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...Y en delante, cuando busque 
un remontísimo ideal, 
cuando persiga un loco ensueño, 
cuando prepare un vuelo audaz, 
si ¿ donde voy se me pregunta 
¡ Yá sé que contestar 
sin^medir tiempos ni distancias 
ahí no•mási 
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R E S U M E N 

La a-amilasa es una enzima de interés industrial, particu-
larmente en la elaboración de cerveza, por tal motivo nos propu-
simos aislar un microorganismo que produjera esta enzima. Se aiŝ  
ló de suelo una cepa de Bac-cZZu¿ ceA.e.u¿ que produce a-amilasa, -
caso interesante por que la mayoría de estas bacterias producen 
fi-amilasa. Por tanto, la cepa se designó 3ae¿-tliU ce.*eu4 FCB- --
UANL. Esta enzima fué caracterizada, encontrándose una máxima ac 
tividad a 70°C y pH 5-6. Las cinéticas enzimáticas para almidón 
fueron: K w = 5.12 mg/ml y V n Q V = 3.3 mg/ml. 5 min. El peso mole-M ma x 
cular realizado en geles de poliacrylamida con dodecilsulfato de 
sodio fué estimado en 59 Kd. El tiempo y perfil de hidrólisis 
del almidón confirman que se trata de una a-amilasa. Las condi-
ciones de cultivo para una óptima producción de la enzima a n i -
vel matráz fueron: pH inicial 5, 40°C, 7% de inóculo y maltosa -
al 0.2«. En este medio produjo 6.2 mg/ml de azúcar reductor en -
forma de glucosa. El microorganismo sintetizó la enzima desde la 
fase de crecimiento exponencial, alcanzándose la máxima acumula-
ción a las 24 h. Cuando se hizo crecer sobre suero de leche, pro 
du.io 4.8 mg/ml de azúcar reductor. Se probaron harinas, y de és-
tas la de soya al resultó ser la mejor. Al utilizar la a-ami-
lasa en el proceso de maceración y compárando su efecto con una 
enzima comercial demostró gran potencial económico, porque alean 
zó valores muy semejantes a los obtenidos con a-amilasa comer- -
cial, pero con menor cantidad de enzima. 



I N T R O D U C C I O N 

Takamine, en 1951, fué el primero en utilizar extractos en 
zimáticos de origen bacteriano, los cuales consistían de enzi-^ 
mas proteolíticas y amilolíticas de Bclc¿Z¿ua ¿ubt¿¿¿&, 
B. mac.e.Jian¿ y B. pollmíxa.( Rose, 1961; Taylor y Richardson, 1979). 

El gran consumo de enzimas de origen microbiano, tales co-
mo pectinasas, amilasas, celulasas, isomerasas y proteasas ha -
motivado la búsqueda de nuevos métodos de cultivo y cepas que -
sobreproduzcan la enzima deseada ó que sintetice una con mejo-
res características catalíticas.( Skimer, 1975; Townshend, 1981). 

Entre las enzimas de mayor consumo están las que hidroli--
zan el almidón, y de ellas la de mayor importancia industrial -
es la a-amilasa. Esta enzima es muy requerida por la industria 
cervecera, papelera, textil, farmacéutica y alimenticia. 

Tradicionalmente, la elaboración de cerveza depende de las 
enzimas de la malta y levadura, pero no existe razón para no --
adicionar enzimas de otro origen. El tipo de enzima que se uti-
lizaba ( algunas fábricas de cerveza aún lo hacen 1 era la de -
origen füngico ( Pfisterer, 1974; Woodward, 1478 ), pero la - -
a-amilasa fúngica se inactiva a temperaturas superiores a 60°C, 
por tal motivo, hoy en día se prefiere utilizar la de origen --
bacteriano ( Woodward, 1978 ) ya que, en el proceso de macera--
ción de malta y adjuntos, la temperatura del macerador se en- -
cuentra entre 68*72°C, y la a-amilasa bacteriana es muy termoes 
table, incluso a temperaturas superiores a 90°C t Krishnan y --
Chandra, 19 83 ). 

Las principales cepas utilizadas en la producción a nivel 
industrial de la a-amilasa son SacXlliu amy¿ol¿qu.e. ¿a<Uzn¿, - --
SacÁJUui 6te.aKotke,A.mopk¿ttU yBacUlliU lldhunlioKmlh las cuales 
son capaces de producir grandes cantidades de exoenzimas (Amory, 
et al, 1987 ). 



Por lo anterior, algunos grupos de investigación, siguen -
buscando cepas nativas que sobreproduzcan la a^amilasa de mane-
ra natural, que utilice sustratos muy baratos y, sobre todo, --
que la enzima sea secretada en grandes cantidades y con alta ac 
tividad específica. 

Por lo antes expuesto, nos hemos planteado como objetivo -
lo siguiente: 

Aislar una cepa de BacÁlltu ¿p, que produzca una o-amilasa 
altamente eficiente en el proceso de maceración. 

Hipótesis: Es posible aislar una cepa de Eac<Ulu¿ -ip, que 
produzca una a-amilasa con mayor actividad que las comerciales. 

Importancia: Las enzimas amilolíticas de origen bacteriana 
representan un extraordinario potencial económico en la indus-
tria cervecera, textU y papelera, así como en la farmacéutica 
y alimenticia. 



A N T E C E D E N T E S 

Van Lanen y Le Mense en 1&46, reemplazaron la malta por --
licores de ciertas cepas de n¿ge,Ji. Dichos investiga 
dores indicaron que se podría obtener un apreciable ahorro en -
las destilerías si se utilizara la a-amilasa fúngica en la pro-
ducción de cerveza y etanol. 

Posteriormente, en 1951, Julián Corman y H.M. Tsuchiva uti_ 
lizaron dos cepas de A>6pe.Jig¿lltu 4p. para producir etanol a par 
tir de cebada macerada, e iniciaron estudios acerca de las con-
diciones de fermentación de los cultivos mixtos, y encontraron 
que era necesario una buena relación entre la cantidad de almi-
dón, a-amilasa y maltasa para obtener buenos resultados. Los --
inóculos utilizados fueron de 3.2% de SacchaA.omye.e¿ ceA.ev¿¿¿ae 
NRRL Y-567 y demostraron una correlación positiva entre la can-
tidad de maltasa y alcohol. 

En 3 963, Welker y Campbell publicaron un estudio acerca de 
la síntesis M de novo " de a-amilasa a partir de KacÁtluA - - -
¿te.<uio£ke.fimoph¿ltiÁ y encontraron que el pH óptimo de síntesis 
fué de 6.7, Además, observaron que la glucosa C 2x10' M ), saca 
rosa C 1Q"3M ) ó glicerol [ 4 x 1Q^3M ] no estimularon la pro--
ducción de la enzima. En ese mismo afto encontraron, Welker y --
Campbell, que la cepa 5, ¿tzcJiotke.>imoph¿¿XL6 1503-4 es parcial-
mente constitutiva, ya que ciertos oligosacaridos C maltosa, --
maltotriosa, maltohexosa, maltopentosa y maltotetrosa ) estimu-
laron la producción de a-amilasa en un medio químicamente defi-
nido. Posteriormente, Yamaguchi, fet y . C 1974 }, estudiando el 
control genético de la producción de la a^amilasa en & &uht¿¿¿¿, 
lograron incrementar cinco veces la síntesis debido a la intro-
ducción del gene amy R de E Natto 5 212 en la cepa de -
8, ¿ubt¿¿¿¿ Marburg. Los estudios de Yamaguchi, tet al fueron --
tomados por Yoneda, et C 1974 ) para intentar obtener una ce 
pa de B, Áu.bt¿¿¿4> que fuese sobreproductora de a-amilasa. Así, 
obteniendo DNA de ¿ubtlll* var a.my¿06ac.<ika>Utictu, encontra-
ron que el DNA de éste tenia casi la misma capacidad para trans^ 
formar a la cepa Marburg; alcanzando una productividad alrede--



dor de 50 U/mg de células. Los análisis genéticos, revelaron — 
que el gene regulador ( amy R ) era el mismo para la cepa de --
8 ¿ub¿¿£¿¿ Marburg y CLmy£o&a.c.e.kaJUt¿c.tu>. No obstante, sus resul_ 
tados sugieren la presencia de otro gene que está involucrado 
en la producción de la a-amilasa. 

Los elementos genéticos y bioquímicos que gobiernan la sin 
tesis y producción de la enzima, empiezan a tener gran auge en 
197S cuando Gould May y Elliot encontraron que - - - - - - - - -
B, amy¿ot¿qtie.£a.c¿e.n¿ es capaz de secretar cantidades significan 
tes de a-amilasa y proteasa durante 15 min en completa ausencia 
de síntesis de proteína. Esto significa, aparentemente, que la 
enzima ya preformada tarda ese período de tiempo en ser excreta 
da. La liberación de la enzima fué independiente de la energía 
pero sensible a temperatura. Sekeguchi, et̂  observaron que 
uno de los genes que afecta la producción de la enzima está lo-
calizado después de amy B, y que cuando este gene se encuentra 
presente, se pierde un componente proteínico de membrana celu-
lar. En 1975, Saito y Yamamoto estudiaron los factores que regu 
lan la producción de a-amilasa en B. ¿Ickznl^oxmU, sus resulta 
dos revelan que la maltotriosa es un buen inductor de la a-ami-
lasa, ya que se obtuvieron 356 U/0.25 mi de medio y solo 192 --
U/0.25 mi cuando se usó almidón soluble. 

La utilización de a-amilasa microbiana en la industria cer 
vecera, se inició cuando se incrementó la cantidad de almidón -
C adjuntos ) en el macerado. Este exceso de almidón provoca un 
incremento de glucosa y maltosa, los cuales serán fermentados -
para producir etanol. La a-amilasa más requerida por las fábri-
cas de cerveza es de origen bacteriano, ya que las fúngicas se 
inactivan a 60°C ( Woodward, 1978 ), Un año antes, se reportó -
que el consumo de cerveza ligera " light " se había hecho muy -
popular en los Estados Unidos de Norteamérica. La elaboración 
de esta cerveza se realiza utilizando a-amilasa y amiloglucosi-
dasa provenientes de fuentes microbianas ( Owader y Bierman, --
1977 ). En este proceso se adicionan los dos tipos de enzima al 
macerador y el almidón es digerido completamente hasta glucosa, 
por tanto, la levadura transforma el azúcar a etanol y no que--



dan fracciones de dextrinas, como cuando solo se usa a-amilasa 
( Prescott, 1962; Casida, 1968; Pfisterer, 1974; Narziss, 1976; 
Fogarty, 1983; Stewart, 1985 ). 

En 1977, Glymph y Stutsenberger realizaron un trabajo acej: 
ca de la producción, purificación y caracterización de a-amila-
sa de Thzn.momovio¿»poKCi amivata y encontraron que la máxima pro-
ducción de la enzima, en medios a base de sales minerales y al-
midón ocurrió a pH 7.5 y 53°C. El pH y temperatura óptimos para 
la actividad de la enzima pura fué de 5.5 a 6 y 65°C. El peso -
molecular de 62 Kd y la X^ para almidón fué de 0.39 mg/ml. 

Los requerimientos de The.simomono¿poA,a cusivata para la pro-
ducción de a-amilasa son muy diferentes a los de T. v¿/u.d¿¿ yT. 
vuZga>i¿Á , estos últimos requieren de una compleja fuente de nî  
trógeno, como peptona, mientras que T, c.ua.vclta produce grandes 
cantidades de la enzima en medios químicamente definidos. En --
ese mismo año, Yabuki, et_ estudiaron la rápida inducción de 
la a-amilasa en A¿pe*.g¿££.u6 oKyzaz. El micelio fué preparado de 
un cultivo de 20 h. Durante una hora de inducción, la formación 
de la a-amilasa intra y extracelular, ocurrió casi a la misma -
concentración ( 70-80 pg/g cel. h ) sin detectar el período - -
lag. Después de una hora de inducción, hubo un marcado incremen 
to en la concentración extracelular y alcanzó una máxima de - -
300 jig/g cel, h. Lo anterior fué realizado con la finalidad de 
disminuir tiempos de producción, los cuales son de 18-24 h. 

Posteriormente Ghosh y Chandra ( 1980 ), reportaron un tra 
bajo sobre la producción de una a-amilasa termoestable produci-
da por &ac¿¿tu¿ ap¿a/u.ui> CBML 152. Aislaron, aproximadamente, -
200 cepas de bacilos amilolíticos a partir de aguas de deshecho 
y la selección se realizó en base a termoestabilidad y activi-
dad de la enzima. Con 8, ap¿a.A¿u¿ CBML 152, la máxima produc- -
ción se realizó a 38®C y pH 6.4 - 7.5. La enzima, parcialmente 
pura, tuvo su actividad óptima a 60°C y pH 6-7, 

Los compuestos que podían influir en la producción de la -
enzima, fué uno de los objetivos alcanzados por Krishnan y Chan 



dra en 19 82, quienes probaron el efecto del aceite de diversas 
semillas sobre la producción de a-amilasa por B . ¿¿cke.n¿ ¿o/Lm¿¿ 
CUMC 305. Ellos probaron el aceite de 8 semillas, entre ellas,-
nuez, mostaza y algodón. El máximo incremento en la producción 
ocurrió con aceite de nuez entre 0.5-11. 

En ese mismo año, Jeffrey Wilson y Michael Ingledew aisla 
ron y caracterizaron una enzima amilolítica de Sckw<Lnn¿omyc£6 
aZ¿uvZu¿ para la producción industrial de etanol a partir de al 
midón. La a-amilasa presentó su máxima actividad a pH 6.3 y es_ 
tabilidad entre 4.5-7.5, KM=0.364 mg/ml. 

De las levaduras productoras de etanol a partir de almidón 
las más sobresalientes son $a.cch.asLomycop4¿¿ {yCbatlgzfia $. 
altuv-iui > ésta última produce el 701 de lo calculado cuando ere 
ce en almidón al 2%. 

Krishnan y Chandra (.1983) caracterizaron la a-amilasa de -
S, l¿che.n¿ ¿oJim¿¿ CUMC 305 la cual fué purificada 212 veces. La 
enzima presentó una actividad máxima a 90®C y pH 9, a 100°C per 
dió 9% de su actividad. También probaron el efecto de diversos 
cationes sobre la actividad de la enzima, el Na+, Ca+^, Mg+^, -
i i - ,T +2 »,.+2 „ +2 . + „ +2 „ +2 la estimularon, mientras que Hg+ , Ni , Zn , Ag , Fe , Co , 
Cd+2 y Al + "* la inhibieron, pero en 1984, Obi y Odibo aislaron -
una amilasa a partir de un actinomyceto, la cual no es inhibida 

»i_ + 2 - m +2 por Mn pero sí por Hg 

La maltosa fué el único producto detectable de la acción * 
de la enzima sobre el almidón, lo cual sugiere que se trata de 
una g-amilasa. 
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MATERIAL Y METODOS 

1.. AISLAMIENTO DE BACILOS AMILOLITICOS: 

Se tomaron muestras de suelo, 1 g, y se realizaron dilucio 
nes sucesivas (10"^ a 10'^), se tomó 1 mi y se inoculó en cajas 
petri con agar almidón, el cual contiene (%) : K2HP04, 0.3; -
KH2P04, 0.1; caldo nutritivo, 0.8; extracto de levadura, 0.3 y 
almidón soluble, 0.2. Las cajas se incubaron 24 h a 40°C. A las 
cajas que contenían entre 20 y 80 colonias y que presentaran ha 
los de hidrólisis, se les realizó una réplica en placa en agar 
nutritivo con almidón soluble al 0.2%, se incubaron 24 h a 40°C 
y se les adicionó iodin (I2 y KI al 3%). 

Las colonias que presentaron el mayor halo cafe se re$em 
braron en agar Muller-Himton, conservándose en refrigeración a 
4°C. 

2.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ( SACARQLITICA ) 

Los microorganismos seleccionados, se inocularon en matra^ 
ees de 250 mi con 50 mi de caldo nutritivo, sales de fosfato y 
almidón soluble. Se incubaron en un agitador oscilatorio a 200 
rpm durante 24 h a 40°C y pH 6, Las células fueron removidas -
por centrifugación y al sobrenadante se le determinó la activi 
dad sacarolítica a diferentes pH's (4-9) y temperatura (65-90). 
La actividad enzimàtica se midió por el método del ácido 3,5 d:i 
nitrosalisilico. Para tal caso se tomó el criterio de que 1 U 
de actividad es la cantidad de enzima que produce 1 mg de azu 
car reductor en forma de glucosa en 10 minutos a una temperatu 
ra y pH determinado. En la tabla 1, se muestra la forma de pre 
parar las muestras y testigos para cuantificar las unidades de 
actividad enzimàtica (Chandra, 1980). 

3,- PURIFICACION DE LA ENZIMA: 

El extracto libre de células, se llevó a 90% de saturación 
con (NH4)2S04 a 4°C. El precipitado se centrifugó durante 10 -
minutos a 2000 rpm y se diaÜ2Ó durante la noche contra agua bi 



T A B L A 1 

Determinación de la actividad enzimática* 
>*—»< II | <<l* l ' V1 " ' • 

Ext.Crudo 
• » • » • • • 

Almidón Buffer Agua 3,5-DNS 
(mi) (mi) (ral) (mi) (mi) 

Muestra 0.2 0.5 0.3 1 

Testigo* 0.2 0.8 1 

Blanco* 1 1 

12 Las muestras se incuban en baño de agua a 70°C por 10 min. 

2 2 Agregar 1 mi de 3,5-DNS. Agitar en vortex. 

32 Colocarlos en baño de agua hirviendo por 5 min. 

4S Pasar a baño de hielo y agregar 2 mi de.agua destilada 

52 Leer a X550 nm. 

* Se procesan a partir del paso 3. 



destilada a 4°C con 2 cambios. La determinación de proteína se 
realizó por el método de Lowry ( Lowry, et al » 1951 ). 

El dializado se utilizó para la prueba de la influencia de 
iones sobre la actividad enzimàtica. 
4.- INFLUENCIA DE IONES, DETERMINACION DE K M Y PESO MOLECULAR. 

La actividad mostrada en el dializado se consideró como el 
100%, entonces s« adicionaron los iones a la mezcla de buffer 
(acetatos 0.2 M, pH 5) y almidón en las siguientes concentra--
ciones. CaCl2, FeClj, NaCl y KC1 a 1 mM/ml y ZnS04, BaCl2, - -
CoCl2 y MnCl^ a 10 mM/ml. Las condiciones de ensayo fueron: --
temperatura, 70°C por 10 minutos y pH 5 (tabla 1). 

La K m se determinó por el método de Lineweaver-Burk - - -
(Lehninger, 1984 ) usando almidón soluble. 

La determinación del peso molecular se realizó por electro 
forésis en geles de poliacrylamida al 11% con dodecilsulfato -
de sodio por el método de Laemmli. (Smith, 1984). Los estánda-
res de peso molecular utilizados son; ct-lactalbumina de leche 
bovina, tripsinogeno de páncreas bovino, anhidrasa carbónica,-
deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato, albumina de huevo y -
albumina bovina. 
5.- DETERMINACION DEL VALOR AZUL Y PATRON DE HIDROLISIS DE LA 

AMI LASA SOBRE EL ALMIDON. 

El valor azul se realizó colocando iguales cantidades de * 
almidón de papa ( Sigma ) al 5% y enzima C ó mi ) y se incuba-* 
ron a 70°C. A intervalos de 2 min se tomó una muestra de 1 mi, 
A esta cantidad se le adicionó 1 mi de la solución de iodin ** 
(0.2 g/1 de I2 y 0.2 g/1 dè KI) y el volúmen se llevó a 10 mi 
con agua destilada* La absorbancia fué medida a 600 nm en un 
espectrofotómetro Coleman Junior II, modelo 6/2Q (pbi y Qdibo, 
1984). 

Para conocer IQS productos de la hidrólisis del almidón 
por la enzima de nuestra cepa, se procedió a colocar en el tu* 
bo de ensayo de actividad, el HuffeT y iSJltflileJî , la eatei 



ma, una vez transcurrido el tiempo necesario, 10 min, se inyec-
tó una muestra de 1 mi al HP1.C (_ Beckman ), se utilizó agua des-
tilada como eluente, flujo • 0.6 mi/min, temperatura de la colum 
na * 90°C, columna de spherogel carbohidrate X 7.5 de 7.5 mra de 
diámetro y 30 cm de largo, detector de índice de refracción - -
Altex, modelo 156, integrador Varian, modelo 4270. 

Se utilizó manitol como control interno. 

6.- PRODUCCION DE LA ENZIMA: 

Para optimizar al máximo la producción de la enzima, se de 
terminaron los diferentes parámetros físico-químicos y nutricio-
nales que podrían afectar la síntesis de ésta. 

Se partió de un medio t>asal CMB} el cual contenía lo si- -
guiente C$); caldo nutritivo, 0.8; extracto de levadura, 0.3; al 

• midón soluble, 0.2} KH2P04, 0.1 y K2HP04, 0.3, para conocer el % 
de inóculo, pH, temperatura y concentración de almidón. 

Para la determinación del % de inóculo» del cultivo patrón 
se tomó una asada y se sembró en un tubo con agar Muller*Himton, 
se incubó 24 h. a 4Q*Cj de éste tufio se transfirió una asada a 
otro que contenía 1Q mi del medio MB y se incubó a 40°C durante 
18 h. El paquete celular se lavó dos veces a 20QQ rpm, 10 min --
con agua destilada estéril y se resuspendió en 5 mi de agua des« 
tilada estéril (. ó hasta alcanzar una densidad celular de 3 x --
6 * 10 células/ml ). Los I de inóculo se variaron de 3 a 10. 

I,os anteriores experimentos, fueron conducidos en matraces 
de 250 mi con 50 mi del medio MB, pR inicial 5, 4d*C y- 200 rpm -
durante 24 h. Las células se eliminaron por centrifugación y al 
sobrenadante, se le realizaron las pruebas de actividad por el -
método ya descrito. 

Una vez conocido el í de inóculo, se determinó el pH ini-*« 
cial. El medio MB se ajustó con NaOH ó H.C1 1N, según se requirió 
ra. La fermentación se realizó bajo las mismas condiciones que -
la anterior. Los pH's probados fueron 4, 5, 6, 7, 8 y 9» 



Para conocer la influencia de la temperatura sobre la sin-> 
tesis de la enzima, los matraces se colocaron a 35, 40, 50 y - -
60°C. Las condiciones de fermentación fueron: 71 de inóculo, pH 
5 y 200 rpm durante 24 h. 

Por lo que respecta a la concentración de almidón, la con-
centración de éste varió de 0.2 a 51 en condiciones optimizadas. 

El crecimiento se monitoreó midiendo la densidad óptica en 
un fotocolorímetro'Klett-Summerson con filtro rojo. 

El efecto de las diferentes fuentes de carbono se estudió 
sustituyendo el almidón del MB por los carbohidratos. Se proba--
ron (*) glucosa, 0.5; 0.15 y 1; lactosa, 0.2 y 1; maltosa, 0.2,-
0.5, y 1; dextrinas, 0.2; galactosa, 0.5; melazas, 0.5 y 1. La -
fermentación se realizó con los parámetros optimizados y se moni^ 
toreo crecimiento, azúcares reductores y actividad enzimàtica. 

Se probaron, también, diferentes concentraciones y tipos -
de harinas, las cuales fueron: harina de maíz, arroz, soya, tri« 
go, y harina de semilla de algodón al 1, 2 y 3%. Del medio basai, 
solo se agregaron las sales de fosfato. Las condiciones de cult¿ 
yo fueron las optimizadas. 

El Último sustrato probado fué el suero de leche al 1 y 31 
mas las sales de fosfato, bajo las mismas condiciones de cultiva 

7.- INFLUENCIA DE LA ENZIMA SOBRE EL MACERADO: 

Se preparó una mezcla de cebada: malta en relación 31.2: -
16.5 g, y se sometieron a maceración por el método de infusión," 
figura 1 C Prescott, 3 362; Woodward, 1978 

Los granos molidos se colocaron en vasos de precipitado 
1 lt con un volúmen de operación de 300 mi y se le agregaron - -
30,7 mi de extracto crudo, de 5 ce-teitó, otro con o^amilasa comer 
cial y un tercero con agua destilada. 
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Al finalizar el tiempo requerido para la desaparición del 
color azul producido por la unión del almidón y el lugol, se --
midió la concentración de azúcares reductores en forma de gluco 
sa, así como el tiempo necesario para la desaparición del color 
azul. 

Todos los parámetros de cinéticas enzimáticas se compara-
ron con una o-amilasa comercial. Los azúcares producidos por --
las enzimas y el testigo se determinaron por medio de la croma-
tografía líquido-líquido de alta resolución en las condiciones 
descritas en el punto 5. 



RESULTADOS Y DISCUSION 

I.- Aislamiento de la cepa y determinación del pH y temperatura 
de máxima actividad enzimàtica. Se lograron aislar 12 c e -
pas de bacilos de diferentes sutratos, a los cuales se les 
determinó efecto de temperatura y pH de máxima actividad sa 
cardítica, y en base a ello se seleccionó la cepa C6, la -
cual posee su máxima actividad a 70°C y pH de 5 a 6 ( figu-
ra % ). Estos resultados sugieren que se trata de una a-ami^ 
lasa, porque la 8<-amilasa posee su máxima actividad entre -
40 y 60°C ( 13, 19, 21, 41, 42 ). 

De las a-amilasa producidas por organismos del género - - -
6 444¿¿ti¿ destacan íT. £¿che.n¿ $o/im¿¿ CUMC 305, 8. - - - - - -
l-iche.n4¿0Amí¿ NCYB 6346, las cuales poseen su máxima activi. 
dad a 90°C ( 23, 27 ). 

Comparándose la termoestabilidad de la a-amilasa de la C6,-
con la 8. t¿chen¿ ¿pJtm¿¿ resulta ser menor la nuestra en - -
20QC, pero es muy similar, y en algunos casos mejor que la 
producida por organismos mesofílicos, tales como B ,ap¿<ut.¿uÁ 
CBML 152 y 8. óubt¿Z<U NRRL B 3411 que producen una a-amila 
sa que alcanza su máxima actividad a 60°C ( 13, 15 ). # 

El pH óptimo de la mayoría de la a-amilasa es ácido ó cerca, 
no a la neutralidad y las activas bajo condiciones alcali-
nas, son inestables a temperaturas superiores a 50°C (22).-
Nuevamente, el pH ©ptimo es comparable con la amilasa de --
8. ap'íafL¿u¿ CBML y 8, 4>ubt¿¿¿4 NRRL B 4311. Los dos anterio 
res parámetros han sido comparador con la amilasa producida 
por organismos del género 8 a c X t t u ò , pero algunos actinomyce 
tos del género Tsimomonoóposta, y kct¿nomyc.o.ó producen una --
a-amilasa que posee máxima actividad entre 60 y 65°C ( 16,-
30, 48, 52 ) y solo la producida por una cepa de - - - - --
The.imoa.ct¿notnycZÁ vulgati* tiene su actividad óptima a 70°C 
y pH 5 ( 41 ). De los actinomycetos, solo este último se --
compara en termoestabilidad y pH con la cepa C6. 
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2.- Efecto de temperatura y pH sobre la actividad de 
la amilasa de la cepa C6 a pH 5. • e , tempera 
tura: • -*• 8, pH. 



II.- Identificación de la cepa, determinación del valor azul, -
K y efecto de sales sobre la actividad enzimàtica. M 

Una vez seleccionada la cepa C6, se procedió a identificar-
la, la cual resultó ser Ba<Uttu¿ ce/Leu¿ ( Tabla 2 ), Este -
resultado difiere a lo reportado por varios autores, quie-
nes mencionan que B. produce 8 y no a-amilasa ( 13,-
42, 43 ), por lo cual se procedió a determinar el tiempo rê  
querido para eliminar el color azul producido por la unión 
del almidón con el iodin. 

La figura 3 muestra el tiempo requerido para la desapari- -
ción del complejo azul, realizado por nuestra enzima y la -
a-amilasa de S. ap¿<vi¿ii& CBML 152 ( 15 ). 

Como se puede observar, los patrones de pérdida de color 
son similares, por lo que se presume que realmente se trata 
de una a-amilasa, porque la g-amilasa no puede pasar los en 
laces a 1*6 y el limite dextrina es muy alto, por tanto, el 
tiempo de desaparición del color azul es mas largo C 13 ) . 

Para comprobar lo anterior, se realizaron los patrones de 
hidrólisis del almidón por nuestra enzima, la a-amilasa de 
B. Ucfeen-tlotimlò ( Sigma ) y a-amilasa comercial. Los resul 
tados por HPLC ( figura 4 ) muestran que los productos de -
hidrólisis son los mismos y solo cambia la concentración de 
cada compuesto. Así, tenemos que la figura 4 A representa -
nuestra enzima y los principales productos de hidrólisis --
son glucosa y maltosa, éstos también lo son para la a-amila 
sa Sigma y comercial, figuras 4B y 4C. 

Con lo anterior, se comprueba que realmente se trata de una 
a-amilasa, y nuestra cepa se designó B<lcXI¿u¿ ceteuá FCB- -
UANL. 

A la enzima parcialmente purificada se le determinó la K^ -
figura S, y se observa que la K^ para almidón es mayor a lo 
reportado para la a-amilasa de B. LichznÁ. loimiò CUMC 305, -



TABLA 2 
Identificación de~Ta~cepa C6. El~5ktrññ bioquímico 
se compara con Ba.(Ul¿tu ce^eaó. 

MORFOLOGÍA COLDNIAL COLONIAS BRILLANTES/ CREMDSAS, -
AMARILLAS, CONVEXAS, BORDES RE-
DONDOS. 

MDRFOLOGÍA MICROSCÓPICA BACILOS CORTOS, GRAM POSITIVOS -
DELGADOS, ESPORAS OVALADAS, CEN-
TRALES/ BIPOLARES. 

PATRON BIOQUIMICO" HE-IM. PATRON* 

CRECIMIENTO EN ANAEROBIOSIS + + 
CATALASA + + 
MOVILIDAD + + 
REDUCCIÓN DE NITRATOS + + 
HIDRÓLISIS DEL ALMIDÓN + + 
HIDRÓLISIS DE LA LECITINA + + 
REACCIÓN DE ACETIL-TCTIL-CARBINOL + + 
PRODUCCIÓN DE ÁCIDO DE MNITOL B 
PRODUCCIÓN DE UREASA / 
UTILIZACIÓN DE CITRATO ± 

CRECIMIENTO EN: 
PARV ( ALMIDON ) + + 
CALDO NACL 5% + + 
GLUCOSA + + 
TEMPERATURA W C + + 
TEMPERATURA 50°C _ — 
H Ó RICO RICO 

* MANUAL BERGEY (BUCHANAN Y GIBSON, 1974) 
A • DÉBIL 
B = NO REPORTADA 
± = VARIABLE 
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Figura 3.- Determinación del tiempo para desaparición del --
color azul. • amilasa 8. ce-teuA FCB-UANL; -
• a-amilasa 8 . aplafUiu CBML 152 (15). 
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Figura 4.- Patrtfi de hidrólisis del almidón por enzimas amilo 
liticas. A, amilasa de 8. ceA.eti¿ FCB-UANL; B, a-aiñT 
lasa comercial; C, a-amilasa de B. tÁ,ch&n¿lofim¿¿. 



1/S 
Figyra 5.- Determinación de la constante de Michaelis-Msnten (K̂ ) por el método 

de Lineweaver-Burk para almidón usando a-amilasa parcialmente purifi 
cada. El valor de S esta expresado en mg y V en mg de azúcar reduc 
tor/ml. 5', bajo las condiciones de ensayo. 



TABLA 3 

Efecto de iones sobre la actividad de la 
o-amilasa de Eac¿llu& ce*euó FCB-UANL. 

SAL* ACTIVIDAD ENZIMATICA 
C U / ML ) 

%** 

Control 2.55 100 
MgCl2 3. ro 121 
NaCl 3.05 120 
CaCl2 2.90 114 
KC1 2.85 111 
BaCl2 2.32 91 . 
ZnS04 2.30 90 
FeCl 3 2.10 80 
Co CI 2 2.07 78.5 
CuS04 2.00 78 
MnCl2 2.50 97 

A la concentración mencionada en material y mé-
todos . 

Actividad con respecto al control. 



la cual posee un valor de 1.274 mg/ml ( 23 ), a la produci-
da por ThzJimomQyio¿po>i(i cuJivata, 0.39 mg/ml (.16) y a la de -
Sch.vocLn.n¿omyc.e.Á aJStuv-iLLi, 0.364 mg/ml (54) , 

El extracto crudo se dializó y determinó el efecto de algu-
nas sales sobre la actividad de la ct-amilasa. Éh la tabla 3, 
se muestran los resultados y se observa que el Mg+2, Na*, -
Ca+2 y K+ estimulan favorablemente la actividad de la enzi-
ma. Sin embargo, el Ba+2, Zn+2, Fe + 3, CO+2, Cu+2 y Mn+2 - -
muestran efecto inhibitorio. Los resultados anteriores se -
asemejan a los de Krishnan y Chandra para la a-amilasa de -
5. ¿¿cJteK¿¿oAm¿¿ ( 23 ), pero difiere, en gran medida, a --
los reportados por Obi y Odibo para la 6-amilasa de - - - -
ThzA.moact¿nomyczA 4p, donde la amilasa es altamente estimu-
lada por Mn+2, Ba+2, Cu+2 y Fe+2 ( 30 ) . 

III.- Purificación y peso molecular. 

Los pasos de purificación, así como los resultados obteni-
dos se muestran en la tabla 4. Cuando el dializado, 2 mi, -
se hizo pasar a través de la columna de 10 x 1.5 cm, empaca 
da con sephadex G100, se recuperaron 10 fracciones de 3 mi 
de las cuales solo las fracciones 3 y 4 poseían actividad.-
El dializado y fracciones 3 y 4 se liofilizaron y se reali-
zó su determinación de peso molecular ( figura 6 ) donde se 
observa que la a-amilasa de 8. ce-teoA FCB-UANL, tiene un pe 
so molecular de 59 Kd, el cual es el mismo para la a-amila-
sa de 6 . £¿Q.he.ft¿6o>im¿¿ ( Sigma ) y difieren al de la a-ami-
lasa comercial. 

Este resultado es acorde con lo reportado por Fogarty para 
la mayoría de las a-amilasas microbianas, el peso molecular 
es del orden de 50 Kd, con excepción de B. 4ub¿t¿¿& que for 
ma dímeros con zinc (13), pero difiere a lo reportado por -
Krishnan (23) para la a-amilasa producida por S, t¿ckzn¿£ofi 
m¿6 CUMC 305 y por Morgan (28) para 5. llo.he.nl £onmí¿> NCIB -
6646, cuyo peso es 28 y 62.65 Kd, respectivamente. 

Las variaciones de peso molecular de la a-amilasa dentro de 



TABLA 4 

Actividad enzimàtica de la a-amilasa produ-
cida por BacÁllu* e.e*eiU FCB-UANL. 

Actividad 
(U/ml) 

Proteina 
( ug/ml ) 

Act. esp. 
(U/mg prot) 

Purif. 
• 1 1 » lll|'l||l|f 1 'tipi II • 1 II II Wl u 
Extracto crudo 3.1 991.5 3.1 1 

Dializado 2.4 481 4.95 1.6 

Columna (Sephadex G 100 ) 2,3 270.24 8.47 2.73 

a-amilasa (Sigma) 29.75 9073 3.28 

a-ami las a (Comercial) 

— — l llll.-mnun. JIIM1IH •U'm1""1——" 

19.5 5900 ' 3.31 

a = Bajo nuestras condiciones de ensayo. 



la misma especie se dá también en 8, ¿>tza.fioth¡¿fimo<p\u,luJ> y la 
cepa 503-4 y la 1, 503*4 pesan 15.6 y 52.7 Kd, respéctiva 
mente (13). 

IV.- Producción de la o-amilasa. 

Se ha demostrado que diversas condiciones del medio de cul_ 
tivo pueden afectar el crecimiento y síntesis de algunos me 
tabolitos, entre ellos la a-amilasa termoestable, toxinas y 
proteasas producidas por el genero Ka.c¿¿Zu£ (10, 34, 38). 

La producción de la a-amilasa difiere en pH, temperatura, I 
de inóculo, etc., depende de la especie que se trate, y el 
obtener la máxima producción de una enzima es necesario co_ 
nocer los parámetros físico-*químicos y nutricionales^que --
pueden influir sobre la producción de la exoenzima O 0)* 

Efecto de Temperatura y pH sobre la producción de la a~ami_ 
lasa. 

La fermentación se realizó a varias temperaturas durante 24 
h a pH 5, y se observó que a 35 *C hay buen crecimiento, pe_ 
ro no buena producción de la enzima. La máxima producción * 
enzimática ocurrió a 40°C, y el crecimiento bacteriano fué 
más abundante que a 35°C, pero conforme se incrementó la 
temperatura a 50 y 60°C la densidad celular y la enzima pre 
senté en el medio disminuyó considerablememnte. Cfigura 7). 

El pH inicial fué ajustado con HC1 Ó NaOE d.l N según fué -
necesario. Las fermentaciones se realizaron a 4Q*C a di fe t, 
rentes pH, La figura 8 muestra el efecto del pE inicial y * 
se observa que 8. FCB^UANL es capaz de producir la 
enzima en amplio rango de pH, teniendo muy poca variación -
de pH 4 a 8. 

Los resultados encontrados varian poco a los reportados --
por Ghosh y Chandra (15) para un bacilo masofílico. Estos -
investigadores reportan que 8. ap¿ai¿u& produce la enzima 
en un rango de 5 a 8, pero no a pH 4. 
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Por lo que .respecta a la temperatura, B, aplaxluò demostró 
sintetizar la enzima en un rango de 40 a 65°C; mientras -<• 
que para 8. SUohiiil ¿oAm¿4 564, la amilasa apareció en el -
cultivo a 50°C y pH cercano a la neutralidad C.371, similar 
a B. Z¿ck&n¿$oA.m¿& CUMC 305 con pH 6.5 y 48°C Q0). 

Tiempo de aparición de la enzima y efecto del % de inóculo. 

Los primeros reportes referentesfjal periodo de tiempo que * 
tarda la a-amilasa en ser secretada al medio, indican que*^ 
ésta aparece al final de la fase exponencial ó en la fase 
estacionaria (34, 38), ya que ésta se relacionaba directa^ 
mente con la esporulación, pero se observó que la síntesis 
de la a-amilasa es independiente de ésta C^)« 

En la figura 9 se observa que la síntesis de la enzima en 
un medio con almidón soluble, se inicia a partir de las 4 h 
de cultivo y continua a lo largo de la fase logaritmica. -
Este evento concuerda con Dancer O^), quien al trabajar -
con una cepa de T. ¿ubt¿l¿&, ésta sintetizó la a-amilasa a 
partir de las 3 h, también 5. a.p¿atiluJ> _ produjo la enzima -
a partir de las 5 h y prosiguió continuáronte en la fase lo 
garitmica (15). 
En microorganismos termofîlicos, Srivastaba C461 reportSo-
que B. ¿tzaKOtkiKmopkUm produce la amilasa durante la fa 
se exponencial, así mismo Rothstein (36) encontró que una-
cepa de S. líihinílonmU inicia la síntesis a partir de las 
3 h, pero Saito C37) reporta que en K. t¿chzn¿¿0Jim¿6 584 la 
enzima aparece en el medio después de 24 h., no así la produ 
cida por la cepa CUMC 305 la cual secreta la enzima a las -
9.5 h de cultivo (10). Sin embargo, la máxima acumulación -
es durante la fase estacionaria. 

Por lo que respecta al % de inóculo, se encontró que con 1% 
se obtiene la mayor producción de la a-amilasa, y que la -
cantidad de enzima no se incrementa cuando se aumenta el % 
de inóculo (figura 10). Estos resultados difieren a lo e n _ 
contrado por Kvesitadse y Feniksova (24) con A*pvtSUlu* -
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oKyzaz 3-9-15, quienes al probar diferentes pocientos de --
inóculo, 0.6 a 121, no encontraron diferencia en la produc 
ción de la a-amilasa durante 72 fi. de cultivo. 

Efecto de la Fuente de Carbono. 

Otro parámetro que hace variar la síntesis enzimàtica es el 
tipo y concentración de la fuente de carbono. Lo anterior -
es interesante si se pregunta si la síntesis de a-amilasa -
es inducida por almidón u oligosacáridos de bajo peso mole_ 
cular. Aparentemente es debido al almidón ya que, la produc 
ción comercial de a-amilasa a partir de 8. 6ubt¿l¿¿ es acom 
pañada de altas concentraciones de almidón (.8-12%). Estas -
observaciones son evidencia que la síntesis de la enzima es 
inducible (37, 53) y que la a-amilasa es acumulada mayormen 
te con almidón y maltooligosacáridos a diferencia a cuando 
está presente la glucosa (7)• 

La figura 11 muestra el efecto de la concentración del almi^ 
dón sobre la producción de la a-amilasa y se observa que --
0,2% es la concentración de óptima producción. Resultados -
similares fueron encontrados con B. &£e.aJLotkeJimoph¿lu¿ (46), 
8. ap¿cLJi¿uÁ 0 5 ) y 8. Z¿cke.n¿¿o*.m¿4 CUMC 305 DO), pero di_ 
fieren a lo reportado para 8. t¿ckzn¿¿o*im¿4 584 (37), A. -
OKyzae. C24) y T, curvata C16, 48). 

Por lo que respecta al crecimiento, no se encontraron dife^ 
rencias significativas entre las diferentes concentraciones 
de almidón, pero éstas son muy evidentes en la producción * 
de la enzima, esto último solo es compatible con lo encon_. 
trado por Srivastava y Baruah para 8, 6te,aKothzA,mopk¿¿uÁ -
(46). Lo anterior demuestra que mucho dependerá del tipo de 
microorganismo que se trate para determinar el % de almidón 
•óptimo para la producción de la enzima. 

En años anteriores se había hipotetizado que la síntesis de 
la amilasa es inhibida por la presencia de glucosa (8, 34, 
37, 38), sin- embargo, se procedió a comprobar tal asevera_ 
ción ya que otros investigadores reportaron que la glucosa 
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no solo no inhibía la producción, sino que la incrementaba 
con respecto al almidón (JO). 

Los resultados para diferentes carbohidratos se presentan -
en las figuras 12-17, Se monitoreó el crecimiento (absorban 
eia), azucares reductores (mg/rol) Y actividad (U/ml) durante 
te 24 h de cultivo. Así, en la figura 12 se observa que la 
síntesis enzimàtica se inició a las 5 h, lo anterior se com 
prueba por el incremento de los azucares redactores en el -
medio, los cuales aumentan hasta 2,3 a las 12 h y luego se 
reducen a 0.8 a las 24 fi; en cambio la enzima se acumula lî  
nealmente a partir de la 8 h, alcanzandose la máxima produc 
ción a las 24 h. Por tanto si la enzima se sintetiza cuan_ 
do existen azucares en el medio, producidos por la misma en 
zima cuando ataca al almidón»decidimos probar el efecto de 
la glucosa. Cuando se añadieron 0.05% de glucosa al medio -
que contenía almidón al 0.2% (figura 131 observándose que* 
no existe represión catabòlica por glucosa, al menos a esta 
concentración, y el comportamiento del microorganismo fué » 
casi igual a cuando la glucosa esta ausente. 

Cuando se pTobó el efecto de las dextrinas, se observó que 
la biomasa y enzima fueron muy similares a lo encontrado •• 
para almidón (figura 34). Esto resalta la hipótesis de Wel^ 
ker y Campbell a cerca de que algunos maltooligosacáridos -
podrían iducir más facilmente la síntesis de la a-amilasa 
(52). Lo encontrado para K. ce*eu¿ FCB-UANL concuerda con -
lo reportado para B . òtzcuiothtfimophZluò C461 y B., ¿¿chtn¿_ 
¿oxm¿¿ CUMC 305 (10) • P a r a l a s 3 cepas, la producción de ia 
enzima fué casi la misma para almidón soluble, en cambio --
la producción sobre lactosa al 0.2% es mei^er, pero para núes— 
tra cepa la máxima síntesis se alcanzó a las 16 h (figura 15). Estos -
resultados son acordes, en parte, a los encontrados con B. t i 
chenX ̂ oKmlò 584 (37), K. tickanl ioKmU CUMC 305 (.10) y B. -
btzafiothzfLmophlíiu (46), en todas las cepas,, la cantidad de 
a-amilsa es menor en comparación con almidón, e incluso en 
S, ó£talotkzAmoph¿¿a6 no se detectó actividad sacarolítica 
cuando la lactosa está presente de 0.1 a 0.4%, tampoco con -
maltosa, sacarosa y galactosa (46). 
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Cosa contraria sucedió con 5., ce/ieu¿ FCB-UANL, la cúal al_ 
can2a su máxima producción cuando está creciendo sobVeemkl^ 
tosa al 0.1% (figura 16). 

La maltosa ha demostrado ser mejor inductor que el almidón 
solo en esta cepa, porque en otras, ha inhibido total ó --
parcialmente la síntesis de la o-.amilasa ( 10, 37, 46 ). 

La figura 17 muestra la producción de la a-amilasa cuando 
B. ce.*eu¿ FCB-UANL crece sobre glucosa al 0,15% como única 
fuente de carbono. Nuevamente, la síntesis de la enzima se 
inició a las 5 h, pero la máxima acumulación se alcanzó a 
las 24 h. 

El efecto inhibitorio de la glucosa sobre la síntesis de -
la amilasa se observa en algunas cepas de K, 4>ub£¿L¿¿ (8) , 
fuertemente inhibitorio en B, ¿tz<viotheJimopíu£LU> (46) y 
B. ¿¿cke.n¿$oim<¿4 584 (37), pero no en S. l¿chtn¿ ¿o *ra¿ó - -
CUMC 305 00). 

En base a esto, se utilizaron otras fuentes de carbono ñas 
baratas, como melazas y suero de leche. 

En la tabla 5, se observa que la melaza al 0.51 produce 
4,8 U, solo 0.4 U menos a cuando se usa almidón, pero cuan 
do la melaza se incrementa a 1$, la síntesis disminuye a -
2,6 U. 

También se probó el suero de leche, alcanzando hasta 4,2 U 
cuando ésta se'utilizó al 1 y 3%, cuando se le adicionaron 
sales de fosfato, pero cuando se usó solo al 1% en agua la 
producción fué menor. 

Los anteriores experimentos fueron efectuados en matraces 
de 250 mi y el pH sin controlar, por lo tanto decidimos co-
nocer el comportamiento de nuestro microorganismo en un me-
dio a pH controlado. En la figura 18 se muestra el resulta-
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--- T_A B L A S Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la -
producción de la a-amilasa producida por BatUtiu¿ 
rrfcjhi rr" 

Fuente de 
Carbono t 

Azúcares Reduc-
tores (mg/mi) 
Inicial Final 

Actividad Sa 
carolítica 
(U/ml) 

Glucosa 0.15 1.5 0.28 4.8 
0.5a 4.9 1.3 2.2 
1a 10 5.95 1.8 

Maltosa 0.1 1.48 0.3 6.2 
0.5a 6.5 2.35 3.5 
Ia 11 7.15 0.17 

Lactosa 0.2 2.2 0.8 4 
1a 9.8 8.75 0.5 

Galactosa Ia 9.7 6.8 1.5 

Dextrinas 0.2 1.9 0.9 5.2 

Almidón 0.2 0.5 0 . 8 - 5.2 

Glucosa + Almidón 0.15+0.2 1.8 1 C-í » 
LO

 

0.5 +0.2 4.8 2..1 2.5 

Melaza 0.5 6.75 2.8 4.8 
1 9 1.2 2.6 

Suero de leche 1 2.4 0.29 4.2 
3 5.1 0.67 4.2 

Suero 1 b 2.4 0.4 2.3 

a = medio con sales de fosfato sin caldo nutritivo, 
b = solo con agua 



do de la fermentación a pH inicial de 5, Observamos que la 
producción de a-amilasa a pü constante es inhibida, aún y 
cuando el crecimiento es abundante. 

La figura 19, muestra la demanda de oxígeno para - » - • -
8. ce-teu-6 FCB-UANL creciendo en un medio hasal a pH S y -
40°C, obteniéndose 3,7 gC^.H*1. lo cual lo hace depen 
diente del í^, al igual que todos los miembros del género 
ZatUlliu ( Pirt, 1962 ). 

Efecto de diferentes harinas sobre la producción de la * * 
a-amilasa. 

Las materias primas representan de 60 a 801 del precio de 
costo de la producción de enzimas por fermentación. La dis 
ponibilidad de una fuente de carbono y nitrógeno son facto 
res decisivos en la óptima producción de enzisas, Una me~~ 
;or fuente de carbono y nitrógeno son las harinas vegeta«*« 
les C22), por lo tanto estudiamos el posible efecto de al* 
gunas harinas sobre la producción de amilasa de 8. ce*eu¿ 
FCB-UANL. 

La tabla 6, muestra que la harina de soya al 11, fué la --
que estimuló en mayor cantidad la producción de la enzima. 
Estos resultados difieren a lo encontrado por Rene Scribai^ 
quien reporta la preferencia del almidón de maíz sobre el 
de soya (37). 

Influencia de la a-amilasa de 8. cí/lzuó FCB-UANL, sobre el 
macerado. 

Como se había mencionado anteriormente, suponemos que los 
tratamientos que fueron suplementados con extracto crudo -
de 8. ce*eu4 FCB-UANL y a-amilasa comercial, resultarán con -
un marcado incremento en la concentración de dextrinas, --
glucosa y maltosa, con respecto al testigo que solo tenía 
agua 
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T A B L A 6 

Efecto de diferentes harinas sobre la producción de a-amilasa a par-
tir de Bacillus cereus FCB-UANL. 

Harina % Uiidades / mi 

Arroz 1 1.3 
2 0.8 
3 0.7 

Maíz 1 2 
2 1.1 
3 1.6 

Trigo 1 0.3 
2 0.35 
3 0.35 

Soya 1 4.7 
2 1.8 
3 2.4 

Semilla de algodón 1 1.3 
2 0 .2 
3 0.3 



La figura 20 A muestra el perfil de azúcares en el trata-
miento con nuestra enzima, B. la a-amilasa comercial y C el 
testigo. 

Como se puede observar, el perfil de A y B son muy simila-
res en cuanto a su tipo y concentración de los azúcares, » 
El pico con 3.39 para A, 3.44 para B y 3.44 para C mués« -
tran las fracciones desde maltotriosas hasta dextrinas en 
los picos de 4.52 (A), 4.54 (B) y 4.17 y 4.62 (C). Pero --
los azúcares de mayor importancia en la producción de la -
cerveza normal, lo son glucosa y maltosa porque la levadu-
ra no puede fermentar las dextrinas, por lo tanto estas pa 
san hasta el producto terminado. Asi, tenemos que la a-aBÚ 
lasa producida por 8 . ce.*eti¿ FCB-UANL produjo 2.9St deiraal. 
tosa y 0.25% de glucosa, mientras que el testigo produjo * 
niveles muy bajos de ambos carbohidratos, 1.85 y 0.12% reŝ  
pectivamente. 
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C O N C L U S I O N E S 

Se aisló una cepa de 8.a.<UZZus ce>ieu¿ que produce a y no B-* 
amilasa por lo que se designó KacXZZuò ceAetwFCB-UANL, 

2,« La a-amilasa posee máxima actividad a 70®C y pH 5^6. 

3,- Las condiciones de cultivo de óptima producción son: 4Q°C,-
pH 5, 7% de inóculo, almidón al 0.2%, 

4,« La mejor fuente de carbono para la producción enzimàtica es 
maltosa 0.H, 

5,- La síntesis de la a«amilasa no se ve reprimida por glucosa 
al 0 J 5 % . 

6,- De las harinas probadas, la mejor es la harina de soya al • 

7,- La ««amilasa producida por &ac¿ZZu¿ ce.ie.u¿ FCB-^UANL tiene « 
mejor actividad específica y comportamiento muy similar, en 
la maceración malta; cebada, a la a^amilasa comercial. 
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