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R E S U M E N

La a-amilasa es una enzima de interés industrial, particu-
larmente en la elaboracién de cerveza, por tal motivo nos propu-
simos aislar un microorganismo que produjera esta enzima. Se ais
16 de suelo una cepa de Bacilfus cereus que produce a-amilasa, -
caso interesante por que la mayoria de estas bacterias producen
R-amilasa. Por tanto, la cepa se designdé Baciflus cereus FCB- --
UANL. Esta enzima fué caracterizada, encontrindose una mixima ac
tividad a 70°C y pH 5-6. Las cinéticas enzimdticas para almidén
fueron: Ky = 3.12 mg/ml y Voax = 3-3 mg/ml, 5 min. E1 peso mole-
cular realizado en geles de poliacrylamida con dodecilsulfato de
sodio fué estimado en 59 Kd. El tiempo y perfil de hidrdlisis --
del almidén confirman que se trata de una a-amilasa. Las condi--
ciones de cultivo para una Sptima produccién de la enzima a ni--
vel matrdz fueron: pH inicial 5, 40°C, 7% de inéculo y maltosa -
al 0.2%. En este medio produjo 6.2 mg/ml de aziicar reductor en -
forma de glucosa. El microorganismo sintetizd la enzima desde la
fase de crecimiento exponencial, alcanzindose la mixima acumula-
¢ién a las 24 h. Cuando se hizo crecer sobre suero de leche, pro
duio 4.8 mg/ml de aziticar reductor. Se probaron harinas, y de &s-
tas la de soya al 1% result§ ser la mejor. Al utilizar la a-ami-
lasa en el proceso de maceracién y compirando su efecto con una
enzima comercial demostrd gran potencial econbmico, porque alcan
z6 valores muy semejantes a los obtenidos con a-amilasa comer- -
cial, pero con menor cantidad de enzima.



INTRODUCCION

Takamine, en 1951, fué el primero en utilizar extractos en
zimdticos de origen bacteriano, los cuales consistian de enzi--
mas proteoliticas y amilolfticas de Bacilfus subtifis, ~ - - --
B. macerans y B. polfimixa.( 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 bfisqueda de nuevos métodos de cultivo y cepas que -
sobreproduzcan la enzima deseada 8 que sintetice una con mejo--
res caracteristicas cataliticas,.( Skimer, 1975; Townshend, 1981).

Entre las enzimas de mayor consumo estdn las que hidroli--
zan el almidén, y de ellas la de mayor importancia industrial -
es la a-amilasa., Esta enzima es muy requerida por la industria
cervecera, papelera, textil, farmac€utica y alimenticia.

Tradicionalmente, la elaboracién de cerveza depende de las
enzimas de 1a malta y levadura, pero no existe razén para no --
adicionar enzimas de otro origen. El tipo de enzima que se uti-
lizaba ( algunas fidbricas de cerveza afin lo hacen ) era la de -
origen fongico ( Pfisterer, 1974; Woodward, 1978 ), pero la - -
a-amilasa fiingica se inactiva a temperaturas superiores a 60°C,
por tal motivo, hoy en dia se prefiere utilizar 1la de origen --
bacteriano ( Woodward, 1978 ) ya que, en el proceso de macera--
cion 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 ( Krishman y --
Chandra, 1983 ),

Las principales cepas utilizadas en la produccidén a nivel
industrial de la a-amilasa son Baciflus amyloliquefaciens, - --
Bacillus steanothenmophilus y Bacillus Licheniformis las cuales
son capaces de producir grandes cantidades de exoenzimas (Amory,
et al, 1987 ).



Por 1o anterior, algunos grupos de inyestigacibnm, 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 especifica,.

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

Aislar una cepa de Baciflfus sp, que produzca una a-amilasa
altamente eficiente en el proceso de maceracifn,

Hipotesis: Es posible aislar una cepa de Bacifllus ap, que
produzca una c-amilasa con mayor actividad que las comerciales,

Importancia: Las enzimas amiloliticas de origen bacteriang
representan un extraordinario potencial econbmico en la indus--
tria cervecera, textil y papelera, asi como en la farmacéutica
y alimenticia.
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ANTECEDENTES

Van Lanen y Le Mense en 1946, reemplazaron la malta por ~-
licores de ciertas cepas de Aspergiflus nigen, Dichos investiga
dores indicaron que se podria obtenmer un apreciable ahorro en -
las destilerias si se utjlizara la a-amilasa flingica en la pro-
duccifén de cerveza y etanol.

Posteriormente, en 1951, Julian Corman y H.M, Tsuchiva uti
lizaron dos cepas de Aspengiffus sp. para producir etanol a par
tir de cebada macerada, e iniciaron estudios acerca de las con-
diciones de fermentacifn de los cultivos mixtos, y encontraron
que era necesario una buena relacifn entre la cantidad de aimi-
dén, o-amilasa y maltasa para obtener buenos resultados, Los --
in6culos utilizados fueron de 3.2% de Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y-567 y demostraron una correlacifmn positiva entre la can-
tidad de maltasa y alcohol,

En 1963, Welker y Camphell publicaron un estudio acerca de
la sintesis " de novo " de a-amilasa a partir de Baciffus - - -
steanothenmophilus y encontraron que el pH fptimo de sintesis
fué de 6.7, Ademids, observaron que la glucosa C 2x10°°M ), saca

3M ) 6 glicerol ( 4 X JO‘SM ) no estimularon la pro--

rosa ( 107
duccién de la enzima, En ese mismo afio encontraron, Welker y --
Campbell, que la cepa B, stearofhexmophilus 1503-4 es parcial--
mente constitutiva, ya que ciertos oligosacaridos (L maltosa, --
maltotriosa, maltohexosa, maltopentosa y maltotetrosa ) estimu~
laron la produccién de a-amilasa en un medio quimicamente defi-
nido, Posteriormente, Yamaguchi, et 2l ( 1974 ], estudiando el

control genético de la produccién de la a<amilasa en B subtildis,
lograron incrementar cinco veces la sintesis debido a la intro-
duccién del gene amy R de B subtifis Natto 1212 en la cepa de -~
B, subtifis Marburg. Los estudios de Yamaguchi, et 2l fueron --
tomados por Yoneda, et al ( 1974 ) para intentar obtener una ce
pa de B, subtifis que fuese sobreproductora de a -amilasa, Asi,

obteniendo DNA de B, subtilis var amylosaccharificus, encontra-
ron que el DNA de éste tenifa casi la misma capacidad para trans

formar a la cepa Marburg; alcanzando una productiyidad alrede--
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dor de 50 U/mg de células. Los andlisis genéticos, revelaron --
que el gene regulador ( amy R ) era el mismo para la cepa de --
B subtifis Marburg y amylosaeccharniticus. No obstante, sus resul
tados sugieren la presencia de otro gene que estd involucrado
en la produccién de la a-amilasa.

Los elementos genéticos y bioquimicos que gobiernan la sin
tesis y produccidn de la enzima, empiezan a tener gran auge em
1975 cuando Gould May y Elliot encontraron que - -~ - » - ~ - ==
B, amylofiquefaciens es capaz de secretar cantidades significan
tes de a-amilasa y proteasa durante 15 min en completa ausencia
de sintesis de proteina, Esto significa, aparentemente, que la
enzima ya preformada tarda ese periodo de tiempo en ser excreta
da, La liberacién de la enzima fug independiente de la energia
pero sensible a temperatura. Sekeguchi, et al ebservaron que «-
uno de los genes que afecta la produccibn de la enzima estd lo-
calizado después de amy B, y que cuando este gene se encuentra
presente, se pierde un componente proteinico de membrana celu--
lar. En 1975, Saito y Yamamoto estudiaron los factores que regu
lan la producci6n de s-amilasa en B, Licheniformis, sus resulta
dos revelan que la maltotriosa es un buen inductor de la a-ami-
lasa, ya que se obtuvieron 356 U/0.25 ml de medio y solo 192 --
U/0.25 ml cuando se us6 almidén soluble.

La utilizacién de a-amilasa microbiana en la industria cer
vecera, se inicid cuando se incrementdé la cantidad de almiddn -
( adjuntos ) en el macerado. Este exceso de almidén provoca un
incremento de glucosa y maltosa, los cuales serdn fermentados -
para producir etanol. La a-amilasa mids requerida por las fébri-
cas de cerveza es de origen bacteriano, ya que las ffingicas se
inactivan a 60°C ( Woodward, 1978 ), Un afio antes, se reportd -
que el consumo de cerveza ligera " light " se habia hecho muy -
popular en los Estados Unidos de Norteamérica. La elaboracidn
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 almiddn es digerido completamente hasta glucosa,
por tanto, la levadura transforma el azficar a etanol y no que-~-



dan fracciones de dextrinas, como cuando s0lo se usa g-amilasa
( Prescott, 1962; Casida, 1968; Pfisterer, 1974; Narziss, 1976;
Fogarty, 1983; Stewart, 1985 ).

En 1977, Glymph y Stutsenberger realizaron un trabajo acer
ca de la producci6bn, purificacibén y caracterizacibn de a-amila-
sa de Theamomeonospora curvata y encontraron que la mixima pro--
duccidén de la enzima, en medios a base de sales minerales y al-
midén ocurrid a pH 7.5 y 53°C, E1 pH y temperatura 6ptimos para
la actividad de la enzima pura fu€ de 5.5 a 6 y 65°C. El peso -
molecular de 62 Kd y la KM para almidén fué de 0.39 mg/ml.

Los requerimientos de Theamomonospora curvata para la pro-
duccién de a-amilasa son muy diferentes a los de T, vindldis yT.
vulganis , estos iltimos requieren de una compleja fuente de ni
trdogeno, como peptona, mientras que T, curvata produce grandes
cantidades de 1la enzima en medios quimicamente definidos. En --
ese mismo afio, Yabuki, et al estudiaron la ripida induccidon de
la a-amilasa en Aspergillus onyzae. El micelio fu€ preparado de
un cultivo de 20 h, Durante una hora de induccién, la formacidn
de 1a gq-amilasa intra y extracelular, ocurrif casi a la misma -
concentracién ( 70-80 pg/g cel, h ) sin detectar el periodo - -
lag. Despué&s de una hora de induccién, hubo un marcado incremen
to en la concentracifn extracelular y alcanz® una mixima de - -
300 yg/g cel, h, Lo anterior fué realizado con la finalidad de
disminuir tiempos de produccién, los cuales son de 18-24 h.

Posteriormente Ghosh y Chandra ( 1980 ), reportaron un tra
bajo sobre la producci6n de una a-amilasa termoestable produci-
da por Baciflus apianius CBML 152, Aislaron, aproximadamente, -
200 cepas de bacilos amiloliticos a partir de aguas de deshecho
y la seleccidn se realizbé en base a termoestabilidad y activi--
dad de la enzima. Con B, apiarius CBML 152, la mixima produc- -
cién se realizd a 38°C y pH 6,4 - 7.5, La enzima, parcialmente
pura, tuvo su actividad 6ptima a 60°C y pH 6-7,

Los compuestos que podian influir en la produccién de la -
enzima, fué uno de los objetivos alcanzados por Krishman y Chan
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dra en 1982, quienes probaron el efecto del aceite de diversas
semillas sobre la produccién de e-amilasa por B. Lichendi formis
CUMC 305. Ellos probaron el aceite de 8 semillas, entre ellas,-
nuez, mostaza y algod6n. E1 midximo incremento en la produccién
ocurrié con aceite de nuez entre 0.5-1%.

En ese mismo afio, Jeffrey Wilson y Michael Ingledew aisla_
ron y caracterizaron una enzima amilelftica de Schwanniomyces
atfuvius para la produccién industrial de etanol a partir de al
midén. La e-amilasa presentd su maxima actividad a pH 6.3 y es_

tabilidad entre 4.5-7.,5, Ky=0.364 mg/ml.

De las levaduras productoras de etanol a partir de almidén
las mds sobresalientes son Saccharomycopsis fibuligera S, -~ -
atluvius, €sta dltima produce el 70% de lo calculado cuando cre
ce en almidén al 2%,

Krishnan y Chandra (1983) caracterizaron la e-amilasa de -
8, Licheniformis CUMC 305 la cual fué purificada 212 veces. La
enzima present6 una actividad mdxima a 90°C y pH 9, a 100°C per
dié 9% de su actividad. También probaron el efecto de diversos

+2 +2
s Mg -

cationes sobre la actividad de la enzima, ek Na*, Ca >
+2
]

la estimularon, mientras que Hgiz, Ni+2, Zn+2, Ag’, Fe+2, Co
cd*? y A1*3 1a inhibieron, pero en 1984, Obi y Odibo aislaron -
una amilasa a partir de un actinomyceto, la cual no es inhibida
+2 +2
por Mn pero siI por Hg ~.
La maltosa fué€ el dnico producto detectable de la accibn =
de la enzima sobre el almiddn, lo cual sugiere que se trata de

una g-amilasa,



MATERIAL Y METODOS

1.- AISLAMIENTO DE BACILOS AMILOLITICOS:

Se tomaron muestras de suelo, 1 g, y se realizaron dilucig
nes sucesivas (107 -1 a 107 ), se tom6 1 ml y se inoculé en cajas
petri con agar 2lmidén, el cual contiene (%): KZHP04, 0.3; =~ =«
KH2P04, 0.1; caldo nutritivo, 0.8; extracto de levadura, 0.3 y
almiddn soluble, 0.2, Las cajas se incubaron 24 h a 40°C, A las
cajas que contenian entre 20 y 80 colonias y que presentaran ha
los de hidr6lisis, se les realiz6 una ré€plica en placa en agar
nutritive con almidbn soluble al 0.2%, se incubaron 24 h a 40°C
y se les adicion6é iodin (I2 al 0.3% y KI al 3%).

Las colonias que presentaron €l mayor halo cafe se resem__
braron en agar Muller-Himton, conservidndose en refrigeracidn a
4°C,

2.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ( SACAROLITICA )

Los microorganismos seleccionados, se inocularon en matra_
ces de 250 ml con 50 ml de caldo nutritivo, sales de fosfato y
almid6én soluble. Se incubaron en un agitador oscilatorio a 200
rpm durante 24 h a 40°C y pH 6, lLas c&lulas fueron removidas -
por centrifugacidén y al sobrenadante se le determind la activi
dad sacarolitica a diferentes pH's (4-9) y temperatura {65-90).
La actividad enzimitica se midid por el método del &dcido 3,5 di
nitrosalisilico. Para tal caso se tom6 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 enzimadtica (Chandra, 1980).

3,- PURIFICACION DE LA ENZIMA:

El extracte libre de células, se Ilevé a 90% de saturacidn
con (NH4IZSO4 a 4°C. El1 precipitado se centrifugd durante 10 -~
minutos a 2000 rpm y se dializ& durante la noche contra agua bi
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TABLA 1

Determinacidn de la actividad enzimidtica.

TR 3

I fxticfado . ‘ElmidGn Buffer Agua 3,5~DNS
(ml) {(ml) (ml) (ml) (ml)
Muestra 0.2 o 0.5 0.3 -- 1
Testigo* 0.2 --- R = 0.8 1
Blanco* --- -——— --- 1 1

= ™y v EAAE. 0 Bp o Lo L MR et o= Lk S8 Oeaer e 8 v L4

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

22 Agregar 1 ml de 3,5-DNS. Agitar en vortex.

w
-]

Colocarlos en bafio de agua hirviendo por 5 min.

=
1}

Pasar a bafio de hielo y agregar 2 ml de agua destilada

w
([-]

Leer a Ass5p nm,

* Se procesan a partir del paso 3.
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destilada a 4°C con 2 cambios. La determinacién de proteina se
realizé pof el método de Lowry ( Lowry, et al, 1951 ).

El dializado se utilizé para la prueba de la influencia de
iones sobre la actividad enzimitica.

4.- INFLUENCIA DE IONES, DETERMINACION DE KM Y PESO MOLECULAR,

La actividad mostrada en el dializado se consideré como el
100%, entonces se adicionaron los iones a 1la mezcla de buffer
(acetatos 0.2 M, pH 5) y almidoén en las siguientes concentra--
ciones. CaClZ, FeC13, NaCl y KC1 a 1 mM/ml y ZnSO4, BaClZ, - -
CoCl2 y MnCl2 a 10 mM/ml. Las condiciones de ensayo fueron: --
temperatura, 70°C por 10 minutos y pH 5 (tabla 1).

La K, se determiné por el método de Lineweaver-Burk - - «
(Lehninger, 1984 ) usando almidén soluble.

La determinacién del peso molecular se realizb por electro
forésis en geles de poliacrylamida al 11% con dodecilsulfato -
de sodio por el método de Laemmli, (Smith, 1984). Los estinda-
res de peso molecular utilizados son: e-lactalbumina de leche
bovina, tripsinogeno de pancreas bovino, anhidrasa carbonica,-
deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato, albumina de huevo y -
albumina bovina,

5.~ DETERMINACION DEL VALOR AZUL Y PATRON DE HIDROLISIS DE LA
AMILASA SOBRE EL ALMIDON.

El valor azul se realizd colocando igliales cantidades de «
almiddn de papa ( Sigma ) al 5% y enzima ( 6 m1 )} y se incubae«
ron a 70°C. A intervales de 2 min se tomd una muestra de 1 ml,
A esta cantidad se le adicion6é 1 ml de la solucifn de iodin <«
(0.2 g/1 de I2 y 0.2 g/1 d& KI) y el volGmen se llevé a 10 ml
con agua destilada, La abhsorbancia fu€ medida a 600 nm en un -
espectrofotémetro Coleman Junior II, modelo 6/20 (Obi y Qdibo,
1084},

Para conccer 1¢s productos de la hidrdlisis del almiddn «-

por la enzima de nuestra cepa, se procedidé a colocar en el tu-
bo de ensayo de actiyidad, ¢l Buffer y éﬂmﬁéﬁngﬂﬂnﬁl&]ﬁh&la'am@g
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ma, una vez transcurrido el tiempo necesario, 10 min, se inyec-
td una muestra de 1 ml al HPLC (_ Beckman ), se utiliz6é agua des-
tilada como eluente, flujo = 0.6 ml/min, temperatura de la colum
na = 90°C, columna de spherogel carbohidrate X 7.5 de 7.5 mm de
didmetro y 30 cm de largo, detector de indice de refraccién - -
Altex, modelo 156, integrador Varian, modelo 4270,

Se utiliz6 manitol como control interno.
6.~ PRODUCCION DE LA ENZIMA:

Para optimizar al miximo la produccifn de la enzima, se de
terminaron los diferentes pardmetros fisico-quimicos y nutricio-
nales que podrian afectar la sintesis de ésta.

Se parti6 de un medio basal (MB) el cual contenfa lo si- -
guiente (%); caldo nutritivo, 0.8; extracto de levadura, 0.3; al
mid6n soluble, 0,23 KH2P04, 0.1y kZHPO4, 0.3, para conocer €l §
de inéculo, pH,_&gmperatura y concentracién de almidén.

Para la determinacién del % de infculo, del cultivo patrén
se tomd una asada y se sembrd en un tubo con agar Muller-Himton,
se incubf 24 h a 40°C; de éste tuho se transfirié una asada a --
otre que contenfa 10 ml del medio MB y se incuk8 a 40°C durante
18 h. E1 paquete ce¢lular se lav8 dos veces'a 2000 rpm, 10 min ==
con agua destilada estéril y se resuspendif en 5 ml de agua des-
tilada estéril ( 6 hasta alcanzar una densidad celular de 3 x -~
106 c€lulas/ml ). Los % de indculo se variaron de 1 a 10,

Los anteriores experimentos, fueron conducidos en matraces
de 250 ml con 50 ml del medio MB, pH inicial 5, 40°C y 200 rpm -
durante 24 h, Las c@lulas se eliminaron por centrifugacifn y al
sobrenadante, se le realizaron las pruebas de actividad por el -
método ya descrito.

Una vez conocido el % de in8culo, se determind el pH ini««
cial, E1 medio MB se ajustd con NaOH 6 HC1 IN, seglin se requirig
ra, La fermentacibn se realizb bajo las mismas condiciones que -
la anterior. Los pH's probados fueron 4, 5, 6, 7, 8 y 9.
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Para conocer la influencia de la temperatura sobre Ia sin-°
tesis de la enzima, los matraces se colocaron a 35, 40, 50 y - -
60°C. Las condiciones de fermentacién fueron: 7% de inéculo, pH
5 y 200 rpm durante 24 h,.

Por 1o que respecta a la concentracidn de almidén, la con-
centracidon de éste varié de 0.2 a 5% en condiciones optimizadas,

El crecimiento se monitoreé midiendo la densidad dptica en
un fotocolorimetro Klett-Summerson con filtro rojo.

El efecto de las diferentes fuentes de carbono se estudid
sustituyendo el almid6én 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 -
fermentacibn se realizé con los pardmetros optimizados y se moni
toreq crecimiento, azficares reductores y actividad enzimitica.

Se probaron, también, diferentes concentraciones y tipos -
de harinas, las cuales fueron: harina de maiz, arroz, soya, tri-
go, y harina de semilla de algod6n al 1, 2 y 3%, Del medio basal,
solo se agregaron las sales de fosfato., Las condiciones de culti
vo fueron las optimizadas.

El Gltimo sustrato probado fué el suero de leche al 1 y 3%
mas las sales de fosfato, bajo las mismas condiciones de cultivao

7.- INFLUENCIA DE LA ENZIMA SOBRE EL MACERADO:

Se prepard una mezcla de cebada: malta en relacién 31.2: -
16.5 g, y se sometieron a maceracidén por el método de infusidnm, -
figara 1 ( Prescott,; 1362; Woodward, 1978 ).

Los granos molidos se colocaron en vasos de precipitado de
1 1t con un volfimen de operacién de 300 ml y se le agregaron =~ -
30,7 ml de extracto crudo, de B cereus, otro con c~amilasa comer
cial y un tercero con agua destilada,
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Al finalizar el tiempo requerido para 1la desaparicidn del
color azul producido por 12 unién del almidén y el lugol, se «-
midi6 la concentracifn de azficares reductores em forma de gluco
sa, asi como el tiempo necesario para la desaparicién del color
azul,

Todos los pardmetros de cinéticas enzimdticas se compara--
ron con una a-amilasa comercial, Los azficares producides por --
las enzimas y el testigo se determinaron por medio de la croma-
tograffa liquido-liquido de alta resoluci6n en las condiciones
descritas en el punto 5,
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RESULTADOS Y DISCUSION

I.- Aislamiento de la cepa y determinacién del pH y temperatura
de mdxima actividad enzimitica. Se lograron aislar 12 ce--
pas de bacilos de diferentes sutratos, a los cuales se les
determiné ¢fecto de temperatura y pH de méxima actividad sa
carolitica, y en base a ello se seleccioné la cepa C6, la -
cual posee su mdxima actividad a 70°C y pH de 5 a 6 ( figu-
ra 2 ), Estos resultados sugieren que se trata de una a-ami
lasa, porque la g-amilasa posee su maxima actividad entre -
40 y 60°C ( 13, 19, 21, 41, 42 ).

De las «-amilasa producidas por organismos del género - -~ -
Bacillus destacan B, fLicheni formis CUMC 305, B, - - - - - -
Licheni fornmis NCYB 6346, las cuales poseen su miaXima activi
dad a 90°C ( 23, 27 ).

Compardndose la termoestabilidad de la a-amilasa de la C6,-
con la B. Lichendiformis resulta ser menor la nuestra en - -
20°C, pero e€s muy similar, y en algunos casos mejor que la
producida por organismos mesofilicos, tales como B.apiariud
CBML 152 y B. dubtifis NRRL B 3411 que producen unz a-amila
sa que alcanza su maxima actividad a 60°C ( 13, 15 ).

El pH &ptimo de la mayoria de la a-amilasa es 4cido 6 cerca
no a la neutralidad y las activas bajo condiciones alcali--
nas, son inestables a temperaturas superiores a 50°C (22).-
Nuevamente, el pH éptimo es comparable con la amilass de -=
B, apianius CBML y B, subiifis NRRL B 4311, Los dos anterig
res pardmetros han sido comparados con la amilasa producida
por organismos del género Baciflus, pero algunos actinomyce
tos del género Theamomonosporay Actinomyces producen una --
a-amilasa que posee midxima actividad entre 60 y 65°C ( 16, -
30, 48, 52 ) y solo la producida por una cepa de - - - - -«
Theamoactinomyces vulgaris tiene su actividad dptima a 70°C
y pH 5 ( 41 ). De los actinomycetos, solo este Gltimo se --
compara en termoestabilidad y pH con 1la cepa C6,



Unidades de Actividad (Mg. A.R./mi)

1.8 4
)4
0.6
v 4 L ] — | h‘
65 70 78 80 85 99
Temperatura ( °C ) :
Figura 2.- Efecto de temperatura y pH sobre la actividad de

la amilasa de 1a cepa C6 a pH 5, 8 —— @, tempera

tura: @ -- - @, pH,
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I1.- Identificacion de la cepa, determinacidn del vyalor azul, -
KM y efecto de sales sobre la actividad enzimatica.

Una vez seleccionada la cepa C6, se procedié a identificar-
la, 1a cuyal resultd ser Baciflus cexreus ( Tabla 2 ), Este -
resultado difiere a2 lo reportado por varios autores, quie--
nes mencionan que B, cereus produce 8 y no a-amilasa ( 13,-
42, 43 ), por lo cual se procedid a determinar el tiempo re
querido para eliminar el color azul producido por la unién

del 21midén con el jodin.

La figura 3 muestra el tiempo requerido para la desapari- -
cion del complejo azul, realizado por nuestra enzima y la -
a-amilasa de B. apdarius CBML 152 ( 15 ).

Como se puede observar, los patrones de pé€rdida de color =-
son similares, por lo que se presume que realmente se trata
de una g-amilasa, porque la B-amilasa no puede pasar los en
laces a 16 y el limite dextrina es muy alto, por tanto, el
tiempo de desaparicidn del color azul es mas largo ( 13 ).

Para comprobar lo anterior, se realizaron los patrones de -~
hidrélisis del almiddn por nuestra enzima, la a-amilasa de
B, Licheniformis ( Sigma ) y a-amilasa comercial, Los resul
tados por HPLC ( figura 4 ) muestran que los productos de -
hidr6lisis son los mismos y solo cambia la concentracidn de
cada compuesto. Asi, tenemos que la figura 4 A representa -
nuestra enzima y los principales productos de hidrélisis --
son glucosa y maltosa, &stos 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 designd Baciffus cereus FCB- -
UANL.

A la enzima parcialmente purificada se le determind la Ky -

figura 5, y se observa que la KM para almiddén es mayor a lo
reportado para la as-amilasa de B, Lichendformis CUMC 30§, -
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TABLA 2

Identificacién de la cepa C6. El patran bioquimico
Se compara con Bacillus cereus.

- M oo g

MorFOLOGTA COLONIAL CoLONIAS BRILLANTES, CREMOSAS, —ﬂ
AMARILLAS, CONVEXAS, BORDES RE—

DONDOS

MorroLoGfA MICROSCOPICA BACILOS CORTOS, GRAM POSITIVOS ~
DELGADOS, ESPORAS OVALADAS, CEN-
TRALES. BIPOLARES.,

CRECIMIENTO EN ANAEROBIOSIS
CATALASA

MoviL1paD

REnuCCION DE NITRATOS

HIDROLISIS DEL ALMIDGN

HIDROLISIS DE LA LECITINA
REACCION DE ACETIL—METIL-CARBINOL
ProDUCCION DE ACIDO DE MANITOL
PRODUCCION DE UREASA

UrILizacion DE CITRATO
CRECIMIENTO EN:

PaPA ( ALMIDON )

CaLpo NaCL 5%

GLucosA

TemPERATURA 40°C

TemperaTura 50°C

pH 6 RICO R ICO

Lo+ 4+ + o+ I R > R E
o+ 4 o+ H H O+ + + + 4+ + + :
%

—p— —r WORT T TvST W .

* MANUAL BERGEY (BUCHANAN Y GIBSON, 1974)
A = DEBIL

NO REPORTADA

VARIABLE

+ =
"
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Figura 3.- Determinacién del tiempo para desaparicién del --
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®-~= 0, a-amilasa 8. apiarnius CBML 152 (15).
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Figura 4.- Patrén de hidr6lisis del almid6n por enzimas amilo

liticas. A, amilasa de B, cereus FCB-UANL; B, a-ami
lasa comercial; C, a-amilasa de B. L{icheniformis,
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Figyra 5.- Determinacién de la constante de Michaelis-Menten (K,) por el método
de Lineweaver-Burk para almid6n usando s«-amilasa parcialmente purifi
cada. El valor de S esta expresado en mg y V en mg de azucar reduc
tor/ml. 5', bajo las condiciones de ensayo.
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TABLA 3

Efecto de iones sobre la actividad de 1a
a-amilasa de Baceciflus ceneus FCB-UANL,

e v it Bogmme Cicom o

SAL* ACTIVIDAD ENZIMATICA |
(U /ML)

Control 2.55 100
"MgClZ 3.10 121
"NaCI 3.05 120

CaCl2 2.90 114
I

KC1 2.85 111

BaCl2 2.32 91 .

ZnSO4 2.30 90

FeCl3 2.10 80

CoClz 2 07 78.5

CuSO4 2.00 78

MnClz 2.50 97

LA o -2 < VTR s —

* A la concentracién mencionada en material y mé-
todos.

*#% Actividad con respecto al control.
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la cual posee un valor de 1.274 mg/ml ( 23 ), a la produci-
da por Theamomonospora curvata, 0.39 mg/ml (16) y a la de -
Schwanniomyces aMuvius, 0.364 mg/ml (54).

El extracto crudo se dializ6 y determind el efecto de algu-
nas sales sobre la actividad de la a-amilasa, En 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, C0+2, Cu+2 Y Mn+2 - =
muestran efecto inhibitorio. Los resultados anteriores se -
asemejan a los de Krishnan y Chandra para la o-amlilasa de -
B, 2icheniformis ( 23 ), pero difiere, en gran medida, a --
los reportados por Obi y Odibo para la f-amilasa de - - - -
Thermoactinomyces Ap, donde la amilasa es altamente estimu-

lada por Mn+z, Ba+2, Cu+2 ¥ Fe+2 ( 30 ).

II1.- Purificacidn y peso molecular.

Los pasos de purificacién, asi como los resultados obteni--
dos se muestran en la tabla 4. €uando el dializade, Z ml, -
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 ml
de las cuales solo las fracciones 3 y 4 poseian actividad.-
El dializado y fracciones 3 y'4 se liofilizaron y se reali-
z6 su determinacidén de peso molecular ( figura 6 ) donde se
observa que la a-amilasa de B, cexreus FCB-UANL, tiene un pe
so molecular de 59 Kd, el cual es el mismo para la a-amila-
sa de B. £icheniformis ( Sigma ) y difieren al de la a-ami-
lasa comercial.

Este resultado es acorde con lo reportado por Fogarty para

la mayoria de las a-amilasas microbianas, el peso molecular
es del orden de 50 Kd, con excepcibn de B, subtifis que for
ma dimeros con zinc (13), pero difiere a lo reportado por -
Krishnan (23) para la «-amilasa producida por B, Lichendfor
mis CUMC 305 y por Morgan (2§) para 8, Licheniformis NCIB -
6646, cuyo peso es 28 y 62,65 Kd, respectivamente.

Las variaciones de peso molecular de la a-amilasa dentro de
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TABLA 4

Actividad enzimidtica de la a-amilasa produ-
cida por Baciflus cereus FCB-UANL,

S S "'-T“wr-v;cfavidad Proteina Act. esp. Purif.
S /4.1 (ug/ml ) (U/mg prot)

Extracto crudo 3.1 991.5 3.1 1

Dializado 2.4 481 4,95 1.6

Columa (Sephadex G 100 ) 2.3 270.24 8.47 2.73

a-amilasa (Sigma)? 29.75 9073 3.28

a-amilasa (Comercial)® 19.5 5000 3.31

L

- T vy L 42 =T tsaz oo

a = Bajo nuestras condiciones de ensayo.
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la misma especie se di también en B, sfcarothermophifus, la
cepa 503-4 y 1la 1, 503<4 pesan 15.6 y 52.7 Kd, respectiva__
mente (13).

Produccidon de la a-amilasa.

Se ha demostrado que diversas condiciones del medio de cul_
tivo pueden afectar el crecimiento y sintesis de algunos me
tabolitos, entre ellos la a-amilasa termoestable, toxXinas y
proteasas producidas por el genereo Baciffus (10, 34, 38).

La produccidén de la a-amilasa difiere en pH, temperatura, %
de in6culo, etc., depende de la especie que se trate, y el
obtener la mixima produccién de una enzima es necesario co_
nocer los par8metros fisico~quimicos y nutricionalessque --
pueden influir sohre la produccién de la exoenzima (10).

Efecto de Temperatura y pH sobre la produccidn de la a-ami_
lasa.

La fermentacifn se realiz6 a varias temperaturas durante 24
h a pH 5, y se observé que a 35°C hay buen crecimiento, pe_
ro no buena produccidén de 1la enzima. La mixima produccidm -
enzimitica ocurrid a 40°C, y el crecimiento bacteriano fué

mids abundante que a 35°C, pero conforme se incrementd la «-
temperatura a 50 y 60°C 1la densidad celular y la enzima pre
sente en el medio disminuyd considerahlememnte.(figura 7}.

El pH inicial fué ajustado con HC1l 6 NaOH 0.1 N segimn fué -
necesario, Las fermentagiones se realizaron a 4Q0°C a dife__
rentes pH, La figura 8 muestra el efecto del pH inicial y -~
se observa que B, cereus FCB-UANL es capaz de producir 1la
enzima en amplio rango de pH, teniendo muy poca variacidn -
de pH 4 a 8.

Los resultados encontrados varian poco a los reportados ~-
por Ghosh y Chandra (15) para un bacilo masofilico, Estos -
investigadores reportan que B, apiaiius produce la enzima
en un rango de 5 a 8, pero no a pH 4,



27 -

*§ Hd £ OATIIND @p Y yZ SeT ®
TESBq OIpPam Ud TNVN-4Dd M2%20 '§ bp BSBIIUWE-® BJ

- 9p uwordonpoid B] 61qos ®BInjeradwsl BT 8p 039937 -°£ wandrtg
( 3o )} VENLNEEL
09 0S (0] 4 ce
} } } ; 0
]
I
F S n.o
k
2
1 m
(77}
o
, <
¥ ~
>
+ 2
> :
S




- 28 ~

‘0,00 ® TBSBQ oTpall ue TTNYN-gDI YNONTP ° @
op eseTTIWR-® Op ugrdonpoad el oiqos Hd Top 03293F -'g eandry

L

W / QWAIAILY 37 SAVTINN



= 208 =

Por lo que respecta a la temperatura, B, apiarius demostrd
sintetizar la enzima en un rango de 40 a 65°C; mientras --
que para B8, Licheni fonmis 584, la amilasa aparecif en el -
cultivo a 50°C y pH cercano a la neutralidad (37), similar
a B, fLichenifoamis CUMC 305 con pH 6.5 y 48°C (10).

Tiempo de aparicién de la enzima y efecto del % de in6culo,

Los primeros reportes referentesaal periodo de tiempo que -~
tarda la g-amilasa en ser secretada al medio, indican que-~s
ésta aparece al final de la fase exponencial 6 en la fase
estacionaria (34, 38), ya que &sta se relacionaba directa_
mente con la esporulacidn, pero se observd que 1la sintesis
de 1la a-amilasa es independiente de ésta (11).

En la figura 2 se observa que la sintesis de la enzima en
un medio con almidén 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 (11), quien al trabajar -
con una cepa de 3, subtifis, Esta sintetizd la a-~amilasa a
partir de las 3 h, tambiénm ¥. apianius produjo la enzima -
a partir de las S5 h y prosiguié continuamnte en la fase 1o
garitmica (15).

En microorganismos termofilicos, Srivastaba (46) reportdo-

que B, stearothenrmophilus produce la amilasa durante la fa

se exponencial, asi mismo Rothstein (36) encontrd que una-

cepa de B, ticheniformis inicia la sintesis a partir de las
3 h, pero Saito (37) reporta que en B. Lichendiformis 584 la
enzima aparece en el medio después de 24 h, no asi la produ
cida por la cepa CUMC 305 1la cual secreta la enzima a las -
9.5 h de cultivo (10). Sin embargo, la mixima acumulacidén -
es durante la fase estacionaria,

Por lo que respecta al % de in6culo, se encontr6 que com 7%
se obtiene la mayor produccibn de la a=amilasa, y que la -
cantidad de enzima no se incrementa cuando se aumenta €l %
de inéculo (figura 10). Estos resultados difieren a lo en__
contrado por Kvesitadse y Feniksova (24) con Asperngillus -
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onyzae 3-9-15, quienes al probar diferentes pocientos de --
in6éculo, 0.6 a 12%, no encontraron diferencia en la produc
cidn de la m<amilasa durante 72 h de cultivo,

Efecto de la Fuente de Carbono.

Otro parimetro que hace variar la sintesis enzimdtica es el
tipo y concentracién de la fuente de carbono. Lo anterior -
es interesante si se pregunta si la sintesis de a«-amilasa -
es inducida por almid6n u oligosacdridos de bajo peso mole_
cular. Aparentemente es debido al almidén ya que, la produc
cién comercial de a¢-amilasa a partir de B, subfifis es acom
pafiada de altas concentraciones de almidén (8-12%). Estas -
observaciones son evidencia que la sintesis de la enzima es
inducible (37, 53) y que la a-amilasa es acumulada mayormen
te con almidén y maltooligosaciridos a diferencia a cuando

est3a presente la glucosa (7).

La figura 11 muestra el efecto de la concentracién del almi
dén sobre la produccién de la a-amilasa y se ohserva que --
0.2% es la concentracifn de 6ptima produccién. Resultados -
similares fueron encontrados con B, stearotheamophilfus (46),
B, apiarius (15) y B, &icheniformis CUMC 305 (10), pero di_
fieren a lo reportado para B. fichendiformis 584 (37), A, -
onyzae (24) y T, curvata (16, 48).

Por lo que respecta al crecimiento, no se encontraron dife_
rencias significativas entre las diferentes concentraciones
de almid6én, pero E&stas son muy evidentes en la produccidm «
de 1a enzima, esto filtimo solo es compatible con lo encon_.
trado por Srivastava y Baruah para B, stearoihermophifus -
(46) . Lo anterior demuestra que mucho dependeri del tipo de
microorganismo que se trate para determinar el % de almidén
6ptimo para la produccifn de la enzima,

En afios anteriores se habfa hipotetizado que 1la sintesis de
la amilasa es inhibida por la presencia de glucosa (8, 34,
37, 38), sin embargo, se procedid a comprobar tal asevera_
cién ya que otros investigadores reportaron que la glucosa
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no solo no inhibia la produccidn, sino que la incrementaba
con respecto al almidén (10).

Los resultados para diferentes carbohidratos se presentan -
en las figuras 12-17, Se monitored el crecimiento (absorban
cia), azucares reductores (mg/ml) y actividad (U/ml) durantec
te 24 h de cultivo. Asf, en la figura 12 se observa que la
sintesis enzimdtica se inicib a las 5 h, lo anterior se com
prueba por el incremento de los azucares rediactores en el -
medio, 1los cuales aumentan hasta 2,3 a las 12 h y luego se
reducen a 0.8 a las 24 B; en cambio 1a enzima se acumula 1i
nealmente a partir de la 8 h, alcanzandose la midxima produc
cién 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 almidén,decidimos probar el efecto de
la glucosa, Cuando se afiadieron 0.05% de glucosa al medio -
que contenfa almidén al 0,2% (figura 13) observéndose que-
no existe represidn catab8lica por glucosa, al menos a esta
concentracifn, y el combortamiento del microorganismo fué -
casi igual a cuando la glucosa esta ausente,

Cuando se prob8 el efecto de las dextrinas, se ohservé que

la biomasa y enzima fueron muy similares a lo encontrado «-
para almidén (figura 14). Esto resalta la hip6tesis de Wel_
ker y Campbell a cerca de que algunos maltooligosacdridos -
podrfan iducir mids facilmente la sintesis de la a-amilasa

(52). Lo encontrado para B, cereus FCB-UANL concuerda com -
lo reportado para B, stearothenmophilfus (46) y B, ELichendi
foxmis CUMC 305 (10). Para las 3 cepas, la produccibén de 3a

enzima fué casi la misma para almidén soluble, en cambio --
la produccién sobre lactosa al 0.2% es menpor, pero para nues--

tra cepa la mixima sintesis se alcanzé a las 16 h (figura 15). Estos -
resultados son acordes, en parte, a los encontrados con B, ££
cheniformis 582 (37), B, Lichendi formis CUMC 305 (10) y B. -
steanothenmophilus (46), en todas las cepas, la cantidad de
aramilsa es menor en comparaciﬁn con almidbén, e incluso en
B, stearotheamophifns no se detectd actividad sacarolitica
cuando la lactosa estd presente de 0.1 a 0,4%, tampoco con -
maltosa, sacarosa y galactosa (46).
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Cosa contraria sucedid con B, cexreus FCB-UANL, la cial al_
canza su mdxima produccibén cuando estd ceeciendo sobweemhl
tosa a2l 0.1% (figura 16),

La maltosa ha demostrado ser mejor inductor que el almidon
solo en esta cepa, porque en otras, ha imnhibido total 6 --
parcialmente la sintesis de la a-amilasa ( 10, 37, 46 ).

La figura 17 muestra la produccién de la e-amilasa cuando
B. tenreus FCB-UANL crece sobre glucosa al 0,315% como finica
fuente de carbono. Nuevamente, la sintesis de la enzima se
inicid a las 5 h, pero la mixima acumulacién se alcanzé a
las 24 h.

El efecto inhibitorio de la glucosa sobre la sintesis de -
la amilasa se observa en algunas cepas de K, subtifis (8),
fuertemente inhibitorio en B, stearoihermophilus (46) y -~
B. Lichenifonmis 584 (37), pero no en B, Licheniformis - -
CUMC 305 (10).

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

En la tabla 5, se observa que la melaza al 0.5% produce --
4,8 U, solo 0.4 U menos a cnando se usa almidén, pero cuan
do 1a melaza se incrementa a 1%, la sintesis disminuye a -
2.6 U,

También se prob8 el suero de leche, alcanzando hasta 4,2 U
cuando &sta se utilizé al 1 y 3%, cuando se le adicionaron
sales de fosfato, pero cuando se usé solo al 1% en agua la
produccidn fué menor.

'Los anteriores experimentos fueron efectuados en matraces
de 250 ml 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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TABLA §

Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la -
produccidén de la a-amilasa producida por Bacilfus

CQ./LQULM
Fuente de AzGcares Reduc- Actividad Sat
Carbono % tores (mg/ml) carolitica
Inicial Final (U/ml)

Glucosa 0.15 1.5 0.28 4.8

0.52 4.9 1.3 2.2

i® 10 5.95 1.8
Maltosa 0.1 1.48 0.3 6.2

0.5% 6.5 2.35 3.5

i 1 7.15 0.17
Lactosa 0.2 2.2 0.8 4

b 9.8 8.75 0.5
[Galactosa 12 9.7 6.8 1.5
Dextrinas 0.2 1.9 0.9° 5.2
Almidén : 0.2 0.5 0.8 5.2
Glucosa + Almiddn 0.15+0.2 1.8 1 5.2

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

b
Suero 1 2.4 0.4 2.3

a = medio ¢con sales de fosfato sin caldo nutritivo.

b = solo con agua
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do de la fermentacién a pH inicial de 5, Ohservamos que la
produccifn de a-amilasa a pH constante es inhibida, afin y
cuando el crecimiento es abundante,

La figura 19, muestra la demanda de oxigeno para = =« = « =
8., cereus FCB-UANL creciendo en un medio hasal a pH 5 y =--
40°C, obteniéndose 3,7 gOZ.H‘j. L‘], lo cual 1o hace depen
diente del 0,, al jgual que todos los miembros del gémero

Baciflus ( Pirt, 1962 ).

Efecto de diferentes HBarinas sobre la produccitn de la - «
a-amilasa,

Las materias primas representan de 60 a 80% del precio de
costo de la produccifn de enzimas por fermentacidn, La dis
ponibilidad de una fuente de carbono y nitrdgeno son facto
res decisivos en la Sptima ﬁroduccidn de enzimas, Una me~-
jor fuente de carhono y nitr8geno son las harinas vegeta«-
les (22), por lo tanto estudiamos el ﬁosible efecto de al-
gunas harinas sobre la produccifn de amilasa de B. cexeus
FCB-UANL.

La tabla 6, muestra que la harina de soya al 1%, fu€é la --
que estimulé en mayor cantidad la produccitén de la enzima.
Estos resultados difieren a lo encontrado por Rene Scriban,
quien reporta la preferencia del almidén de mafz sobre el
de soya (37).

Influencia de la a-amilasa de B. cexreus FCB-UANL, sobre el
macerado,

Como se habia mencionado anteriormente, suponemos gue los

tratamientos que fueron suplementados con extracto crudo -
de B. ceneus FCB-UMNL y a-amilasa comercial, resultarin con -~
un marcado incremento en la concentracibén de dextrinas, --
glucosa y maltosa, con respecto al testigo que solo tenfia

agua
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TABLA 6

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

Harina $ Unidades / ml
Arroz 1 1.3
2 0.8
0.7
Maiz 1 2
2 1.1
1.6
Trigo 1 0.3
2 0.35
0.35
Soya 1 4.7
2 1.8
2.4
Semilla de algoddn 1 1.3
0.2
0.3
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La figura 20 A muestra el perfil de azlcares en el trata--
miento con nuestra enzima, B la a-amilasa comercial y C el
testigo.,

Como se puede ohservar, el ﬁerfil de Ay B son muy simila-
res en cuanto a su tipo y concentracién de los azficares, -
El pico con 3.39 para A, 3.44 bara B y 3.44 para C muest -
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 azficares de mayor importancia em la produccibn 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, Asf, tenemos que la a-ami
lasa producida por B. cereus FCB-UANL produjo 2,883 ‘dermal
tosa y 0.25% de glucosa, mientras que el testigo produjo -
niveles muy bajos de ambos carbohidratos, 1.85 y 0.12% res
pectivamente,
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CONCLUSTIONES

Se aisl8 una cepa de Baciffus cenreud que produce a y no B--
amilasa por lo que se design8 Bacilfus cereus FCB-UANL,

La a-amilasa posee mdxima actividad a 70°C y pH 5-6.

Las condiciones de cultivo de 8ptima produccifn son: 44°C,-
pH 5, 7% de infculo, almidén al 0,2%.

La mejor fuente de carbono para la produccién enzimdtica es
maltosa 0,1%,

La sintesis de la a~amilasa no se ve reprimida por glucosa
al 0,15%.

De las harinas probadas, la mejor es la harina de soya al =
13, X
La g~amilasa producida por Baciffus cereus FCB<UANL tiene -«
mejor actividad especffica y comportamiento muy similar, en
1a maceracidn malta: cebada, a 1la g-amilasa comercial,
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