 24 horas el cre-
cimiento fué muy rdpido. Su valor madximo de crecimiento fué a
las 48 horas de la fermentacién, ya que llegaron a un prome-
dio de crecimiento de ©0.22 mg/ml sin embargo, en ambos casos
después de éste tiempo se observé un caida de la curva coﬁo
resultado de muerte celular; éste decremento fué todavia mas
notorio en la mutante 29 ya que a las 120 horas de la fermen-
tacién presentd 0.045 mg/ml contra .07 mg/ml gque tuvo la ce-
pa silvestre a éste mismo tiempo. La mutante 41 mostrd un
comportamiento diferente a las cepas anteriores ya que duran-
te las primeras 24 horas el crecimiento no fué tan pronuncia-
do como con la silvestre y la mutante 29, atn cuando la mu-
tante 41 fué la que tuvo la concentracién de proteina inicial
mas alta sin embargo, a lo largo de toda la fermentacidén tuvo
un crecimiento constante, teniendo su valor mdximo a las 120
horas, con ©0.194 mg/ml, siendo que a éste tiempo ésta mutante
registrd una concentracién de proteina 3 veces mayor que la
cepa silvestre y 4 veces mayor que la mutante 29.

En cuanto al pH se observa que mientras que el pH en la
mutante 41 tendié a aumentar a lo largo de la fermentacidén y
llegd hasta un pH de 7.9, en la mutante 29 y en la cepa sil-
vestre los valores de pH disminuyeron después de las 24 horas
de fermentacidén, aunque no llegd a un pH de 6.0.

Las curvas de produccidén de amilasa en la cepa silvestre
y la mutante 29 bajo éstas mismas condiciones (Fig. 19), fue-
ron muy similares, mostrando una actividad mds o menos cons-

tante a lo largo de toda la fermentacién ya que la actividad
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fluctué entre .93 y ©0.05 um/ml/min. La mutante 41 también

presentdé una curva de actividad enzimédtica uniforme, pero los
valores registrados fueron mayores (entre los ©.06 y ©.07

um/ml/min), llegando a presentar hasta 1.6 veces mayor acti-
vidad volumétrica que la cepa silvestre en las ultimas horas
de la fermentacién y hasta 2 veces mds actividad que la mu-
tante 29 a las 24 horas de la fermentacién. Estos resultados
(Figs. 19 y 20) muestran que la glucosa ejerce un efecto re-
presor sobre la amilasa a una concentracién del 2%, siendo
menor el efecto sobre la mutante 41.

Al aumentar la concentracién de glucosa a 6% (Fig. 20)
se observa gque tanto la mutante 29 como la cepa silvestre
nuevamente muestran un crecimiento muy répido en las primeras
48 horas de la fermentacidén, llegando a ©.3 mg/ml, después
del cual se observa un decremento gradual en la concentracién
de proteina, siendo que para las 120 horas se tuvo un creci-
miento de ©.063 mg/ml en la mutante 29 y de 0.94 mg/ml en la
cepa silvestre. La mutante 41 por su parte aunque mostrd la
misma concentracién de proteina gque las otras cepas en las
primeras 24 horas de crecimiento, a diferencia de las otras
la mutante 41 siguié creciendo en forma constante aunque méas
lentamente a lo largo de toda la fermentacién, mostrando su
maximo crecimiento a las 120 horas con ©.287 mg/ml, por lo
que la mutante 41 tuvo una concentracién de proteina de hasta
4.5 veces mds que la presentada en la mutante 29 y de hasta 7
veces mds que la cepa silvestre a las 120 horas de fermenta-

cién.
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El pH registrado a lo largo de la fermentacidén para la
mutante 41 solo se incrementé ligeramente, quedando en un pH
final de 7.9. Con la cepa silvestre se observdé que después de
las 24 horas el pH cayé hasta cerca de 6.0, manteniéndose asi
por el resto de la fermentacién. La cepa 29 por su parte mos;
trdé también una ligera caida del pH pero hasta después de las
72 horas de la fermentacién.

Por lo que respecta a la produccién de amilasa bajo una
concentracién de glucosa del 6% (Fig. 21), se observd que el
efecto represor de la glucosa sobre la actividad enzimatica
es mas pronuciado con glucosa al 6% gque con glucosa al 2%. La
cepa silvestre muestra una curva de actividad con variaciones
muy ligeras (©0.93 a .94 um/ml/min). La mutante 29 mostré una
mayor actividad que la cepa silvestre a excepcidén de a las 48
horas en donde tuvo la misma actividad de la silvestre sin
embargo, la mutante 29 siguid aumentando su actividad a lo
largo de la fermentacidén, llegando a @.057 pm/ml/min a las
120 horas. Por otro lado, la mutante 41 mostré una mayor ac-
tividad que las cepas anteriores en todos los tiempos. A las
24 horas de fermentacién tuvo una actividad de ©.074 pm/ml/
min, la cual se incrementd hasta casi ©@.1 um/ml/min mientras
que a las 4B horas se incrementd hasta casi 0.1 pm/ml/min,
que fué la mdxima actividad mostrada. En las siguientes horas
la actividad se mantuvo alrededor de los .99 pm/ml/min. De
éste modo, la mutante 41 mostrd una actividad volumétrica de
hasta 2.3 veces mas que la mutante 29 a las 48 horas de fer-

mentacién y de hasta 3.2 veces mds actividad que la cepa =il-
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vestre a las 72 horas de fermentacién.

En general se observa que aunque la mutante 41 fué la
que mostrd el crecimiento y la actividad enzimdtica mas baja
en MM/Alm 2%, su crecimiento aumenté significativamente al
estar en MM/Alm+Glucosa 2%, ya que de tener 9.13 mg/ml d;
proteina en MM/Alm 2% a las 120 horas de fermentacién, ésta
aumentdé hasta .19 mg/ml en presencia de glucosa al 2¥ y to-
davia aumentd hasta ©0.29 mg/ml con glucosa al 6% a éste mismo
tiempo, a diferencia de la cepa silvestre que bajo concentra-
ciones represoras de glucosa tuvo un buen crecimiento pero
86lo en las primeras 48 horas ya que después disminuyé consi-
derablemente, siendo ademds mds pronunciado el decremento de
la curva en la presencia de una mayor concentracidén de gluco-
sa. Un comportamiento parecido al de la silvestre se obtuvo
con la mutante 29.

En cuanto a la actividad de la enzima se observd un e-
fecto represor de la glucosa sobre la cepa silvestre y la mu-
tante 29 desde una concentracién del 2% y ésta se acentud
con 8% de glucosa, mientras que en la mutante 41 la actividad
de la amilasa fué incluso mayor en presencia de glucosa al 6%
que al 2%, ya que con glucosa al 2% la actividad méaxima se
registré alrededor de los ©.07 um/ml/min, mientras que con
glucosa al 6% ésta fué de alrededor de los ©0.99 pum/ml/min. Se
observa asimismo que la actividad bajo condiciones represoras
¥ no represoras se mantuvo mas o menos en los mismos valores,
mostrando por tanto ser una mutante insensible a represidn

catabdélica por glucosa.
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Loé resultados sugieren que la glucosa, ademds de tener
un efecto represor sobre la produccién de la amilasa, también
tiene un efecto negativo sobre el crecimiento de las cepas
que no estdn desreguladas para glucosa como es el caso de la
cepa silvestre y parece serlo para la mutante 29. Otros re-
sultados que apoyan el hecho de que el crecimiento también es
reprimido por la glucosa se muestran en la Fig. 22, en la que
se observa que las colonias de la cepa silvestre que fueron
crecidas sobre placas con MM/Alm mds concentraciones crecien-
tes de glucosa, no sdlo disminuyeron su halo de hidrdlisis de
almidén sino también su tamafio.

El hecho de que el medio de fermentacién se haya aci-
dificado ligeramente en la presencia de glucosa, sobretodo en
los dltimos tiempos, no parece estar relacionado directamente
con la muerte celular que se presentd, ya que ésto no impidié
que por ejemplo la cepa silvestre y la mutante 29 tuvieran su
mdximo crecimiento en los tiempos de muestreo en los que el
pH estaba cercano a 6.0 (Fig. 18). Asimismo se observa en la
Fig. 21 que el crecimiento de la mutante 289 disminuyé aun
cuando el pH estaba por arriba de pH 7.0, por lo que el pH no
parece ser el responsable directo de la muerte celular que

se presentd aungque =i pudo haber influido.
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Fig. 22. Colonias aisladas de la cepa silvestre de S. ka-
namyceticus crecidas sobre MM/Alm mas concentra-
ciones crecientes de glucosa (1 a 8%).



Poé otro lado, tanto la cepa silvestre como las mutantes
29 y E fueron crecidas bajo 2 concentraciones diferentes de
glicerol (al 2 y al 6%) para determinar el comportamiento de
la enzima bajo éstas condiciones.

En la Fig. 23 se muestran las curvas de crecimiento de
las mutantes y de la cepa silvestre en MM/Alm+Glicerol al 2%
¥y en ellas se observa que tanto la cepa silvestre como la mu-
tante 29 tuvieron su méximo crecimiento a las 48 horas de
fermentacién con ©0.18 mg/ml, para descender en las siguientes
horas hasta ©.095 mg/ml en la cepa silvestre y ©.08 mg/ml en
la mutante 29. La mutante E por otro lado, mostrdé un mayor
crecimiento que las cepas anteriores en todos los tiempos, ya
gque aungue la concentracién inicial de proteina fué menor,
tuvo un crecimiento réapido y logrdé mantenerse por encima de
las concentraciones registradas para las otras cepas en las
ultimas horas.

El pH en la mutante E mostrdé un incremento gradual a lo
largo de la fermentacién, llegando para las 120 horas a un pH
de B.9. La cepa silvestre en cambio, mostrdé un ligero incre-
mento a las 24 horas, sin embargo después disminuyé hasta un
pH de casi 6.0 donde se mantuvo hasta el final de la fermen-
tacién. En la mutante 29 el pH descendié deasde las 24 horas a
un pH un poco por abajo de pH 6.0 y se mantuvo asi hasta el

final de la fermentacidn.

192



AP=@—~0=n'Y

~g~aB

0.1

0.001

CRECIMIENTO Y pH
ALM. 2% + GLIC. 2%

i

L] LILLLRLLL

Ll LB LA

1 1 1 A A 1

20 40 60 80 100 120
Tiempo (horas)

—— Silvesire —— Mulanie B —* Mulanie 29

Fig. 23. Curvas de crecimiento
Y PH en la cepa silvesire v
mutantes de S. kanamyceticus

140



Enl cuanto a la produccién de amilasa bajo éstas mismas
condiciones, en la Fig. 24 se observa que la cepa silvestre y
la mutante 29 presentaron una actividad baja en MM/Alm+glic
2% ya que sus valores fluctuaron entre ©.043 y 0.08 um/ml/
min, a diferencia de la mutante E cuya actividad més baja que

fué a las 24 horas, coincidié con la actividad més alta re-

104

gistrada en las otras cepas en la fermentacién. La médxima ac-

tividad enzimdtica registrada en la mutante E fué a las 48
horas de 1la fermentacién con 0.22 um/ml/min, después de la
cual bajo un poco y se mantuvo alrededor de los ©.18 um/ml/
min. Por tanto, en MM/Alm+glic 2% la mutante E presentd hasta
4 veces mayor actividad volumétrica que la mutante 29 y la
cepa silvestre a las 48 y 72 horas de fermentacidén, respecti-
vamente, siendo también una de las actividades mds altas re-
gistradas hasta ahora.

Al aumentar la concentracién de glicerol a 6% (MM/Alm+
glic 6%), las curvas de crecimiento resultantes (Fig. 25)
mostraron mayores diferencias entre si que con glicerol al
2%. La cepa silvestre tuvo un mayor crecimiento que las mu-
tantes E y 29 en las primeras 48 horas (0.25 mg/ml) sin em-
bargo, para las 72 horas la concentracién de proteina medida
fué muy parecida a la de las mutantes, teniendo para las 120
horas .96 mg/ml. La mutante 29 por otro lado, mostrd su ma-
ximo crecimiento a las 72 horas de fermentacién con 9.17
mg/ml, disminuyendo ligeramente para las 120 horas. Por 1ul-
timo la mutante E que por comenzar con una cantidad inicial

de proteina menor gque la de las otras cepas, no logrd el
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crecimiento observado en la cepa silvestre en las primeras 48
horas, tuvo un crecimiento constante a lo largo de toda la
fermentacién, llegando a su crecimiento médximo a las 72 horas
con ©.22 mg/ml. En cuanto al pH se observa que tanto en la
mutante 29 como en la silvestre el pH cayé ligeramente coh
respecto al valor inicial de 7.2, quedando de las 72 a las 96
horas con valoree muy cercanoe a pH de 6.9. Con la mutante E
en cambio se observ6 un ligero incremento en el pH, llegando
a un pH de casi 8.0.

Bajo éstas mismas condiciones en la Fig. 26 se muestran
las curvas de produccidén de la amilasa y se puede observar
que la actividad enzimdtica en la cepa silvestre se mantuvo
en todos los tiempos entre ©.94 y ©.05 um/ml/min con excep-
cién del uWltimo tiempo de muestreo donde se registré una ac-
tividad de ©.08 um/ml/min.

La mutante 29 también mostrdé una actividad baja, aungue
se mantuvo por arriba de los valores obtenidos con la cepa
silvestre, ya que fluctuaron entre los ©.97 y ©.99 um/ml/min.
La mutante E que en las primeras 24 horas de la fermentacién
mostré una actividad parecida a la registrada a ese mismo
tiempo en la mutante 29, mostrdé un gran aumento en la activi-
dad durante las siguientes 24 horas, va que llegd a 0.225
um/ml/min. En las siguientes horas continudé aumentando aungue
més lentamente, mostrando su actividad mdxima a las 120 horas
de la fermentacidén con ©.27 um/ml/min. Por tanto, la mutante
E mostré una actividad volumétrica de hasta 3.4 veces la de

la mutante 29 a las 72 horas de la fermentacién y de hasta 6
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veces la de la cepa silvestre a las 96 horas.

El glicerol por tanto, ejerce un efecto represor sobre
la produccién de la enzima amilasa en la cepa silvestre,
principalmente en concentraciones altas (6 %).

La mutante E en cambio mostré ser una cepa insensible é
la represidén catabdlica por glicerol ya que no sélo fué ca-
paz de mantener la actividad mostrada bajo condiciones no
represoras (MM/Alm), sino que en los Ultimos tiempos de la
fermentacidén en presencia de glicerol, super® esos valores,
lo gque fué mds notorio con glicerol al 6%.

Con lo que respecta a la mutante 29 que se selecciond
por su capacidad de formar halos de hidrélisis de almidén so-
bre las placas de agar tanto bajo concentraciones represoras
de glucosa como de glicerol, ésta mostrd un comportamiento
muy parecido al de la silvestre en cuanto a crecimiento vy
produccidn de amilasa bajo las diferentes condiciones repre-
soras probadas. Sin embargco, a diferencia de la cepa silves-
tre, la mutante 29 registrd 4.6 veces mds actividad por uni-
dad de biomasa que la primera bajo condiciones no represoras
(MM/Alm 2%), yva que a las 24 horas de fermentacién tuvo un
valor de 3.1 um/mg/min contra ©.67 pm/mg/min que registrd la
cepa silvestre a éste mismo tiempo (Tabla 6). Esta diferencia
se debidé al hecho de que aunque el crecimiento fué muy pare-
cido en ambas cepas, la produccidén de amilasa fué considera-
blemente mayor en la mutante 29 gque en la cepa =silvestre a
este mismo tiempo., mostrando asi ser una mutante hiperpro-

ductora de amilasa, no obstante presentar el mismo comporta-
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miento fegulatorio que la cepa silvestre. El hecho de que en
la presencia de glicerol al 6% esta mutante mostrara una ac-
tividad especifica 2.9 veces mayor que la cepa silvestre se
debié a una disminucién en el crecimiento de la mutante y no
a un aumento en la actividad volumétrica de la enzima, ya que
ésta fué muy parecida en ambas cepas.

Con lo que respecta a las otras muyantea. se observa que
bajo condiciones no represoras las mutantes E y 41 tuvieron
una actividad especifica mayor que la de la cepa silvestre a
las 24 horas de fermentacidén, lo que se debidé a un aumento en
la actividad volumétrica de la amilasa producida por las mu-
tantes con respecto a la registrada para la cepa silvestre
sin embargo, los valores fueron solo la mitad de los mostra-
dos por la mutante 29. Bajo condiciones represoras la mutante
41 mostrd una actividad especifica 3.6 veces mayor en la pre-
sencia de glucosa al 2 %, mientras que la mutante E mostré
hasta 4.8 veces mayor actividad especifica en la presencia de
glicerol al 8%. Esto se debidé a que el crecimiento de las mu-
tantes fué menor que en 1la silvestre pero la actividad volu-

métrica fué mayor.
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Silvestre Mut. 41 Mut. E Mut. 29

um/mg/min
MM/Alm 2% 0.672 1.824 1.623 3.114
Alm+Glucosa 2% 0.228 9.819 - 0.221
Alm+Glucosa 6% 0.206 0.565 - 0.386
Alm+Glicerol 2% ©.875 - 0.9 ©.505
Alm+Glicerol 6% ©.288 - 1.382 ©.84

Tabla 6. Produccién especifica de la enzima amilasa a
las 24 horas de fermentacidén bajo diferentes
condiciones en las cepas silvestre y mutantes.

Por tanto, las mutantes 41 y E, a diferencia de la cepa
silvestre, mostraron tener la capacidad de sintetizar amilasa
aun bajo concentraciones represoras de glucosa y de glicerol,
respectivamente, mientras que la mutante 29 fué capaz de pro-

ducir mas amilasa que la silvestre y que las otras mutantes

pero s86lo en MM/Alm 2%.

El aislamiento y estudio de éstas mutantes resulta en-
toncee una contribucién al conocimiento de los mecanismos
regulatorios involucrados en la regulacién por fuentes de
carbono en Streptomyces kanamyceticus y con ello en el género
Streptomyces. Constituye ademds un punto de partida para la

realizacién de estudios posteriores con éste microorganismo.
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IX. CONCLUSIONES

- La enzima amilasa producida por la cepa silvestre de Strep-
tomyces kapamyceticus mostrdé su mayor actividad en el inter-
valo de temperatura de 55 a 65°C y mostrd ser estable en el

intervalo de pH de 6.2 a B8.0.

- La presencia de iones Ca*2 en la mezcla de reaccién aumentd

la actividad y la estabilidad de la enzima.

- La amilasa mostrdé ser una enzima de tipo inducible cuyvos
principales productos de hidrélisis fueron la maltosa y 2

oligosacdridos, probablemente maltotriosas y maltotetrosas.

- La amilasa producida por $. kanamvceticus mostrd propieda-
des similares a las amilasas producidas por otros organismos
del género Streptomvces como §. thermoviolaceus y S. higros-

copicus, asi como con algunas especies del género Bacillus.

- La glucosa y el glicerol reprimieron la produccién de ami-

lasa y de kanamicina en fermentacidén sélida.



- La produccién de amilasa en medio sélido fué reprimida por
glucosa al 4% y por glicerol al 2%, mientras que la produc-
cién de kanamicina fué reprimida por glucosa al 2% y por gli-

cerol al 5%.

- A través de la formacidén de halos de hidrdélisis de almiddn
es posible aislar mutantes insensibles a la represidén catabé-

lica por glucosa o glicerol.

- En las fermentaciones liquidas la glucosa ejercid un efecto
represor mayor que el glicerol sobre la produccién de amilasa

en la cepa silvestre de S. kanamvceticus.

- La mutante 41 mostré ser insensible a la represion catabod-
lica por glucosa para la produccidén de la enzima amilasa en
fermentacién liquida, mientras que la mutante E mostrd ser

insensible a la represién catabdlica por glicerol.

- La mutante 29 en cambio mostrdé ser una mutante hiperproduc-
tora de amilasa ya que registrdé hasta 4.6 veces mds actividad
por unidad de biomasa que la cepa silvestre sin embargo, pre-
sentd el mismo comportamiento regulatorio que la cepa silves-

tre.
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