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RESUMEN

Para producir una alfa-amilasa termorresistente, se aislé6 una cepa
productora de alfa-amilasa a partir de suelo, identificada como Bacillus
licheniformis. Se probaron diferentes fuentes de nitrégeno como:
extracto de levadura, tripticasa (casitona), casaminoicidos, peptona de
carne, peptona de soya, harina de trigo y harina de soya. La produccion
mds alta se obtuvo en la mezcla extracto de levadura/tripticasa (3,970
u/ml) a 35°C y 70°C de temperatura de hidrdlisis y con la harina de- -
soya (1,521 u/ml) a 45°C y 80°C de temperatura de hidrélisis. La
adicion de Ca++ al medio de cultivo aumenta la termorresistencia de la
enzima, presentando actividad a 85°C. El pH entre 7.0 y 8.0 no afecta
la produccién, observindose un descenso al utilizar pH 6.0 en el medio
de cultivo. El grado de agitacion afecta la produccion de la enzima. Un
incremento de 10°C en la temperatura de incubacién causa una
reduccién en la produccién a un 31.5% de la que presenta a 35°C. El
uso de maltosa como inductor en lugar de almidén ocasiona un descenso
en la produccién; excepto en el caso de los casaminodcidos. Utilizando
el medio de extracto de levadura/tripticasa/almidén en un reactor se
obtuvo una actividad maxima de 583 u/ml a las 36 horas. Se confirma
que la enzima es una alfa-amilasa por su partron de aziicares resultante
de la hidrélisis del almidon.

Para reducir el almidén residual presente en los granos agotados,
provenientes de la maceracion de la malta en el proceso de produccion
de la cerveza es posible utilizar una alfa-amilasa termorresistente. La
enzima experimental obtenida al actuar sobre la cebada produce
dextrinas dentro del tiempo limite de la prueba; y en la malta reduce el
tiempo de sacarificacién de los almidones presentes.

El comportamiento de la alfa-amilasa experimental en la preparacion
de mostos de cerveceria presenta una actividad sacarificante mayor que
la del extracto comercial, excepto que su concentracion es 100 veces
menor, lo cual se puede abatir con un proceso de extraccién y
concentracion de la enzima.



LINTRODUCCION

ASPECTOS GENERALES DE LAS ENZIMAS.

En todos los procesos vitales estin implicadas las enzimas, las
actividades que desempefian son sumamente importantes y de una
diversidad tal que van desde el mantenimiento de la vida y su
propagacion hasta la utilizacién de recursos naturales, la obtencion
de alimentos, 1a produccion de medicamentos, el tratamiento de
residuos domeésticos e industriales y otras aplicaciones en muy

diversos campos (10, 20, 29, 58, 65, 73, 75, 82, 85, 101).

Desde la antigiiedad el hombre ya preparaba alimentos
mediante procesos de fermentacion muy rudimentarios; hoy en dia,
las fermentaciones industriales abarcan productos tan disimiles como
acidos organicos, solventes, esteroides, enzimas, vitaminas, ete. (1, 16,
73, 85).

El proceso fermentativo sustituye al proceso quimico cuando
conviene eliminar varias etapas de este iltimo (10, 29) considerando,
por supuesto: la mezcla de reaccion, las condiciones en las que se
lleva a cabo el proceso, las transformaciones especificas que sean
requeridas y la composicion del producto.

Las enzimas, ya sean crudas, purificadas o inmovilizadas son
ampliamente utilizadas en los procesos industriales, en quimica
analitica, medicina, aplicaciones domésticas, ete. (10, 20, 25, 29, 65,
82, 85, 101). El uso de enzimas en la produccion quimicos presenta
como limitante, en algunos casos, el alto costo involucrado en el gasto
de enzima como reactivo en una etapa inica. Esto genero la
investigacion encaminada a inmovilizar la enzima para su
reutilizacion en conversiones subsecuentes (25, 39, 85). Al considerar
Ia aplicacion industrial de una enzima microbiana se estiman cuatro
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principios basicos: fuentes de abastecimiento, costos de produccion,
purificacion y estabilidad (29). Los métodos de induccion enzimatica
y los cambios genéticos realizan un papel muy importante en la
obtencién de mayores cantidades de enzima a menor costo (29, 85,
101).

Los microorganismos que no pueden incorporar nutrientes por los
procesos de fagocitosis y pinocitosis, se valen de exoenzimas que
sintetizan en su interior y excretan al medio que los rodea para
lograr que las macromoléculas del entorno se hidrolicen a productos
finales solubles o pequefios que puedan entrar a la célula; estas
exoenzimas pueden ser liberadas totalmente al medio en el cual
inician la Illamada digestion extracelular (amilasas, lisozimas,
peptidasas, ribonucleasas, lipasas, etc.,). Otfras exoenzimas tienen
funciones diferentes a las mencionadas; por ejemplo, las
nucleotidasas convierten nucleétidos que son impermeables a la
membrana en nucledsidos que penetraran a la célula para ser usados
en biosintesis y las penicilinasas de muchas bacterias hidrolizan la
molécula de penicilina y la destruyen. En las bacterias Gram
negativas se encuentran también exoenzimas que no atraviesan la
capa externa de Ia pared celular denominadas enzimas
periplasmaticas, por ejemplo; ribonucleasa I, fosfatasa alcalina,
fosfatasa acida, etc. Otra clase de enzimas exocelulares son las que
permanecen firmemente unidas a la superficie de la célula, desde
donde actian sobre los sustratos externos a la membrana celular; las
enzimas del grupo Cifophaga que hidrolizan la celulosa y la
penicilinasa de Bacillus licheniformis son ejemplos de estas enzimas
de superficie (90).

Las enzimas pueden ser obtenidas a partir de microorganismos, de
tejidos animales o de las plantas. Las mas costeables técmicamente
por razones econdmicas son las enzimas microbianas. De las enzimas
producidas por los microorganismos, las exocelulares son las mas
faciles de separar y utilizar, se cree que la secrecion de la enzima es



debida a la imposibilidad de que actie en el sustrato dentro de la
célula, como sucede con el almidén en el caso de la alfa-amilasa (74);
en cambio, las endoenzimas presentan pérdida de estabilidad en
soluciones diluidas y al ser colocadas en reactores sufren alteraciones
estructurales, ademas de que se requiere de ruptura celular para su
separacion (29).

Las amilasas, celulasas, catalasas, glucoamilasas, pectinasas,
proteasas y muchas otras mas, son enzimas de miltiples usos y son
producidas industrialmente.

AMILASAS.

La obtencion de la amilasa puede realizarse a partir de plantas,
hongos filamentosos, levaduras o bacterias. En la tabla I se presentan
varias aplicaciones de estas enzimas. Las amilasas termoestables
tienen un papel muy importante en la industria textil y del papel,
produccion de almidon, liquefaccion de almidones, produccion de
alimentos, adhesivos y azicar, asi como algunos otros productos
industriales (2, 48, 70, 82).

Ademas, en la actualidad es tema de interés ecoldégico y de
proteccién ambiental el tratamiento de residuos y, en el caso de las
agroindustrias, algunos desechos agroindustriales que usualmente
son abandonados causando problemas de contaminacion contienen
apreciables cantidades de almidén. Estos desechos pueden ser
reciclados mediante un tratamiento con amilasas para la utilizacion
de los almidones presentes y convertirlos en etanol, metano u otras
sustancias (28).

Las amilasas son obfenidas de muy diversas fuentes: 6rganos de
animales (pancreas) (85), plantas (malta) (29, 73), hongos
filamentosos (Aspergillus, Rhizopus, Mucor ) (30, 32, 40, 57, 58, 92),
levaduras (Endomycopsis, Schwanniomyces, Pichia, Saccharomyces )
(87, 92, 105, 106) y bacterias (Pseudomonas, Bacillus, Clostridium )



(47, 99).
De acuerdo al tipo de hidrélisis que realizan sobre la molécula de
almidon existen tres clases de amilasas:

1.- Alfa-Amilasa 6 alfa-1,4-D-glucano-hidrolasa (E.C. 3.2.1.1.).

Las alfa-amilasas se han clasificado en varios grupos de
acuerdo a sus mecanismos de accion pero bisicamente todas las
alfa-amilasas hidrolizan al azar los enlaces glucosidicos alfa (1-
4) de las moléculas de las dos formas de almidon, amilosa y
amilopectina produciendo maltosa, maltotriosa y alfa-dextrinas
y licuando rapidamente el almidén (65). Las alfa-amilasas
pueden ser obtenidas de diversas fuentes, como se menciond
anteriormente, y el grado de hidrélisis que presentan sobre la
molécula de almidon y los productos que se forman depende de
su procedencia (92). Las amilasas provenientes de diferentes
fuentes difieren en el grado de hidrdlisis que presentan sobre la
molécula de almidon, asi como en su estabilidad térmica; por
ejemplo, la alfa-amilasa bacteriana puede ser utilizada a
temperaturas de 80°C o mayores, mientras que la alfa-amilasa
producida por hongos se inactiva alrededor de los 60°C.

2.- B-Amilasa 6 1,4-alfa-glucan-maltotriosa (E.C. 3.2.1.2.).

Rompe o separa unidades de maltosa de los extremos no
reductores de las cadenas de almidén. Su accion es progresiva y
cesa cuando alcanza una ramificacion, ya que no puede
hidrolizar los enlaces alfa (1-6), dando lugar a la formacion de
dextrinas limitantes (46, 65).

3.- Glucoamilasa, amiloglucosidasa, exo-1,4-alfa-glucosidasa 6 1,4-
alfa-gluean-glucohidrolasa (E.C. 3.2.1.3.).
Hidroliza solamente los extremos no reductores del almidon,
glucégeno, dextrinas y maltosa (10). La glucoamilasa, ademas de
hidrolizar uniones alfa-(1-4) rompe también, aunque mas



lentamente, uniones alfa-(1-3) (65).

Las alfa-amilasas producidas por diferentes especies de Bacillus
varian en sus tipos (sacarificante o liquificante) y también en el rango
de temperaturas y pH en donde presentan su maxima actividad. La
alfa-amilasa producida por cada cepa es de naturaleza especifica y
presenta variaciones en:

1.- La iniciacion de la sintesis enzimafica (durante la fase de
crecimiento o al final de 1a misma);

2.- Grado de represién catabélica de la sintesis enzimitica por la
glucosa;

3.- Requerimiento, si es que lo hay, de almidon para la sintesis
enzimatica (74)

4.- Relaciones de la velocidad de crecimiento celular especifico y las
velocidades de transcripeion y translacion del RNA mensajero
especifico para la alfa-amilasa (83).

Pocos géneros bacterianos estin involucrados con la produccion
industrial de enzimas. En el caso de las alfa-amilasas predominan las
bacterias bacilares aerobias y formadoras de esporas,
especificamente del género Bacillus (75).

Investigaciones en la produccion y utilizacion de amilasas.

El interés en Ia produccion de alfa-amilasas se ha incrementado y
en los 1ltimos 10 afios se han publicado numerosos trabajos sobre el
tema. Abarcando aspectos como:

1.- Aspectos fisiologicos y nuticionales (12, 24, 43, 49, 56, 57, 60, 71,

80, 83, 88, 99).

2.- Produccion de la alfa-amilasa en sistemas:
a.- Sumergidos (32, 99).
b.- Batch (8, 28, 31, 71).
¢c.- Fed-batch (8, 71, 109 ).



d.- Continuos (28, 31).
e.- Con sustratos sélidos (77, 79).
f.- Acuosos de dos fases (5, 6).
g.- Inmovilizacion de Ia enzima (14).
h.- Inmovilizacién del bacilo en un fermentador airlift (19, 38).
3.- Efecto de diferentes compuestos sobre la produccion (48, 49, 61,
78, 104, 110).
4.- Presencia de inductores y represores (104).
5.- Produccion junto con proteasas (55, 59).
6.- Optimizacion de los procesos y hacerlos mas idoneos para su
aplicacién industrial, empleando: )
a.- Estudios sobre el gen (45, 91,104).
b.- Uso de agentes mutagenéticos (9, 108).
¢.- Uso de recombinantes genéticos (2, 3, 103, 104).
7.- Purificacion de la enzima (43, 50, 68, 84).
8.- Cepas resistentes a altas temperaturas (11, 44, 46, 89, 91, 98).
9.- Estabilidad de la alfa-amilasa en medios:
a.- Acidos (44).
b.- Alcalinos (11).
10.- Estudios de regulacion enzimatica (17, 91, 98).
11.- Técnicas para determinar actividad (13, 62).
12.- Nuevas aplicaciones o usos de la enzima (20, 28, 58).

Las industrias nacionales emplean amilasas que en su mayor parte
son obtenidas mediante importaciones, las cuales alcanzaron en 1991
un total de 165, 920 Kg con un costo de 3,717 millones de pesos (7). El
73 % de la amilasa importada proviene de Dinamareca, Francia y
Estados Unidos. Tabla II.



APLICACION EN LA INDUSTRIA CERVECERA.

Para la produccion de la cerveza, la materia prima principal es la
malta, que junto con los aditivos (granos sim germinar, jarabes,
azicares, etc.) proporcionan los carbohidratos mecesarios para el
desarrollo de la levadura y la produccion de etanol. El almidén
contenido en la malta y los aditivos, es sometido a un tratamiento
térmico-enzimatico que es necesario para obtener carbohidratos de
bajo peso molecular como glucosa, maltosa y maltotriosa (73). Este se
inicia colocando Ia mezcla de malta, aditivos y agua a 46°,
temperatura a la cual actia la enzima B-amilasa formando dextrinas
limitantes. Después de 30 minutos la temperatura asciende un grado
centigrado por minuto hasta alcanzar los 70°C. Durante este tiempo
actian las proteasas, las B-amilasas y se inicia la accion hidrolitica de
las alfa-amilasas. La sacarificacion ocurre a 70°C durante 60
minutos; y Ia prueba cualitativa aplicada al sobrenadante para la
deteccion del almidon se espera resulte negativa en un tiempo de 10
minutos (73). Después de este tratamiento las particulas residuales
(granos agotados) todavia contienen almidon. Los granos residuales
vienen a ser un subproducto importante en la industria cervecera y
presentan un valor nutricional aceptable pues su contenido en
proteina y fibra relativamente alto (53, 96) los hacen adecuados para
su uso en la produccion de forrajes (53); de hecho, hasta se ha
sugerido incorporarloes a la alimentacion humana (53, 96).

En la industria cervecera, como se indica en la tabla I, Ia enzima
alfa-amilasa es utilizada para mejorar (complementar) la capacidad
diastasica de la malta durante el proceso de maceracion (39, 69).

Por otra parte, es factible reducir el contenido de azicares en los
granos agotados e incorporar tales azacares al mosto, de modo tal
que al agregar alfa-amilasas termorresistentes (47) durante el
proceso de maceracion se incrementa la hidrélisis del almidon
presente, al sumarse la actividad diastasica de la malta con la



actividad hidrolitica de la alfa-amilasa (69), aumentando el
contenido de los aziicares reductores en el mosto y reduciendo los
azicares residuales presentes en los granos agotados (42).

Desde el punto de vista econémico, la sustitucion de la malta por
una mezcla de cebada y enzima reduce grandemente el costo del
mosto sin menoscabo de la calidad del producto (42, 102).

La adicion de enzimas amiloliticas durante el proceso de
maceracion proporciona varias ventajas como:
1.- Mejorar la formacion de azicares fermentables en el mosto.
2.- Reducir el periodo de filtracion.
3.- Incrementar el limite de atenuacion de la levadura.
4.- Mejorar el promedio de vida de la cerveza.

El presente trabajo parte de la siguiente hipotesis:

El tratamiento con alfa-amilasa reduce el contenido de
almidéon residual presente em los granos agotados,
provenientes de la maceracion de la malta en el proceso de
produccion de cerveza.

Una amilasa termorresistente, cunya actividad permanezca 6ptima
a 70°C, reducira la cantidad de almidon existente en los granos
agotados presentes en la fabricacion de la cerveza y mejorara el
proceso, asi como también la calidad del producto.

La orientacion principal de la investigacion propuesta esta
encaminada a la bisqueda de amilasas capaces de reducir el almidén
presente en las particulas residuales resultantes del tratamiento
tradicional de la malta en la industria cervecera.



Objetivo

Producir una amilasa bacteriana termorresistente, capaz
de reducir la cantidad de particulas de almidon residual
insoluble presentes en los tratamientos a altas temperaturas
(70°C), utilizados durante Ia maceraciéon de la malta en la
industria cervecera.

La investigacion enfoca primero hacia el aislamiento de cepas del
género Bacillus, pues la amilasa que éste produce, presenta accién
hidrolitica sobre la molécula de almidon a temperaturas iguales o
superiores a 70°C, a diferencia de las amilasas fiingicas que no
resisten temperaturas altas y pierden su actividad hidrolitica.

Para la produccion de alfa-amilasa necesario la busqueda de
fuentes de carbono y nitrégeno econdmicas y accesibles (47), asi como
el estudio de la influencia de las condiciones ambientales.

Algunos trabajos relacionados directamente con el objetivo de la
investigacion serian estudios realizados sobre aereacion Yy
temperatura (59), el efecto del extracto de levadura (4), la maltosa
como fuente de carbono (83), bisqueda de medios de cultivo
econémicos (12).

Se reportan resultados para los siguientes objetivos secundarios:

a) Aislamiento de una cepa productora de alfa-amilasa.

b) Temperatura, agitacion y pH mads favorables para la produccion.

¢) Experimentos con extracto de levadura, harina de soya, harina de
trigo, peptona de carne, peptona de caseina y peptona de soya
como fuentes de nitrégeno.

d) Comparacion de la produccion de la alfa-amilasa en presencia de
almidon y en presencia de maltosa.

e) Produccion de la enzima en seis litros de medio de cultivo y

f) Accion de la enzima obtenida en particulas de cebada y malta.
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II. MATERIALES Y METODOS
1.- MICROORGANISMO.
1.1.- AISLAMIENTO.

Existen diferentes métodos de aislamiento basados tanto en medios
de cultivo generales o basicos como en medios de cultivo
enriquecidos, selectivos y/o diferenciales (22, 27, 34, 63, 86, 95). La
siguiente informacién es considerada para el diseiio del
procedimiento mas adecuado para lograr el aislamiento de una cepa
de Bacillus productora de amilasa.

a.- El habitat donde con mas frecuencia se encuentra el género de
Bacillus es en el suelo (35, 90).

b.- Las clases y cantidades de enzimas sintetizadas por un
microorganismo son caracteristicas de cada especie y cada cepa
(37, 81). En el caso de la enzima alfa-amilasa, que es una enzima
inducible (72, 92), su produccion depende de Ia presencia de la
sustancia que actiia como inductor (almidon) y por ello se utilizara
como muestra para el aislamiento suelo proveniente de:
sembradios de gramineas, dreas cercanas a industrias harineras,
silos y empresas o bodegas donde se manejan harinas y/o forrajes
(72).

c.- El género Bacillus presenta, como una de sus caracteristicas, la
formacion de esporas (35); por ello, para reducir la poblacion
microbiana presente en las muestras de suelo se preparan
diluciones que se someten a tratamiento térmico a 70°C durante
10 minutos (95).

d.- Como en la poblacion microbiana sobreviviente al tratamiento se
incluyen esporas, microorganismos termofilos y termorresistentes,
se emplea un medio diferencial para distinguir las cepas
productoras de amilasa (90, 95).
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e.- El género Bacillus incluye especies meséfilas y termofilas por lo
que se utilizan como temperaturas de incubacién: 35°C, 45°C,
55°Cy 65°C (66, 92).

La Figura 1 presenta el procedimiento diseiiado para el
aislamiento de las cepas productoras de alfa-amilasas.

1.2.- SELECCION.

La seleccion se lleva a cabo en tres etapas. La primera de ellas
encaminada a elegir las cepas que presentan mayor produccion de
amilasa, utilizando placas de agar almidéon midiendo la zona de
decoloracion producida al agregar el reactivo de iodo (26, 27).

La segunda etapa consiste en propagar las bacterias en el medio de
propagacion [1] reportado por Tetraut y Stark (94) y después de
incubarlas 48 horas a las temperaturas elegidas, inocular series de
tres matraces Erlenmeyer de 250 ml., conteniendo 75 ml. del medio
de fermentacion: [2] tripticasa, extracto de levadura y almidon (94),
[12] harina de soya y almidon (73) 6 [13] harina de trigo y almidon
(73). Después de incubar a las femperaturas previamente
determinadas durante 48-72 horas, en un agitador rotatorio a 125
rpm y a temperatura controlada, la biomasa es separada por
centrifugacion. Al sobrenadante obtenido se le determina el tiempo
reguerido -en minutos- para que el almidon, presente en la mezcla de
extracto enzimatico y sustrato, sea completamente hidrolizado (73).
Figura 2.

Para confirmar la seleccién de la cepa de mejor produccién se
procede a la tercera etapa, empleando para ello los medios de cultivo
[1] y [2] descritos por Tetraut y Stark (94) y como método analitico
para la determinaciéon de la actividad enziméitica el método
reportado por Wilson-Ingledew (105). Figura 3.
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1.3.- IDENTIFICACION.

Las caracteristicas de las bacterias seleccionadas se dilucidan hasta
donde es posible, mediante observaciones y ensayos para acumular
datos que permitan realizar la comparacion con las descripciones de
varias especies publicadas en el Manual Bergey (35) y en otras
publicaciones sobre identificacion de microorganismos (22, 27, 34, 86,
95).

Para diferenciar las especies de Bacillus se consideran las
siguientes caracteristicas:

a.~- Caracteristicas coloniales (35, 86).

b.- Produccion de amilasa (22, 27, 34, 35, 95).

c.~ Reaccion de Gram (22, 95).

d.- Posicion dominante de la espora (22, 34, 35).

e.- Distension de la célula por la espora (22, 34, 35).

f.- Crecimiento en medio liquido (35, 86).

g~ Caracteristicas de crecimiento en medio semisolido (86).
h.- Crecimiento a 35°C, 45°C, 55°C, 65°C (22, 35).

i.- Utilizacién y fermentacion de azicares (22, 34, 35, 95).
j~- Crecimiento en anaerobiosis (22, 34, 35).

k.- Produccion de indol (22, 27, 34, 35).

l.- Prueba de rojo de metilo (22, 27, 35).

m.- Produccion de acetimetilcarbinol (22, 27, 34, 35).

n.- Utilizacién de citratos (22, 27, 35).

.- Utilizacion de nitratos (22, 27, 35, 95).

0.- Crecimiento de caldo-NaCl (22, 34).

p- Hidrdlisis de la caseina (22, 34, 35).

q.- Hidrolisis de la lecitina (34, 35, 95).

r.- Hidolisis de la urea (22, 34).
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2.- MEDIOS DE CULTIVO.

Se necesita de una investigacion detallada para establecer el medio
de cultivo mas econémico para cada proceso de fermentacion y
ciertos requerimientos basicos deberan ser cubiertos por cualquier
medio de cultivo (1, 90).

Estos requerimientos incluyen:

1.-Fuente de energia: Industrialmente predomina_el empleo de
almidones y melazas (1).

2.-Fuente de carbono: Con frecuencia es cubierta por Ia fuente de
energia (1).

3.-Fuente de nitrogeno: Generalmente se emplean sales de amonio o
amoniaco, pero ciertos microorganismos presentan requerimiento
de nitrégeno organico y para ello se utilizan productos en las
formas mas econémicas con mayor contenido de nitrogeno, por
ejemplo: derivados de caseina, soya, carne, pescado, levaduras y
otros (1, 15, 27, 63).

4.-Fuente de minerales: Los requerimientos inorganicos de muchas
bacterias pueden ser satisfechos si se agregan K+, MgHt, Mntt,
Fett, Fosfatos y Sulfatos a los medios de cultivo. Otros iones como
Zntt y Cutt se necesitan en cantidades muy pequeiias que a
menudo vienen como impurezas en los reactivos empleados (1).

La cantidad y naturaleza de los constituyentes de un medio de
cultivo estin determinados por el rendimiento en la formacién de
biomasa (YxS) y del producto requerido (YpS). Cuando el interés
principal es la biomasa, los cdlculos se basan en la composicion
elemental de ésta (1, 85); y si se forman grandes cantidades de
producto diferente a la biomasa, deberan incluirse cantidades
adicionales del sustrato necesario para la formacion de este
compuesto (76, 81, 85). De acuerdo a lo anterior estan diseiiados los
medios de cultivo siguientes: [4] almidéon ~ peptona de carne, [5]
maltosa - peptona de carne, [6] almidon + peptona de soya, [7]
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maltosa - peptona de soya, [8] almidon - caseina hidrolizada, [9]
maltosa - caseina hidrolizada, [10] almidén - extracto de levadura,
[11] maltosa - extracto de levadura, [12] almidon - harina de soya,
[13] almiddn - harina de trigo, [14] almidén - casaminoacidos y [15]
maltosa - casaminoacidos.

Ellos estan disefiados para buscar los componentes que permitan
mejorar Ia produccion de la enzima alfa-amilasa por el género
Bacillus probando como fuentes de carbono almidon y maltosa que
funcionan también como inductores (54, 93); y como fuentes de
nitrégeno (15, 27, 63) peptona de carne, peptona de soya, peptona de
caseina, casaminoicidos, extracto de levadura, harina de soya y
harina de trigo. La composicion de estas fuentes de nitrégeno se
muestra en las tablas VI y XXVIIL.

Para la preparacion de los medios de cultivo orientados a la
produccion de alfa-amilasa se considera la posibilidad de utilizar
agua potable en lugar de agua destilada; el agua utilizada debe tener
su composicion bien establecida sobre todo en el pH, dureza, sélidos
totales disueltos, color, turbidez y contenido de cloruros (tabla
XXIX). La adicion de sales de calcio aumenta la termoestabilidad de
la enzima (54, 72, 88, 92) por lo que se considera también para el
disefio de los medios de fermentacién.

En el apéndice se presentan las composiciones de los medios de
cultivo empleados para la produccién de alfa-amilasa.

3.- ESTERILIZACION.

Al efectuar estudios sobre el comportamiento metabélico de un
microorganismo es necesario asegurar la pureza del cultivo utilizado,
asi como la ausencia de microorganismos y/o esporas viables ajenos a
la cepa de prueba en cada una de las etapas de la investigacién, sea
en el material de vidrio, el area de trabajo y los reactivos o medios de
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cultivo requeridos para conseguir el objetivo del estudio.
3.1. AREA DE TRABAJO.

Es necesario asegurar tanto la asepsia del area de siembra como la
transferencia de los cultivos y sobrenadantes obtenidos a partir de
ellos. Las mesas de trabajo se desinfectan con una solucion de
Oxibac. También se emplea una campana de siembra. La limpieza
del equipo que lo requiera y los pisos y paredes se realiza utilizando
también solucion de Oxibac,

3.2. MATERIAL DE VIDRIO.

Las pipetas, tubos y matraces que requieran de esterilizacion se
sujetan a un tratamiento térmico con calor seco a 150°C durante 2
horas. Para garantizar que se mantuvo la temperatura correcta de
esterilizacion, se emplean tubos Propper-Hi-Dri.

En el caso de electrodos de pH y oxigeno que tengan contacto con
el cultivo o el sobrenadante, se les limpia cuidadosamente con el
alcohol etilico de 96° para evitar afectarlos con liquidos mas
agresivos o tratamientos térmices.

Para las celdas de espectrofotometro o las cubetas para el
potenciémetro, la desinfeccion se efectia utilizando solucion de
Oxibac.

3.3. MEDIOS DE CULTIVO.
La esterilizacion de la mayor parte de los medios de cultivo se
efectiia por calor himedo a la presion de 15 libras por pulgada

cuadrada y temperatura de 121°C, durante 15 minutos (15, 16, 27,
34, 63, 73, 86, 95).
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De igual manera se esteriliza el vaso de fermentacion teniendo
precaucion con el tipo de mangueras que se utilizan y conectando
los filtros de aire previamente empacados con lana de vidrio (1, 10,
16, 73).

Después del periodo de incubacién y una vez alcanzado el maximo
de produccion de enzima, las células son separadas por
centrifugacion a altas velocidades y bajas temperaturas. Aunque el
sobrenadante se observa cristalino, no hay certeza de que esté exento
de células y esporas por lo que, si se va a mantener un periodo largo
de tiempo en refrigeracion, es conveniente esterilizarlo por filtracién
para asegurar su conservacion.

En el caso de sustancias termolabiles, también se emplea la
esterilizacion por filtracion (15).

3.4. AIRE.

Para la esterilizacion del aire se emplea lana de vidrio empacada al
azar dentro de los cilindros metilicos que van colocados dentro de la
consola del fermentador (1, 85).

3.5. MATERIAL USADO Y SUSTANCIAS DE DESECHO.

Todo el material, medios de cultivo utilizados, sobrenadantes
desechados, biomasas separadas, etc. son somefidos a tratamiento
térmico por calor himedo a presién (121°C, 15 libras por pulgada
cuadrada, 15 minutos).

Los tubos y frascos de policarbonato o polipropileno son
sumergidos en solucién desinfectante durante toda la noche y se

lavan al dia siguiente.

Para lograr el control de los bacilos y las esporas que pudiesen ser
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arrastrados por la corriente del aire que sale del fermentador, la
manguera de salida se sumerge en solucion desinfectante de Oxibac.

Para evitar que las fibras de lana de vidrio del filtro de salida se
saturen con la humedad del aire de salida del fermentador, éste pasa
por un condensador situado en la tapa del fermentador y de esta
manera se reduce la posibilidad de arrastre de células por la
humedad y la reduccion en la eficiencia del filtro de salida.

4.- PREPARACION DEL INOCULO.
4.1. NIVEL MATRAZ.

Se inoculan matraces Erlenmeyer de 250 ml. conteniendo 50 ml.
del medio de cultivo, la siembra es por agitacion a partir de Ia cepa
seleccionada. Posteriormente se incuban, en un agitador rotatorio de
temperatura controlada a 150 rpm durante 18 a 24 horas a la
temperatura de prueba. Antes de utilizarlo se ajusta el grado de
turbidez (48, 64). Figura 4.

4.2.- NIVEL SEMI-PILOTO (BENCH-SCALE).

Tres tubos con 7.5 ml. del medio de cultivo se siembran por
agitacion, a partir de la cepa de prueba. Después de incubar a 35°C
durante 18 horas, el cultivo obtenido se transfiere a un matraz
Erlenmeyer de dos litros conteniendo 600 ml. de medio de cultivo,
conservando la proporcion del inoculo (10% v/v) e incubando en el
agitador rotatorio a 175 rpm., 35°C durante 24 horas. Figura 5.

5. FERMENTACION.
El estudio sobre el proceso de fermentacion se efectia en dos

etapas: A nivel matraz en donde se prueba la influencia de la
temperatura, la agitacion, el pH, inductores y fuente de nitrégeno; y
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la segunda, a nivel semipiloto en las condiciones y medio de cultivo
elegidas en la primera etapa.

5.1. NIVEL MATRAZ.

Estudios comparativos de produccion de alfa amilasa por las cepas
B-8, B-30 y B-55.

Las fermentaciones se llevan a cabo en series de tres matraces
Erlemmeyer de 250 ml. conteniendo 75 ml. del medio de cultivo. Los
medios, una vez inoculados, son incubados en un agitador rotatorio
en control de temperatura. El muestreo se realiza a las 24, 48 y 72
horas para establecer el tiempo de incubacion mas adecuado para
obtener la mejor produccion de alfa-amilasa. El crecimiento
bacteriano se evalia a 620 nm. (83, 93), en un espectrofotémetro
Coleman Junior II modelo 6/20. La cantidad de amilasa producida se
determina en el sobrenadante, después de separar la biomasa por
centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C, por el método
reportado por Wilson-Ingledew (105). A los medios de cultivo que
contienen harinas se les agrega una solucion buffer de fosfatos con
cloruro de calcio para extraer la enzima y mejorar el nivel de
temperatura al cual se observa la maxima actividad (73).

Se realizan una serie de experimentos usando los medios de cultivo
[1], [2] y [3] reportades por Tetrault-Stark (94) e incubando a 35°C,
45°C, 55°C, 60°C y 65°C con una agitacion de 125 rpm.

Ya que la actividad de la enzima disminuye al aumentar la
temperatura del ensayo enzimaitico, en analisis posteriores se
adicionan 20 pM de Cat+ (93) para proteger la enzima e
incrementar el rango de temperatura en el que realiza su accién
hidrolitica (54, 88, 92).

En la siguiente serie de experimentos se busca establecer la
influencia del pH en la produccion de la alfa amilasa en el medio de
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cultivo antes mencionado e incubando a 35°C y 125 rpm.
Simultaneamente se trabaja una cepa testigo y las muestras se toman
a las 24 y 48 horas de incubacion.

Para comprobar el comportamiento de produccion de alfa amilasa
en las cepas en relacion al nivel de agitacion del cultivo durante Ia
incubacidn, se prueban las signientes velocidades de agitacién: 125
rpmy 225 rpm.

A continuacion se disefian una serie de experimentos encaminados
a probar la influencia de diversas fuentes de nitrogeno en la cantidad
de amilasa producida y ]a presencia de almidon o de maltosa como
inductores. En la primera parte se utilizan tres cepas y se prueban: la
peptona de carne, la peptona de soya, la peptona de caseina, extrato
de levadura, casaminodcidos, harina de soya y harina de trigo como
fuentes de nitrégeno y se usa almidon soluble o maltosa como
inductores. Conforme se establecen los niveles de produccion de alfa
amilasa para cada cepa, se selecciona la mejor. En la segunda parte,
con la cepa seleccionada, se busca la confirmacion de la fuente de
nitrégeno (peptona de soya, harina de soya o harina de trigo), pH (6.0
6 7.0) e inductor (almidon soluble o maltosa) mas adecuados para la
produccion, asi como la posibilidad de utilizar agua potable en lugar
de agua destilada para la preparacion del medio de cultivo.

Por iiltimo, se comprueba la actividad amilolitica de la enzima
obtenida a 70°C, 80°C y 90°C, mediante un anailisis cromatografico.

5.2. NIVEL SEMIPILOTO (BENCH-SCALE).

La fermentacion se lleva a cabo en un fermentador MicroFerm,
serie MF 114, construido por New Brunswick Scientific Co., Inc., con
capacidad de 14 litros y un volumen de trabajo de 2 a 11 litros.
Figura 6. El vaso de fermentacién es preparado con seis litros del
medio de fermentacion elegido y una vez colocada la tapa junto con
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las mangueras y los filtros de aire, se esteriliza. La colocacion de las
mangueras, electrodos y termopar se representa en la Figura 7.

Para iniciar el proceso, el electrodo de pH se conecta al
potenciometro Modelo pH 22 (Figura 8), se limpia cuidadosamente
con etanol de 96° y se coloca en agua destilada. Después de ajustar el
cero mecanico y el cero electronico y con el aparato encendido, se
sumerge el electrodo en una solucion buffer de pH conocido. Se deja
al menos 10 minutos un terméometro dentro del recipiente para
estabilizar la lectura de la temperatura. Se ajusta el control de
temperatura del aparato a la temperatura de la solucion buffer y se
calibra el aparato al pH conocido del buffer. Se utilizan soluciones
buffer de pH 4.0 y 7.0. Se lava el electrodo con agua destilada, se
limpia con etanol de 96° y se coloca en la tapa del fermentador.

El registrador de temperatura, Figura 9., se prepara ajustando el
cero con el termopar fuera del receptaculo em la consola del
microfermentador. El electrodo de oxigeno se limpia cuidadosamente
con etanol de 96° y se coloca en el sitio que le corresponde en la tapa
del vaso de fermentacion. Después de conectarlo al moédulo
controlador de oxigeno disuelto, Figura 10., se ajusta el cero con el
sistema galvanico.

El equipo se pone en funcionamiento asegurandose que Ila
temperatura permanezca estable a 35°C, la agitacion se ajusta a 125
rpm y la aeracion a 1000 cc de aire/minuto.

En seguida se toma una muestra que serd utilizada como
referencia para los valores iniciales en los analisis que se llevaran
como parametros de control.

Una vez que se establecen la temperatura, la agitacion, la inyeccion

de aire, el pH y el oxigeno disuelto, y antes de agregar el inéculo se
afiade el agente antiespumante (silicon F-10, Bayer de México). En
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seguida se procede a la adicion del indculo. Para ello se destapa, en
condiciones de asepsia la tapa de abertura para la adicion del inculo
que se encuentra en la tapa del fermentador, Figura 7 y se agrega el
inéculo previamente preparado como se indica en la Figura 5. En
seguida se procede a un nuevo muestreo.

Las primeras 24 horas de fermentacion el muestreo se realiza cada
cuatro horas para detectar las variaciones en los pariametros de
control (azicares reductores, actividad de alfa-amilasa y biomasa).
Después de ese tiempo las muestras se toman cada dos horas hasta
llegar al maximo de actividad enzimatica.

La biomasa se separa por centrifugacion a 10,000 rpm durante 10
minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido es utilizado en las pruebas
de la accion amilasica sobre la cebada y la malta antes y después del
tratamiento de extraccion. La extraccion se realiza mediante la
adicion de sulfato de amonio al 70 % de saturacion y disolviendo el
precipitado en una solucion buffer de fosfatos con cloruro de calcio
para extraer la enzima y mejorar el nivel de temperatura al cual se
observa la maxima actividad (42, 46).

6. METODOS DE ANALISIS.
6.1. ALFA-AMILASA (Knee-Beckord).

Preparar una solucion de almidon soluble de la siguiente manera:

Pesar 1 g. de almidon y formar una pasta con una pequeiia
cantidad de agua. Calentar a ebullicion 75 ml. de agua destilada y,
con agitacion constante y sin dejar de calentar, agregar la pasta poco
a poco. Continuar calentando dos minutos mas. Enfriar a 30°C y
agregar 2 ml. de solucion buffer de fosfato (pH 6.0). Ya disuelto el
almidéon completar los 100 ml. con agua destilada a igual

temperatura,



A 20 ml. de la solucion de almidon afiadir 10 ml. del preparado
enzimatico, de los cuales 0.5 a 10 ml. pueden ser la enzima y
completando los 10 ml. con solucién buffer de fosfatos pH 6.0.

Determinar el tiempo requerido en minutos para que el almidén
presente sea completamente hidrolizado por el extracto enzimatico,
es decir, que al tomar una muestra de la mezcla de reaccion y
agregarle solucion de iodo no dé el color caracteristico de la
presencia de almiddn. (73).

6.2. ALFA-AMILASA (Wilson-Ingledew).

El sustrato consiste en una solucion de almidén soluble, al 0.2%,
disuelto en una solucién buffer de fosfatos pH 6.0 y enfriade a 40°C
después de calentar a ebullicion. El reactivo de iodo se prepara en el
momento de usarse diluyendo 1 ml. de Ia solucién stock de iodo en
500 ml. de agua destilada acidificada con 5 ml. de acido clorhidrico 5
N.

Para el analisis, se coloca 1 ml. de solucion enzimatica en un tubo
de ensayo y se lleva a la temperatura a la cual se desea determinar la
actividad enzimatica en un bafio de agua. Se le agregan 2.0 ml. del
sustrato de almidén y después de 10 minutos se detiene la reaccién
tomando 0.2 ml. de la mezcla de hidrélisis y afadiendo 5 ml. del
reactivo de iodo.

Se mide la absorbancia a 620 nm contra un blanco que eonsiste en
0.2 ml. de agua destilada con 5 ml. del reactivo de iodo. El control del
sustrato es preparado usando 1 ml. de buffer en lugar de la enzima.
Las actividades que resultan a consecuencia de lecturas de
absorbancia inferiores a 0.125, después de 10 minutos, requieren de
dilucion de las muestras de donde proceden, para dar reacciones
lineales dentro de ese tiempo (105).



La actividad de la enzima es calculada a partir de las absorbancias
usando la siguiente ecuacion:

C-P
Actividad enzimatica = x40xD
C

Donde:
La actividad enzimatica estd dada en u/ml
D = Factor de dilucion de la enzima.
€ = Lectura de absorbancia del control.
P = Lectura de absorbancia del problema.
40= Factor constante que representa 10 veces los 4.0 mg. de
almidon presente en el tubo de hidrélisis.

6.3. TURBIDEZ.

Para la medicion de la turbidez causada por el crecimiento
microbiano, después de tomar la muestra del mosto fermentado, se
procede a efectuar la lectura de transmitancia a 620 nm ajustando al
100% con el medio sin inocular (41, 48, 86).

6.4. PESO SECO.

A dos tubos de ensayo de 13 x 100 mm. previamente tarados, se les
agregan de 5 a 6 ml. de muestra del moste fermentado, tomada en
condiciones de asepsia. El contenido de biomasa debera ser
aproximadamente de 2 a 5 mg. de peso seco por mililitro de muestra.
Se centrifuga a 3000 rpm durante 15 minutos y el sedimiento se lava
con un volumen de 5 ml de suero fisiologico ¥ posteriormente con
agua destilada. Se secan a 105°C hasta llegar a peso constante. Los
tubos se enfrian en un desecador y se pesan en una balanza analitica
con sensibilidad de 0.1 mg. La diferencia de en peso, entre los dos
tubos de una muestra, no debera ser mayor de 0.2 mg. (41).



6.5. DETECCION DE PROTEASAS.

El procedimiento que a continuacion se describe es wuna
modificacion del método reportado por Montville.

Se utilizan placas de agar que contienen 1% de caseina, 1% de
gelatina y 1.5% de agar bacteriolégico. Como la adicién directa de
caseina causa la formacion de agregados macroscopicos que
obstaculizan la observacion de la hidrolisis, esta proteina se disuelve
previamente en hidréxido de sodio 0.02 N y se agita hasta que se
forma una solucion traslicida. Y enseguida se agregan luego la
gelatina y el agar, agitando una disolucion y ajustando el pH a 7.0
con dcido clorhidrico 1 N. Se depositan 20 ml. en cada caja de petri
estéril y se deja solidificar. Cuando han solidificado, se divide el
campo en cuatro partes y en el centro de cada cuadrante se hace una
horadacién con un sacabocados estéril del No. 2.

Del sobrenadante preparado para la determinacion de alfa-amilasa
se deposita una gota en cada horadacion usando una pipeta de 0.2 ml.
estéril. El agar en las placas es opaco, y al estar presente la proteasa,
se hidrolizan las proteinas contenidas en el medio de cultivo,
formandose un halo claro alrededor de Ia horadacian. El didAmetro de
hidroélisis se mide a las 3, 7 y 24 horas de incubaciéon a 30°C (67).

6.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA
-~ DE LA ENZIMA EXPERIMENTAL A 70°C, 80°C Y 90°C.«

Para comprobar la actividad amilolitica de la enzima obtenida se
prepara una serie de tubos con 4 ml de solucién de almidén al 0.2% a
pH 6.0. Se coloca en un baiio de agua con la temperatura controlada
a 70°C junto con un tubo eon solucion enzimatica para que la
temperatura sea igual en ambos. En seguida se agregan 2.0 ml de
solucion enzimatica a cada tubo. Cuando el almidon se ha hidrolizado
completamente (prueba con lugol) o la coloracién de la muestra de



prueba sea constante, se procede a realizar el anailisis de azicares
reductores y se envian a realizarles un anilisis cromatografico.

La prueba se repite con temperaturas de 80°C y 90°C.

6.7. ACCION DE LA ENZIMA ALFA AMILASA OBTENIDA
SOBRE LA CEBADA Y LA MALTA.

La cebada o la malta se muelen hasta obtener una mezcla de polvo,
granulos pequefios y cascaras.

Se preparan seis matraces Erlenmeyer de 125 ml. con 12 g. de
muestra (cebada o malta) en cada uno y se les agregan 98 ml. de agua
de la llave. A tres de ellos, se agregan 2 ml. de solucion de enzima y al
resto 2 ml. de agua potable. Los matraces son colocados en un baiio
de agua a 80°C y agitacién de vaivén (100 oscilaciones por minuto).

Después de la muestra inicial, se toman muestras del sobrenadante
cada 10 minutos para realizar la deteccion de almidon, utilizando
una solucion de iodo. El ensayo termina cuando la prueba del
almidon es negativa, es decir, se ha sacarificado totalmente el
almidon presente en el sobrenadante.

El procedimiento se repite calentando la cebada ¢ la malta
suspendida en agua hasta gelatinizar los almidones presentes.

Cuando se presenta positiva la sacarificacion del almidon a los 10
minutos, el experimento se repite tomando muestras cada 1 6 2
minutos y posteriormente cada 30 6 60 segundos.

6.8. PRUEBA DE MACERACION PARA EVALUAR
COMPARATIVAMENTE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
EXPERIMENTAL. @



Se pesan 5 g. de materia prima (malta 40% - cebada 60%) y se le
agregan 20 ml. de agua destilada a 45°C, se agita a 200 rpm (con
aspas magnéticas) para homogenizar. Al llegar a 70°C (en baiio
maria) se le agregan 10 ml. de agua a 70°C y 1 ml. de extracto
enzimatico; se mantienen las condiciones a 70°C y 200 rpm durante
una hora. Se enfria a 20°C. Se afora a 45 ml. con agua destilada a
temperatura ambiente; se filtra y se hacen determinaciones de
densidad, color y pH.

6.9. AZUCARES REDUCTORES (Somogyi-Nelson).

A 1-5 ml de muestra conteniendo no mas de 0.6 mg de glucosa o su
equivalente se le agrega un volumen igual del reactivo de cobre. Las
muestras, los blancos y los estindares de glucosa se calientan durante
10 minutos en un baiio de agua hirviendo y en seguida se enfrian,
Para determinar cantidades menores de 0.1 mg de glucosa, se le
agrega a cada tubo 1.0 ml del reactivo de arsenomolibdato; 2.0 ml en
el caso de que la cantidad de glucosa sea de 0.1 a 0.6 mg, Cuando
todo el dxido cuproso se disuelve después de mezclar, la solucion se
diluye a 25 ml (o un volumen apropiado mas pequeio) y se deja
reposar al menos 15 minutos, pero no mas de 40 minutos antes de
realizar la lectura en un espectrofotometro a 500 nm. La glucosa
equivalente es calculada a partir de una curva de estandarizacion
(41).

6.10. ANALISIS CROMATOGRAFICO.

Con la finalidad de hacer una comparacion entre los productos de
hidrélisis de un extracto comercial, la alfa-amilasa Kinase-HT
(Proveedor ENMEX, S.A.), y el extracto obtenido, se hace un analisis
cromatografico inyectando 1 ml. de la mezcla enzima con sustrato a
un cromatografo HPLC (Beckman) usando agua destilada como
eluente. El flujo es de 0.6 ml/min y la temperatura de la columna de
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90°C. La columna de Spherogel carbohydrate con 7.5 mm. de
diametro y 30 cm. de largo. Se utilizan un detector de indice de

refraccion Altex Modelo 156, un integrador Varian Modelo 4270 y
manitol eomo estindar interno.



IT1. RESULTADOS

La seleccion de las mejores cepas nativas productoras de alfa-

amilasa se basé en:

a) La medicién del diametro de la zona de hidrélisis en agar
almidon producida por la alfa-amilasa secretada por la cepa
nativa (26, 27). La cepa B-8 presenté una zona de hidrolisis de
2.6 mm de diametro y las cepas B-30 y B-55, 2.4 mm. Tabla III.

b) El tiempo, en minutos, necesario para que el almidén presente
en la mezcla de reaccion sea totalmente hidrolizado por el
extracto enzimatico a pH 6.0 y una temperatura de 40°C (73). B-
8, B-30 y B-55 presentan los menores tiempos para la hidrélisis
del sustrato, (6.0, 6.5 y 5.0 minutos respectivamente); asi como,
produccion de enzima a mayores temperaturas de incubacion.
Tabla IV,

¢) La determinaciéon cuantitativa de alfa-amilasa presente en la
mezcla de reaccion midiendo el almidén residual después de 10
minutos a pH 6.0 y temperaturas de hidrdlisis de 40°C y 60°C
(105). Tabla V.

La alfa-amilasa producida por las cepas B-8, B-30 y B-55
presentan tolerancia al incremento de la temperatura de hidrélisis.
Las cepas B-8 y B-30 presentan un comportamiento semejante al
detectarse actividad ain a 80°C (Tabla VIII).

Manteniendo constantes el inéculo, medio de cultivo y temperatura
de incubacion e incrementando la velocidad de agitacion se presenta
un descenso en la actividad enzimatica de las fres cepas (Tabla IX).

Al realizar pruebas de fermentacion con el indculo, el medio de
cultivo y la agitacion constantes, y variando la temperatura de
incubacidn, se observé que ninguna de las cepas nativas se desarrolla
a temperaturas superiores a 55°C. La produecién de la enzima
disminuyd drasticamente al incubar las cepas a 55°C observandose
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un escaso crecimiento. La cepa B-8 produce mayor actividad a 35°C
siendo de 3,970 w/ml, igualmente la cepa B-30 con 4,000 uw/ml (Tabla

X).

Tanto la cepa B-30 como la cepa B-55 cambian drasticamente su
comportamiento al variar el pH del medio de cultivo obteniéndose
resultados muy bajos; en cambio la cepa B-8 presenta resultados
semejantes a los anteriores y su comportamiento es analogo al de la
cepa de referencia (B-L) y no presentan diferencia en la produccion
al variar el pH del medio de cultivo. Se observa que las diferencias
en el pH del medio de eultivo no afectan, de manera significativa, los
niveles de produccién de la cepa B-L; comportamiento semejante
presenta la cepa B-8 (Tabla XI).

Al permanecer constantes el inéculo, la temperatura (45°C), el pH,
la agitacion y estableciendo un medio de cultive basico con almidén y
excento de fuente de mitrogeno, se procedié a probar: peptona de
carne, peptona de soya, peptona de caseina y extracto de levadura
como fuentes de nitrogeno. Los niveles mas altos corresponden a la
peptona de soya utilizando la cepa B-8 obteniéndose 41.3 w/mg de
biomasa (Tabla XII).

Al cambiar el inductor de almidon a maltosa, los niveles de
actividad se reducen. Los valores registrados la tabla XIII son

menores pues la determinacion de la actividad enzimatica se realizo a
80°C.

Existe un marcado descenso en la actividad amilasica al aumentar
el nivel de agitacion 100 rpm (Tabla XIV). Lo mismo se observé al
mantener el cultivo en reposo.

Cuando se utiliza harina de soya como fuente de nifrogeno, la eepa

B-8 incrementa la produccion de alfa-amilasa (Tabla XV). Presenta
un ligero aumento cuando se emplea agua potable (de la llave) (1546
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u/ml) en lugar de agua destilada (1295 u/ml) para preparar el medio
de cultivo (Tabla XVI). Para la extraccion de la enzima se utilizé un
buffer de fosfatos adicionado de cloruro de calcio monohidratado
lograndose detectar actividad a 85°C euando la cepa B-8 se cultiva en
medio base con harina de soya y almidén (Tabla XVII).

La presencia de almidén, ya sea como almidon soluble e formando
parte de otro componente, favorece la producciéon (Tablas XVI y
XVIID).

La tabla XVIII presenta las condiciones fisiolégicas (nutricionales
y ambientales) mas propicias para la obtencion de alfa-amilasa.

La cepa B-8, finalmente elegida para realizar el escalamiento,
presenta las caracteristicas de crecimiento, fisiologicas, bioquimicas y
morfolégicas que se muestran en la Tabla XIX.

Un alto pocentaje de maltosa es obtenida al hidrolizar almiddén
soluble a 70°C, 80°C y 90°C utilizando la enzima alfa-amilasa (Tabla
XX).

La eantidad de alfa-amilasa producida em harina de soya
disminuye al aumentar el volumen de medio de cultivo a 600 ml

(Tabla XXI).

Utilizando resultados obtenidos al trabajar con el fermentador con
un volumen de trabajo de seis litros (Tabla XXII), se establece la
grafica del comportamiento del proceso, Grafica 1. Se presenta poca
actividad proteolitica durante el proceso de fermentacion
(TablaXXIII).

Al probar la actividad sacarolitica de la enzima obtenida sobre
particulas de malta, da megativa la prueba del almidon a los 3.5
minutos y en la cebada se observa un color pardo en la mezcla de
reaccion dentro del tiempo limite de la prueba (Tabla XXIV). La
cantidad de azidcares reductores producidos a partir de la malta
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hidrolizada se muestran en la tabla XXV.

Al realizar la prueba de maceracion para evaluar
comparativamente la actividad de la enzima se observan semejanzas
entre la alfa-amilasa experimental y el extracto comercial (Tabla
XXVI). El perfil de aziicares obtenido del mosto tratado con la alfa-
amilasa experimental muestra gran similitud con el perfil de

carbohidratos obtenido utilizando la Kinase-HT (Proveedor
ENMEX, S.A.).
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IV. DISCUSION

Por presentar niveles de actividad enzimatica altos en los
sobrenadantes procedentes de sus cultivos, las cepas B-8, B-30 y B-55
fueron seleccionadas para estudios que a continuacion se comentan.

Se siguié el ecomportamiento de las tres eepas buscando las
condiciones de temperatura, pH y agitacion mas adecuados para la
produccién de alfa-amilasa. La reaccion enzimitica se realiza a
diferentes temperaturas de las cuales, la temperatura de 70°C nos
indicaria la actividad de una amilasa que corresponde al objetivo que
se busca.

En la técnica de preparacion del indculo (60, 64, 83, 103) se busca
que la etapa de crecimiento en que éste se encuentra sea antes de
alcanzar la fase estacionaria y su comportamiento sea uniforme,
utilizando el minimo niimero de transferencias para su adaptacion al
medio de cultivo y las condiciones de incubacién. De esta manera se
reduce el riesgo de contaminacién y se mantiene la capacidad de
produccion de la cepa (75). Para establecer la preparaciéon del
inéculo se consideraron los articulos de Krishnan-Chandra (48),
Meyrath-Suchanek (64), Srivastava-Baruah (88) y Tetraut-Stark
(94).

La bisqueda de este tipo de bacterias requiere de una serie de
pruebas de crecimiento y produccion a diferentes temperaturas. Los
resultados de estas pruebas en las cepas nativas indican que sus
limites de desarrollo se extienden hasta 55°C (temperaturas minimas
y oOptimas de las bacterias temofilicas) ¥ su crecimiento abarca
también temperaturas propias de las bacterias mesofilicas
(temperaturas optimas y maximas) (66, 90).

Los miembros del gémero Bacillus que son termorresistentes
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presentan células mas pequeiias que las formas menos resistentes,
sugiriendo con esto que células mas pequeiias tendrian mayeres
velocidades metabdlicas facilitando el transporte rapido de sustratos
y productos de desecho, lo ¢unal tiene como consecuencia, una rapida
resintetizacion de los eomponentes eelulares desnaturalizados por el
ealor (66, 90). Esto lo observamos en la figura No. 11a, la cual
presenta las caracteristicas morfolégicas de las eélulas de la cepa B-8
a 35°C, al variar la temperatura de crecimiento las eélulas aumentan
su tamaiio tendiendo a formar cadenas largas y ramificadas a 45°C
(figura No. 11b); pero & 55°C se reduce la cantidad de crecimiento,
las células son mas pequeiias y hay escasas agrupaciones en cadenas
(figura No. 11c). La cepa B-30 no presenta variaciones evidentes en
su forma al variar la temperatura pero si en la cantidad de
crecimiento (figura No. 12). La cepa B-55 presenta un
comportamiento semejante a la eepa B-8 observandose pleomorfismo
(figura No. 13). Esta caracteristica de termoestabilidad es intrinseca e
independiente de eualquier factor estabilizante transferible (2, 66,
90). Sin embargo, se presentan excepciones, comoa el Bacillus
licheniformis que es un bacilo meséfilo y produce alfa-amilasa que
hidroliza almidon a 110°C (74).

Cuando la cepa B-8 crece em un cultivo estitico a 45°C, el
crecimiento esta limitado a la superficie formando una pelicula
delgada que al romperse forma fragmentos que flotan y no presents
turbidez en el medio de cultive. Al incubar a 35°C, la eepa forma una
pelicula densa, plegada, que tiende a ascender por las paredes del
recipiente mientras el resto del medio de ecultivo permanece
cristalino. Si la incubacion se hace con agitacion, el crecimiento es
uniforme en el caldo, sin formaciéon de capas, peliculas o anillos: La
forma bacilar presenta variaciones conforme pasa el tiempo de
incubacion (figura No. 14). Al comparar las caracteristicas
morfologicas, fisiologicas y bioquimicas con las especies de Bacillus
mas semejantes (tabla XIX), se observa mayor afinidad con las
caracteristicas de Bacillus licheniformis .



La produccion de alfa-amilasa por el género Bacillus se realiza
generalmente dentro del rango de pH de 6.0 a 7.0 (33, 60, 99), lo cual
concuerda con el ecomportamiento de la cepa B-8 ya que dentro del
rango de pH experimentado no hay variaciones importantes en la
produccion de la enzima. Las cepas B-30 y B-55 cambiaron en su
comportamiento durante la investigacion.. Este eambio puede ser
consecuencia de las condiciones de conservacion de las cepas, las
cuales se mantenian en refrigeracion (4°C) en cultivos de 24 horas de
incubacion en agar nutritfivo con subcultivos cada 4 meses,
confirmando la pureza de la cepa. Al presentarse cambios
ambientales importantes en la temperatura y grado de humedad
aumenta la tendencia de los cultivos a la inestabilidad (94).

La influencia de Ia agitacion en la produccion de alfa-amilasa es
muy variable., Los métodos mencionados por Prescott y Dun (73)
requieren de agitaciéon solamente para el mezclado del medio de
cultivo y facilitar asi el contacto de los nutrientes con las células. La
cantidad de oxigeno disuelto en el medioc de cultivo varia
dependiendo de la velocidad de agitacion, el tipo de recipiente, el
volumen de liquido contenido en el recipiente y la viscosidad del
medio de cultivo. Krishnana y Chandra (48) consideran que el uso
de cultivos estaticos eausan un descenso dristico en Ia produccion de
la enzima. Wynes y Lloyd (107) consideran la produccion de amilasa
en fermentaciones a mayor escala en condiciones aereadas y agitadas.
Roychoudhury, Parulekar y Weigand (83) demostraron que el
requerimiento de oxigeno varia linealmente con la cantidad de
biomasa producida y que la capacidad de sintesis enzimitica se
mantiene aun teniendo la concentracion de oxigeno como limitante.
Markkanen y Bailey (60) encontraron que hay un nivel de agitacion
que optimiza la produccion y que la cantidad de alfa-amilasa se
incrementaba por reduccion de la aereacion al final de la fase
exponencial, causando un descenso en el pH que actia como factor
limitante. Markkanen-Bailey (60) y Krishnana-Chandra (48)
demostraron que al aumentar la velocidad de agitacion o incubar sin
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movimiento hay un descenso en la produccién. Esto concuerda eon el
comportamiento de Ias eepas seleceionadas al necesitar de mezclado
junto con aereacion a un nivel apropiado para mejorar la produccién
de la enzima.

Durante estos experimentos se observé que la actividad enzimatica
de las diluciones preparadas a partir de la enzima cruda obtenida
disminuia, conforme pasaba e] tiempo, al permanecer a temperatura
ambiente € inclusive al almacenarse en refrigeracion (4°C) para
realizar la determinacion de nuevo al dia siguiente. La inactivacion
de la enzima, en consecuencia, estid relacionada eon la temperatura
(39, 81), pues la inactivacién es mayor a temperatura ambiente que a
4°C (92). Para resolver esto se agregan sales de calcio divalente, éstas
protegen la enzima de la inactivacién térmica (39, 51, 81) y aumentan
la termoestabilidad de la alfa-amilasa (4, 54, 88, 92). Hay que
considerar que ciertas sales de calcio como el eloruro, nitrato y el
cloracetato no proporcionan esa proteccion (54). El Cat+ al estar en
contacto con la enzima modifica su estructura adquiriendo una
estructura espacial mas estable, Requiere de una relacién de al
menos seis atomos gramo de calcio por molécula de enzima para
establecer una conformacion molecular que proporcione proteccion
completa a la enzima. Posiblemente el grupo carboxilato se encuentre
involucrado en la formacion de los enlaces eon los iones calcio
divalentes (81, 92).

La composicién y concentracion del medio de cultivo influye de
manera determinante sobre el crecimiento del bacilo y Ia produccién
de alfa-amilasa (18). Tanto la naturaleza y cantidad de la fuente de
nitrogeno, como la presencia o ausencia de inductores afectan la
produccion de amilasa.

Al estudiar los resultados sobre la influencia de la naturaleza de Ia
fuente de nitrogeno es posible comparar las caracteristicas de cada
fuente de nitrégeno (Tablas VI, VII y XXVIII) y la cantidad de
actividad producida en cada caso. Las fuentes de nitrégeno utilizadas
fueron:
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a) Casaminoacidos (caseina hidrolizada con sdcido clorhidrico). Sus
productos de hidrolisis son aminoacidos libres. Contiene cistina y
triptofano. Conserva, hasta cierto grado, el contenido en vitaminas
y factores de crecimiento (27, 63, 81).

b) Extracto de levadura es basicamente una mezcla de aminoacidos y
péptidos, vitaminas hidrosolubles y carbohidratos. Los
carbohidratos, principalmente glicégeno y trehalosa,se hidrolizan a
glucosa durante la fabricacion del extracto. Contiene calcio (0.01
g%), acido glutamico (6.7 g%) y acido aspartico (4.5 g%) entre sus
componentes (27, 63, 88).

¢) Harina de soya proviene de las semillas de soya, las cuales
contienen hasta un 40% p/p de proteina, hidratos de carbono,
potasio, fosforo, azufre, magnesio y hierro. La harina empleada
contiene 5.3% p/p de nitrogeno total y 29.5% p/p de proteinas.

d) Harina de frigo proviene de los granos de trigo que contienen
13.5% p/p de proteina, 69% de carbohidrates. La harina empleada
contiene 3.4% p/p de nitrogeno total y 18.96% p/p de proteinas.

e) Peptona de carne presenta alrededor del 12% de nitrégeno total y
un contenido de creatina de 0.5 a 2.0% (63).

f) Peptona de soya presenta un elevado contenido en earbohidratos y
vitaminas y constituye una excelente base nutrtiva (63). La peptona
de soya es obtenida de la planta de soya y su contenido de
carbohidratos es alto; en este caso los microorganismos tienden a
crecer rapidamente y presentan umn descenso rapido em la
viabilidad por tal motivo su uso en estudios de fermentacion no es
muy recomendado (63).

g) Tripticasa (peptona de caseina obtenida por digestién triptica).
Conocida también como casitona, es un componente muy utilizado
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en el cultivo gemeral de microorganismos pues presenta una
composicion constante de aminoacidos y pequeiios polipéptidos
predominando el triptéfano. Carece de hidratos de carbono (27,
63, 81).

La peptona de earne, los casaminodcidos y el extracto de levadura
presentan baja produccion, asi como la harina de trigo. Gandhi (31)
demostré que las fuentes de nitrégeno organicas son superiores a las
inorganicas; al utilizar la fuente de nitrégeno orginica al 1%, la
mayor actividad amilisica se observaba en peptona (1,440 KNU/I)
seguida por friptona, easeina y exiracto de levadura. Alam, Hong y
Weigand (4) al estudiar el efecto del extracto de levadura en la
produccion de alfa-amilasa por B. amiloliquefaciens encontraron que
la productividad aumenta al utilizar concentraciones de la fuente de
nitrégeno de 1y 2 g/l para decaer a concenfraciones mds altas, Si se
emplean concentraciones altas (5 g/I) la enzima se desactiva por los
metabolitos producidos (dcido acético, butanodiol y dcido lactico)
cuando no se controla el pH del medio de cultivo. En estos casos la
actividad enzimatica detectada sera igual a la enzima producida
menos la enzima degradada por la accion de las proteasas menos Ia
desactivada por la accién de los metabolitos. La eoncentracion
utilizada en los primeros experimentos fué de 2% y en el medio
diseiiado de 5%, los resultados obtenidos eoncuerdan con estas
observaciones (4, 31). Emanuilova y Toda (28) al utilizar casitona
como fuente de nitrogeno en la produccion de alfa-amilasa por B.
caldolyticus , encontraron una baja produccion de la enzima cuando
la casitona estaba sin inductor en el medio de cultivo y una
produccion alta cuando se le agregaba almidén. La tripticasa por si
sola no llega a igualar la produccion obtenida cuando se combina con
extracto de levadura.

Al probar diversas fuentes de nitrogeno no se logra el nivel de
produccion que se detecto en los experimentos relacionados con la

38



temperatura, pH y agitaciéon. Es importante sefialar que se ha
logrado estabilizar la enzima respecto a la temperatura mediante la
adicion de sales de calcio en el liquido de dilucion y asi poder
aumentar la temperatura de hidrolisis a 80°C. Cuando se realizé la
determinacion de actividad enzimatica sin la adicion de Catt,
solamente las cepas B-8 y B-30 presentaban actividad (108 u/ml).

De las fuentes de nitrogeno experimentadas, la peptona de soya y la
bharina de soya favorecen mas la produccion. La harina de soya ha
sido utilizada para la produccion de la enzima en fermentaciones en
sustratos solidos (73, 77), y requiere un tratamiento de extraccién
(73) utilizando para ello una solucién buffer de fosfatos y la adicién
de iones calcio para estabilizar la molécula enzimatica (54, 88, 92).
Los niveles de produccion alcanzados son inferiores a los obtenidos
en el medio de cultivo que se utilizé inicialmente para Ia seleecion de
la cepa y las condiciones de incubacion, utilizando la mezcla
tripticasa -extracto de levadura (94).

Los medios se disefiaron para contener el equivalente
correspondiente en nitrogeno, sin embargo, la produccion no llega a
igualarse con Ia obtenida inicialmente. Posiblemente es debido al tipo
de aminoicidos que predominan en el extracto de levadura (acido
glutamico y acido aspartico) y su contenido de calcio (27, 63).
Considerando la estructura de la alfa-amilasa (Tabla VII), en la cual
predominan el cido glutimico y el acido aspartico (36, 92), se explica
que Ja mayor produccion de enzima esta relacionada con fuentes de
nitrogeno que contengan dichos amino acidos. También al utilizarse
éstos como fuente de nitrogeno (88) la mejor produccion se presenta
cuando uno de éstos dos aminoacidos proporcionan el nitrégeno (74).
Srivastava y Baruah (88) al comparar la produccion de alfa-amilasa
usando medios complejos que contienen harinas o peptonas, con
medios de cultivo sintéticos o semisintéticos, obtuvieron resultados
que apoyan los resultados obtenidos en la presente investigacion.
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La presencia de almidon, eomo almidén soluble o formando parte
de otro componente, favorece la produceion (28, 31, 48, 88) como se
demuestra al comparar la produccion de enzima en presencia de
maltosa en lugar del almidon. Srivastava y Baruah (88), al hacer
crecer la bacteria en presencia de glucosa, maltosa o sacarosa resulta
en una represion de la sintesis de la alfa-amilasa. Si se utiliza maltosa
en lugar de almidén, disminuye el grado de crecimiento asi como la
produccion de alfa-amilasa (74, 88). Los resultados: ebtenidos
respecto al comportamiento de la bacteria en presencia de maltosa
como inductor econfirman lo anterior a excepcion de los
casaminoacidos como fuente de nitrégeno.

Cuando se utiliza una temperatura de hidrélisis de 70°C, la
hidrolisis total del almidén soluble se detecta a los quince minutos y
los resultados de aziicares reductores (98%) indican actividad
sacarificante a un buen nivel ya que el almidén sacarificado debera
contener al menos de 94 a 96% de glucosa o su equivalente (75), La
hidroélisis total a 80°C se alcanza a los tres minutos y medio; la alfa-
amilasa experimental, obtenida con la cepa B-8, reduce el tiempo de
hidrélisis al subir la temperatura de 70°C a 80°C y el nivel de
azicares reductores se reduce en un 21%. Si la temperatura sube a
90°C, a los 10 minutos se produce un color pardo al realizar la
deteccion de almidon, lo cual indica la presencia de dextrinas de bajo
peso molecular junto con los azicares reductores. Dado que la
glucosa y la maltosa son carbohidratoes facilmente fermentables por
las levaduras, el poder diastasico de la alfa-amilasa obtenida se
confirma al realizar el analisis cromatografico (46) de los productos
de hidrdlisis del almidon a 70°C y 80°C. El almidon es hidrolizado a
maltosa y glucosa, lo que indica que la enzima cruda obtenida
presenta una buena capacidad diastasica y concuerdan con el
comportamiento de una enzima alfa-amilasa sacarificante (Tabla
XX).

De acuerdo a las caracteristicas de la emzima que se desea
producir, lo ideal seria que la cepa fuera termofilica ya que las
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enzimas de este tipo de bacterias presentan actividad y estabilidad a
temperaturas superiores a las de incubacion y lo mismo sucede con
su sintesis (63, 76). Este criterio fué utilizado para emplear 45°C
como temperatura de incubacion en las etapas finales del trabajo,
buscando obtener alfa-amilasa mas termoestable y poder subir la
temperatura de hidrélisis a 80°C. Las cepas presentan un rango de
temperatura optimo para la produccion de alfa-amilasa dentro del
cual variaciones de 3°C a 5°C no causan cambios significativos en la
formacion de la enzima (60). Durante la investigacién, al cambiar la
temperatura de incubacion de 35°C a 45°C hay disminucién en la
cantidad de enzima formada pero también aumenta su
termoestabilidad presentando actividad a 80°C.

Cuando se trabaja con volumenes mayores en los que la
produccion de espuma puede afectar el proceso, es necesaria la
adiciéon de agentes antiespumantes. Wynes y Lloyd (54) utilizan
copolimeros de organo-silicon en la fermentacién sumergida de
Bacillus subtilis para la produccién de alfa-amilasa. Se ufilizan
concentraciones que van de una parte de antiespumante por 20,000
partes de medio de cultivo, hasta diez veces esta cantidad
proporcionando un incremento efectivo en la produccion de alfa-
amilasa como también un buen control de la espuma formada. La
concentracion recomendada es de una parte de antiespumante por
4,000 partes de medio de cultivo (54). Una ventaja adicional de éste
tipo de antiespumante es que no dejan residuos oleosos en ¢l medio de
cultivo. 24

Al llevar la produccion a volimenes mayores, utilizando el medio
de tripticasa y extracto de levadura se presenta unm descenso en el
nivel de produccion enzimatica aunque el comportamiento de Ia
enzima no cambia en relacion a su termorresistencia en presencia de
sales de calcio.

La eleccion del medio de tripticasa - extracto de levadura (48)
para probar de nuevo la produccion en seis litros de medio de cultivo,
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se basa en los niveles de produccién enzimatica obtenidos en ese
medio de cultivo a escala matraz.

El tiempo total del proceso fué de 49 horas. Durante las primeras 5
horas se observa que las mediciones de turbidez indican que el
inoculo se encontraba en fase exponencial, como se observa en la
grafica No. 1. Ldégicamente al mantenerse una velocidad de
crecimiento constante y maxima, el consumo de oxigeno aumenta y
en consecuencia la cantidad de oxigeno disuelto disminuye. El
consumo de carbohidratos se incrementa tendiendo el pH a
disminuir. Después de 8 horas, el ritmo de crecimiento tiende a
disminuir aunque la velocidad de consumo de carbohidratos no
disminuye, la actividad respiratoria estd em su maximo y se
incrementa la produccién de alfa-amilasa. La fase estacionaria se
presenta a las 15 horas y durante ella hay aumento en la produccion
de amilasa. Se mantiene constante la velocidad de consumo de
carbohidratos asi como el oxigeno disuelto.

La grifica presenta un brusco descenso en la actividad detectada
de la alfa-amilasa; éste coincide con la entrada del cultivo a la fase
letal 0 de muerte, lo cual se muestra tanto en las mediciones de
turbidez como en las de peso seco, sugiriendo la presencia de
autolisis. El consumo de carbohidratos tiende a estabilizarse. Este
breve periodo dentro de las 23 a las 49 horas podria explicarse como
sigue: al entrar el cultivo en la fase letal y presentar autdlisis se
liberan proteasas intracelulares causando un descenso en la actividad
amilasica detectada. Existe otra posibilidad para explicar la baja
produccion de amilasa en el reactor y es debido a la produccién de
proteasas inducibles por las cepas de Bacillus (24, 55, 59, 60, 67, 72,
74) junto con las amilasas. Parte de la amilasa producida seria
degradada por las proteasas inducibles que alcanzan su actividad
maxima a las 10 horas y la alfa-amilasa a las 28 horas (4), por tal
motivo, se realiza la deteccion de proteasas (67) durante el proceso de
fermentacion mantiéndose practicamente en niveles bajos y
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constantes. Las cepas de Bacillus producen 2,3 butanodiol, acetato y
lactato, los niveles de acido (esta controlado en el fermentador) y
solvente producidos desactivarian la alfa-amilasa (4). Debido a que se
controla el pH y permanecié estable, no hay desactivaciéon de la
enzima por la produccion de écidos orginicos y el descenso en
produccion no fué debido a la produccion de solventes y acidos
organicos (4, 31). La actividad se incrementa a expensas de
componentes presentes en el medio que al ser consumidos por las
células, este comportamiento es efectuado por las células que
sobreviven a la lisis celular, ocasiona un descenso en el grado de
opalescencia del mosto y se detecta por las mediciones de turbidez
junto con peso seco. El momento cuando la produccion de alfa-
amilasa nuevamente llega al nivel que tenia a las 23 horas, concuerda
con una estabilizacion en el peso seco, asi como también en aziicares
residuales y oxigeno disuelto.

Finalmente la maxima produccion se alcanza a las 36 horas,
aunque la actividad maxima detectada fué muy baja comparada con
los resultados a nivel matraz. Gandhi (31) demostré que
generalmente debido a la presencia de altas concentraciones de
fuentes de carbono rapidamente metabolizables se ocasiona la
represion por catabolitos en la sintesis de alfa-amilasa obteniéndose
bajos niveles de actividad. Al observar la grifica encontramos que
cerca de las 10 horas se estabiliza brevemente la produccién de
amilasa a consecuencia de que el almidon es hidrolizado y se
comienzan a liberar azicares reductores en el medio de cultivo
causando inhibicion de la produccion de enzima debido al efecto de Ia
glucosa que actia como represor de la sintesis de la enzima
(represion por catabolitos) cuando se encuentra en altas
concentraciones en el medio de cultivo (71). El descenso en la
produccion viene tiempo después gque la fuente de carbono llega al
minimo valor. Los resultados bajos de actividad enzimatica obtenidos
en el reactor mno concuerdan con las investigaciones de
Roychoudhury, Parulekar y Weigand (83) y Markkanen y Bailey
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(59), en las cuales la capacidad de sintesis enzimitica se mantiene aiin
en presencia de oxigeno limitante, inclusive, dentro de ciertos limites
(0.2/1/min.) causa un incremento en la producciéon de alfa-amilasa.

Se utilizan diferentes tipos de unidades para medir la actividad de
las enzimas hidroliticas y varian de un fabricante a otro. En
diferentes investigaciones se obtienen concentraciones de enzima que
varian, en una eepa bacteriana, dependiendo de las condiciones
fisiologicas, nutricionales y ambientales en las que se desarrolla la
bacteria. La tabla XXX compara los resultados obtenidos, en el
presente trabajo, con los resultados de varios investigadores.

La accion de la alfa-amilasa sobre los almidones presentes en los
granos de los cereales, depende de la estructura granular porosa que
puedan tener y que los haga accesibles a la enzima (97).

El uso de almidén gelatinizado acelera el efecto de la enzima. Los
almidones presentes en los granos de los cereales tienen una
estructura granular porosa que los hace accesibles a la hidrolisis
amiliasica (97). Se encuentran en forma de pequeiios granulos
cristalinos dentro de capas protectoras y cuando el calentamiento
comienza, el agua entra en los grianulos causando una hinchazén, un
aumento de volumen. Al expandirse los granulos se revientan
(gelatinizacion) permitiendo que las enzimas sacarificantes tengan
“acceso a las moléculas de almidén (47, 100). La gelatinizacién de los
almidones ocurre entre 105°Cy 110°C (75).

La hidrélisis de amilosa produce oligosacaridos de bajo peso
molecular abarcando desde maltosa a maltohexosa dependiendo del
origen y naturaleza de la amilasa. Siendo una amilasa sacarogénica,
el almiddn se hidrolizaria inicialmente a dextrinas y posteriormente a
maltosa y glucosa, que son azicares libres diferenciandola asi de las
amilasas liquificantes que no los producen (75).



La cebada carece de amilasa, por ello, al realizar la prueba de
deteccion de almiddn en Ia mezcla de referencia, ésta da positiva. Los
granulos de almidon en la cebada estin compuestos casi enteramente
de amilopectina, recubiertos por una capa delgada de proteina y
exteriormente por una capa delgada de celulosa, por lo que requiere
de un proceso de ruptura para facilitar el ataque enzimatico (36, 75).
La hidrélisis de la amilopectina produce glucosa, maltosa y una
variedad de dextrinas alfa-limitantes ramificadas que contienen
enlaces alfa-1,6 del polimero original (75). Al estar presente la alfa-
amilasa experimental, los almidones presentes se hidrolizan
parcialmente produciendo dextrinas que originan un color pardo al
reaccionar con el iodo. Cuando la cebada es gelatinizada se facilita la
accion de la alfa-amilasa y se reduce en 20 minutos el tiempo que
tarda en detectarse el color parde. No se presenta hidrolisis total
dentro del tiempo limite de la prueba.

La composicion promedio de la malta incluye un 59% de almidon y
bajas concentraciones de aziicares (65). Cuando se determinan los
aziicares reductores en la malta gelatinizada utilizada como
referencia, los aziicares detectados corresponden a los aziicares
presentes propios de ese tipo de malta, ya que las temperaturas de
gelatinizacion inactivaron completamente la amilasa propia de la
malta (tabla XXV). Cuando la malta se encuentra en forma de
particulas, su amilasa permanece activa aunque la temperatura
utilizada en la hidrélisis (80°C) es superior a su temperatura fptima
(60°C-70°C). Al utilizar la alfa-amilasa experimental con la malta
gelatinizada se producen 5.25% de azdcares reductores a partir de
los almidones presenfes. Al restar a los azicares reductores
producidos con la malta, en forma de particulas, y la alfa-amilasa
experimental, los producidos por la amilasa presente en la malta y los
azicares presentes en la malta, quedarian 9.05% correspondientes a
la accion de la enzima experimental sobre los almidones presentes en
la malta. Demostrando con ello su efectividad sobre almidén
particulado. La amilasa experimental ha reducido en un 82.5% el
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tiempo que tarda en presentarse la hidrolisis total en la suspension de
malta.

El comportamiento de la alfa-amilasa experimental es semejante
al de una alfa-amilasa comercial, tnicamente se ajusta la
concentracion de la alfa-amilasa comercial a la concentracion de la
alfa-amilasa experimental (6,315 u/ml).

Pueba de maceracion para evaluar comparativamente la actividad
de Ia enzima.

El tiempo invelucrado en el proceso no pudo ser limitado a 1 hora
como lo indica la técnica debido a que el extracto esta mas diluido y
se tomo como punto final la prueba de Windish (color azul con iodo).

Los resultados fueron comparables en lo referente a las
caracteristicas generales del mosto, pero el tiempo en que ya no se
desarrolla (punto final) el color azul con el iodo (prueba de Windish)
es diferente, lo cual indica que tenemos diferencias en la actividad de
cada extracto, detalle que puede ser abatido mediante wun
procedimiento de concentracion.

Al comparar los resultados obtenidos con los anilisis semejantes
realizados en diferentes mostos cerveceros, es posible deducir en base
a la concentracion de maltosa que la concentracion de la alfa-amilasa
experimental es 100 veces menor que la del extracto comercial.
Respecto al contenido de glucosa y sacarosa, la enzima obtenida
presenta una actividad sacarificante mayor que la del extracto

comercial (Tabla XXVII).



V. CONCLUSIONES

El comportamiento de la cepa de Bacillus aislada a partir de suelo,
es estable y reproducible en cuanto a la produccion de enzima alfa-
amilasa (E.C.3.2.1.1.) a nivel matraz, siendo la maxima actividad
obtenida de 4,000 u/ml.

Las condiciones de incubacion mas favorables para la produccion
de la alfa-amilasa termoestable son: temperatura de 45°C, agitacion
de 125 rpm y pH 6.0-7.0.

El medio de cultivo conteniendo extracto de levadura y tripticasa,
y el medio de cultivo con harina de soya como fuente de nitrégeno
producen los niveles mas altos de actividad enzimatica.

La adicion de almidon al medio de cultivo incrementa la
produccion de la enzima alfa-amilasa.

La adicion de sales de calcio incrementa la termoestabilidad de la
enzima presentando buenos niveles de actividad sacarificante a 80°C.

La enzima alfa-amilasa obtenida presenta actividad sacarificante
satisfactoria a 70°C.

Considerando Ia concentracion de maltosa detectada en el mosto,
la concentracion de Ia enzima experimental es 100 veces menor que la
del extracto comercial (Kinase-HT).

La enzima alfa-amilasa experimental presenta una actividad

sacarificante mayor que la del extracto comercial (glucosa y
sacarosa).
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La enzima alfa-amilasa obtenida experimentalmente tiene
capacidad para reducir los almidones presentes en los granos de los
cereales utilizados en la industria cervecera.

Analizando las conclusiones obtenidas se llega a comprobar Ia
validez de Ia hipétesis propuesta: El tratamiento con alfa-amilasa
reduce el contenido de almidén residual presente en los granos
agotados, provenientes de la maceracion de la malta en el proceso de
produccion de la cerveza. Asi como el logro del objetivo propuesto:
Producir una amilasa termorresistente, capaz de reducir la cantidad
de particulas de almidon residual insoluble presentes en los
tratamientos a altas temperaturas (70°C), utilizados durante la
maceracion de la malta en la industria cervecera.

PERSPECTIVAS

Siendo la enzima obtenida un buen prospecto para su aplicacioén en
la industria cervecera podria mejorarse el nivel de produccion de la
enzima alfa-amilasa experimental si se consideran variables como:
concentracion de almidén, concentracion de la fuente de nitrégeno,
agitacion, aereacion, etc., durante la fermentacion. Estas variables
pueden ser modificadas para establecer sus valores dptimos para la
formacion de la enzima por la cepa nativa.
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TABLA XIX

COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, FISIOLOGICAS,
BIOQUIMICAS Y DE CRECIMIENTO DE LA CEPA B-8 CON VARIAS ESPECIES DE
Bacillus

PRUEBA subtilis licheniformis cereus B8

MORFOLOGIA
1 Gram + + + +
2 Motilidad + + + +
Espora:
3 Forma Oval Oval Oval Oval
4 Posicion Central Central Central Central
5§ Distensiéon del
esporangio - - - -
6 Ensanchamiento - - - -
FISIOLOGIA
Crecimiento en:
7 NaCl7% +
8 Agar anaero6bico -
9 Ad45°C
10 Temperatura
maxima de cre-
cimiento (°C) 45-55 50-55 35-45 39
BIOQUIMICA
Acido de:
11 Arabinosa
12 Xilosa
13 Manitol
14 Glucosa
15 Indol
16 Voges Proskauer
17 Citratos
18 Agar Citrato de
Simmons
19 Nitrato a nitrito
20 Amilasa
21 Catalasa
22 Yema de huevo
23 Caseina hidrolizada
24 Ureasa
25 Gelatinasa

+ + +
a + +
+ +

+ + 0+ + + +
5
+n.+-++:§:+ + 4+t + + ++
(=)
+ + 4+ 40
LU I T R L

TR Y N
+ e+ +++

+




Colonias en medio con agar son redondas o irregulares; superficie mate; y viene a ser
espesor grueso o densa Y opaco.

Bacillus lickeniformi

Las colonias en medios con agar son opacas con superficie mate o rugosa; cominmente
presentan excrecencias como pelos; usnalmente se adhiere fuertemente el agar; su ele-
vacién y 16bulos consisten en sn mayor parte de limo que a menudo se acumula en la co-
lonia, especialmente en glucosa-agar.

Bacillus cereus

El bacilo tiende a presentarse en cadenas; la estabilidad de las cadenas determina la for-
ma de la colonia, la cual varia grandemente en diferentes cepas. Por un extremo la colo-
nia tiene una apariencia mate o semejante a vidrio esmerilado y un margen ondulado.
En el otro extremo las colonias forman excrecencias como raices las cuales se extienden
ampliamente sobre la superficie del agar. Las excrecencias son enredadas o enmaraiia-
das de manera irregular o formando curvas dextrégiras o levégiras en diferentes cepas,

CEPA B-8.
Medio de cultivo: Agar almidén.

Temperatura: 37°C.

Colonias grandes, en el centro una estrella blanca, con bordes crema, granulosa, ligera-
mente elevada del centro opaca, redonda, seca, dura.
Medio de cultivo: Caldo tripticasa-extracto de levadura.
Temperatura: 35°C

Cultivo estitico: Formacién de una pelicula densa que tiende a ascender por las paredes
del recipiente. No hay turbidez.

Cultivo agitado: Crecimiento disperso nnifromemente en el liquido (turbidez uniforme).
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1.- Filoo para aire 7.- Bomba PA. 16.- Panel control
2.- Acoplamiento 8.- Boton encendido inferior
Transmisién 8.- Calefaccién 17.- Reg. presidn aire
3.- Filtro de salida 10,- Transmisién 18.- Manometro
de aire 11.- Control de 19.- Medidor de
4.- Control de temperatura flujo
espuma 12.- Agitacién 20.- Recipiente 14 L.
5.- Recipiente 18.- Control 21.- Soporte
antiespumante enfriamiento recipiente
6.- Panel de 14.- Tacometro 22.- Abrazaderas
control bomba 15.- Registrador de recipiente
temperatura 23.- Lineas de agua

Figura No.9 Controles del fermentador,
Microferm, serie MF-114.
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Variaciones morfoldgicas de la cepa B-8

al incubarse a dife

(c) 55°C

rentes temperaturas.

(b) 45°C

(a) 35°C

Figura No.11
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(c)

(b)

(@)

al incubarse a diferentes temperaturas.
(b) 45°C (c) 55°C

Figura No.12 Variaciones morfolégicas de la cepa B-30
(@) 35°C



(@)

Figura No.13

lénperamras.

(c) 55°

Variaciones morfolégicas de las cepas B-55
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IX. APENDICE

1. COLORANTES.

1.1.- Cristal violeta.

a) Solucion madre de cristal violeta.

Cristal violeta, colorante al 85% 25.0 g.

Alcohol etilico de 95 100.0 ml.
b)Solucion madre de oxalato

Ozxalato de amonio 1.0g.

Agua destilada 100.0 ml.

Solucién para empleo inmediato: Diluir la solucion
madre de cristal violeta en proporcién de 1:10 con agua
destiladay mezclar con 4 volimenes de solucién madre

de oxalato. Guarde en frascos con tapa de vidrio.

1.2.- Safranina.
Safranina O 25¢g.
Alcohol etilico de 95 100.0 ml.
Solucién para empleo inmediato: Diluir la safranina

madre en proporcion 1:5 6 1:10 con agua destilada;

guardar en frasco con tapén de vidrio.
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1.3.- Lugol. (Solucién de yodo Gram)

Cristales de yodo 1.0 g.

Yoduro de potasio 2.0¢g.
Disolver completamente en S ml. de agua destilada y
agregar:

Agua destilada 240.0 ml.

Bicarbonato de sodio,
solucion acuosa al 5% 60.0 ml.
Mezclar bien; guardar en un frasco de vidrio de color

oscuro.

1.4.- Verde de Malaquita.Solucion acuosa saturtada.
Nota: Solubilidad en agua 7.6% a 26°C
Verde de malaquita 7.6 g.
Agua destilada 100.0 ml.

1.5.- Safranina 0.25%

Safranina O 0.25g.
Agua destilada. 100.0 ml.
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2. REACTIVOS.

2.1.-Reactivo de Kovac. (g
Alcohol n-amilico 75.0 ml.
Ac. clorhidrico concentrado 25.0 ml.
Para-Dimetilamino benzaldehido 5.0 g.

Disolver el aldehido en el alcohol por calentamiento
ligero en un baiio de agua a 50-55°C. Enfriar y afiadir el

acido. Protéjase de la luz. Almacenar a 4°C.

2.2.- Rojo de Metilo.

Solucion A

Rojo de metilo 01g.
Alcohol etilico 95% 300.0 ml.
Hidréxido de sodio N/20 15.0 ml.

Aifiadir agua destilada a Ia solucion A y obtener un

volumen total de 500 ml.

2.3.-Alfa Naftol 5%
Alfa Naftol 50¢g.
Alcohol etilico 95% 100.0 ml.
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2.4.-Hidroéxido de potasio 40%
Hidroxido de potasio 40.0 g.
Agua destilada 100.0 ml.

2.5.-DimetilAlfa Naftilamina 0.6%
Dimetil alfa-naftilamina 6.0 g.
Acido acético5N 1000.0 ml.

Disolver con calentamiento ligero.

2.6.-Acido Sulfanilico 0.8%
Acido Sulfanilice 80g.
Acido acéticoS N 1000.0 ml.

Disolver por calentamiento ligero.

2.7.-Fenolftaleina 0.5%

Fenolftaleina 05g.

Alcohol etilico 100.0 ml.
2.8.-Lugol

Yodo 50.0 g.

Yoduro de potasio 100.0 g.

Agua destilada 1000.0 ml.

Mezclar el yodo y el yoduro de potasio en un morteroy
triturar con la mano del mortero hasta que estén

finamente pulverizados. Afiadir agua destilada en
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pequeiias porciones para ir disolviendo componentes.
Verter la solucion en una probeta, lavar el mortero con
agua destilada y aiadir los liquidos de lavado también a

Ia probeta y completar los 1000 ml. Mezclar bien.

2.9.-Solucion Buffer de Fosfatos pH 6.0
Fosfato diacido de potasio 3.0g.
Fosfato monoacido de potasio 3H20 0.6 g.
Agua destilada 1000.0 ml.
Disolver en una pequeiia cantidad de agua destilada y

aforar a un litro.

2.10.- Oxibac.
Para limpieza de equipo y maquinaria:
30 ml. de Oxibac por cadal( litros de agua.
Para desinfeccion de paredes y pisos:

75 ml. de oxibac por cada 10 litros de agua destilada.

2.11.- Solucion Buffer de Fosfatos para extraccion.
Fosfatos diacido de potasio 15¢g.
Fosfato monoacido de potasio 3H20 3.5g.
Agua destilada  Aforar a 1000.0 ml.
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2.12.- Cloruro de calcio 20%
| Cloruro de calcio dihidratado 200 g.
Agua destilada 100.0 mi.

2.13.- Suero Fisiologico.
Solucion acuosa de cloruro de sodio al 0.85%
NaCl 0.85g.
Agua destilada 100.0 ml.

2.14.- Solucion Buffer de Fosfatos pH 6.0 (Wilson-Ingledew)
Fosfato diacido de potasio 0.05M

NaOH 0.05M
Mezclar las soluciones A y B hasta que den un pH de 6.0

2.15.- Almidén Soluble 0.2% (Wilson-Ingledew)
Almidén soluble Merck 0.2g.
Solucion buffer de fosfatos pH 6.0 100.0 ml.
Mezclar el almidon con la solucién buffer y calentar a
ebullicion. Posteriormente se enfria a la temperatura que

se requiere para la determinacion enzimatica.
2.16.- Solucion Stock de Iodo (Wilson-Ingledew)

Yodo al 0.5% en una solucion de yoduro de potasio al 5%

en agua destilada.
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2.17.- Reactivo de Yodo (Wilson-Ingledew) .
Solucion Stock de Yodo 1.0 ml.
Agua destilada 500.0 ml.
El agua destilada debe ser previamente acidificada con

acido clorhidrico SN.

2.18.- Acido Clorhidrico 5N.
Acido clorhidrico sp.gr. 1.19 411.8 ml.
Agua destilada  Aforara 1000.0 ml.

2.19.- Acido Clorhidrico 1N.
Acido clorhidrico sp.gr. 1.19 82.36 ml.
Agua destilada  Aforar a 1000.0 ml.

2.20.- Hidroxido de Sodio IN.
Se disuelven 100 g de lentejas de hidroxido de sodio puro
en 100 ml de agua destilada. Se tapa el matrazy se deja
reposar toda la noche a temperatura ambiente. El
carbonato se separa en forma de un precipitado
insoluble. Se filtra la soluci("m..f )
Hidréxido de sodio libre de carbonato 50.0 ml

Agua destilada libre de carbonato.
Aforar a 1000.0 ml.
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2.21.- Fenol 5%
Fenol (reactivo analitico) 50g
Agua destilada 100.0 ml.

2.22.- Acido sulfiirico concenfrado sp.gr. 1.84

2.23.- Reactivo de Somogyi de baja alcalinidad.
Disolver 12g de sal de Rochelle y 24 g de Na2CO3 en 250
ml de agua previamente hervida. Disolver , con agitacion,
4.0 g de CuS04.5H20 en 50 ml de agua, seguido de 16 g
de NaHCO3. Hervir agua destilada para eliminar el aire,
enfriar y disolver 180 g de Na2SO4 anhidro y agregarlo a
1a solucion de cobre alcalina; agregar agua destilada
hervida hasta completar un litro. El reactivo es
almacenado a 37°C durante una semana antes de usarse,
y decantado para separar cualquier precipitado que se

forme; de esta manera, el reactivo es estable.

2.24.- Reactivo de arsenomolibdato de Nelson,
Disolver 25 g de molibdato de amonio en 450 ml de agua
y agregar 21 ml de H2S04 al 96%, seguido de una
solucion de Na2HAsO4.7H20 (3.0 g en 25 ml de agua).
La mezcla es incubada durante 24 horas a 37°Cy

almacenada en un frasco de vidrio café.
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3. MEDIOS DE CULTIVO.

[1] Medio de propagacion.
(TETRAUT-STARK, 1954)
Tripticasa (casitone)
Extracto de levadura
Agua destilada
Ajustarel pHa 6.8 - 7.2

[2] Medio de produccion.
(TETRAUT-STARK, 1954)
Tripticasa (casitone)
Extracto de levadura
Almidon soluble
Agua destilada
Ajustar el pH 6.8 - 7.2

[3] Variante del medio anterior.
(TETRAUT-STARK, 1954)
Tripticasa (casitone)
Extracto de levadura
Almidon soluble

Agua destilada

1.0g.
0.5 g.

100.0 ml.

2.0g.
2.0 g.
0.1 g.

100.0 ml.

T208.
2.0 g
0.1g.

100.0 ml.
Ajustar el pH a 6.0, 7.0 y 8.0 segiin se requiera.
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[4] Almidon - Peptona de carne.

Peptona de carne Sigma 28g.
Almidén soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 0.05M 100.0 ml.

[ 5] Maltosa - Peptona de carne.

Peptona de carne Sigma 28¢g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

Maltosa esterilizada por filtracion 0.2 g.
Nota: Agregar la solucién de maltosa después de esterilizar

el medio de cultivo.

[ 6] Almidon - Peptona de soya.
Peptona de soya (soytone Merck) 432¢.-5.0g.

Almidén soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[ 7] Maltosa - Peptona de soya.
Peptona de soya (soytone)Merck 432g.-5.0g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.
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: [ 8] Almidén - Caseina (hidrolizado enzimatico).

Peptona de caseina Merck 58g.-6.0g.
Almidon soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[9] Maltosa - Caseina (hidrolizado enzimatico).

Peptona de caseina Merck 58¢g.-6.0g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[10] Almidén - Extracto de Levadura.

Extracto de levadura 5.0 g.
Almidon soluble Merck 1.0g.
CaCO3 0.01¢g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[11] Maltosa - Extracto de Levadura.
Extracto de levaduras 5.0¢g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml
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[12] Almidé6n - Harina de soya.

Harina de soya ’ S5.0g.
Almidon soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[13] Almidén - Harina de trigo.

Harina de trigo 3.0 g.
Almidén soluble Merck 1.0g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[14] Almidén - Casaminoicidos

Casaminoacidos 6.0g.
Almidén soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[15] Maltosa - Casaminoacidos.
Ca‘samin-oécidos 6.0 g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[16] Almidon - Harina de soya - Buffer,
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Harina de soya 5.0g.

Almidén soluble Merck 1.0g.
CaCO3 10.0 mg.
Buffer fosfatos pH 7.0 50.0 ml,

[17] Almidén - Harina de soya - Agua potable.

Harina de soya 350g.
Almidon soluble Merck 1.0g.
CaCO3 10.0 mg.
K2HPO4 0.175g.
KH2PO4 0.175 g.
Agua potable 50.0 ml.

[18] Maltosa - Harina de soya - Buffer.

Harina de soya S.0g.
Maltosa (solucion estéril 20%) 0.5 ml.
CaCO3 10.0 mg.
Buffer fosfatos pH 7.0 50.0 ml.
[19] Maltosa - Harina de soya - Agua potable.

Harina de soya 5.0¢g.
Maltosa (Solucion estéril al 20%) 0.5 ml.
CaCO3 10.0 mg.
KH2PO4 0.075 g.
K2HPO4 0.175 g.
Agua potable 50 .0 ml.
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