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RESUMEN:La cepa Bacillus sp. BBM1, productora de o-amilasas, fue aislada a partir de una muestra de suelo de la
Universidad Nacional de Colombia sede Medellin. La caracterizaciéon morfologica, bioquimica y molecular indica
que esta bacteria esta filogenéticamente relacionada con las especies B. subtilis o B. amyloliquefaciens. La amilasa
producida (BBM1) fue purificada por precipitacion con sulfato de amonio y su peso molecular fue estimado en 77.6
kDa por electroforésis SDS-PAGE. Esta enzima es completamente estable a 60°C y presenta actividad significativa
entre 30 y 80°C. La amilasa BBM1 tiene un pH optimo entre 5.0-7.0 y no requiere calcio para su funcionamiento;
estas propiedades hacen que esta enzima sea atractiva en aplicaciones industriales.

PALABRAS CLAVE: Bacillus, enzimas, o-amilasa

ABSTRACT:A novel a-amylase producing strain, Baci/lus sp. BBM1, was isolated a soil sample from Universidad
Nacional de Colombia sede Medellin. Morphological, Biochemical and molecular data suggests that this strain
belongs to either B. subtillis or B. amyloliquefaciens species. a-amylase BBM1 was purified by ammonium sulphate
precipitation and its molecular weight estimated as 77.7 kDa by SDS-PAGE electrophoresis. This enzyme was
completely stable at 60°C as presents significant activity in the 30-80°C range. Amylase BBM1 has an optimal pH in
the range 5.0-7.0 and does not require calcium. All this properties make this enzyme interesting for future industrial
applications.
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1. INTRODUCCION

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1) son enzimas que
catalizan la hidrdlisis de enlaces glicosidicos o-
1,4 presentes en el almidon, glicogeno y otros
polisacaridos. El almidon estd compuesto por
dos polimeros de glucosa: la amilosa, que
presenta Unicamente enlaces o-1,4 y la
amilopectina, que adicional a los enlaces a-1,4,
posee sitios de ramificacion o-1,6 [1]. La
industria del almidon es una de las principales
usuarias de amilasas para la hidrolisis y
modificacion de esta materia prima con el fin de
obtener glucosa, maltosa y oligosacaridos, que
pueden ser convertidos en jarabes de fructosa y
dextrosa. La glucosa obtenida, también puede ser
fermentada para producir etanol, aminoacidos y
acidos organicos [2]. Sin embargo, para la
conversion enzimatica de almidones es necesario
utilizar amilasas termoestables, ya que estas son
adicionadas luego de un paso de gelatinizacion
que requiere temperaturas entre 70 °C y 110 °C
[3]. El paso donde se adicionan las amilasas se
conoce como liquefaccion, y su objetivo es
reducir la viscosidad de la solucion mediante la
hidrolisis parcial del almidon [4]. Se ha estimado
que las enzimas hidroliticas del almidon
representan cerca del 30% del mercado mundial
de enzimas, entre las que podemos mencionar
Ultra-thin de la compaiiia Valley
Research/Diversa, Multifeet AA 2I1L° de
Genencor y Termamyl® y Liquozyme® de
Novozymes [5]. Las amilasas también pueden
ser utilizadas como una alternativa a la adicion
de malta en la industria cervecera, en el
mejoramiento de harinas en la industria
panadera, la produccion de almidones para la
industria del papel, la remocion del almidon en
la fabricacion de textiles y como aditivos en
detergentes [6].

Las o-amilasas bacterianas, y en especial
aquellas provenientes de bacterias del género
Bacillus como B. subtilis, B. stearothermophilus,
B. licheniformis y B. amyloliquefaciens, han
encontrado una amplia aplicaciéon en procesos
industriales gracias a sus rangos de temperatura
optima (25-90 °C), resistencia a pH extremos
(1.0-11.5) y altos niveles de expresion [3]. En
este trabajo se reporta la caracterizacion

morfologica, bioquimica y molecular de la cepa
nativa Bacillus sp. BBM1 productora de a-
amilasas termoestables, y una metodologia de
produccion y  purificacion de la enzima.
Adicionalmente, se determinaron los rangos
optimos de temperatura y pH, termoestabilidad
y dependencia de iones sobre la actividad de esta
nueva amilasa.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracterizacion y  cultivo  del
microor ganismo

El microorganismo se aislo a partir de una
muestra de suelo de la Universidad Nacional de
Colombia sede Medellin y se caracterizo
bioquimicamente con la prueba API 50 CH
(API, Bio-Merieux) [7]. La caracterizacion
molecular del Bacillus sp. BBM1 se realizo
mediante secuenciacion del gen ribosomal 16S
(16S ADNr ). La amplificacion de este gen se
llevd a cabo mediante PCR, con los cebadores
PA (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y
pC5B (5’-TACCTTGTTACGACTT-3) [8].

La secuenciacion del producto de PCR fue
realizada por Macrogen Inc., Seul, Corea y
depositada en GenBank con el cédigo de acceso
Fl411412.

La similitud con otras secuencias fue
determinada por medio de una bisqueda con el
programa BLAST [9].

El crecimiento del microorganismo se llevo a
cabo en medio de cultivo LB, suplementado con
1% de almidon soluble e inoculado con esporas
previamente activadas (1% del volumen final del
medio de cultivo), Las condiciones de
crecimiento fueron 40°C y 180 rpm durante
aproximadamente 60 horas. El extracto
enzimatico se obtuvo centrifugacion por 20
minutos a 7000g.
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2.2 Purificacion de la a-amilasa

La enzima se precipitd a partir del extractro
enzimatico mediante adicion de sulfato de
amonio hasta una saturacion del 40%,
incubacion en hielo por 20 minutos y colectada
por centrifugacion (20 minutos a 7000g, 4 °C).
El pellet se resuspendi6é en un volumen minimo
de tampon citrato (50 mM, pH 6.0) y se paso a
través de una columna Biogel P100
preequilibrada con la solucion de citrato. Se
tomaron fracciones de 1 ml y se seleccionaron
aquellas con actividad amilolitica. El grado de
pureza fue evaluado mediante la relacion
actividad/[Proteina total] y electroforesis en
poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) [10]. La
concentracion de proteina fue estimada mediante
el método de Bradford [11].

2.3  Prueba enzimaitica

Se tomaron 700 pul de solucion de almidon
soluble al 1% en tampén citrato (50 mM, pH
6.0), se adicionaron 100 pl de extracto
enzimatico y se incubd durante 45 minutos a la
temperatura  establecida. Para detener la
reaccion se tomaron 40 pl del extracto anterior y
se adicionaron a 1 ml de HC1 0.1 N. A la mezcla
anterior se le agregaron 40 pl de yodo de Gram y
se midi6 la absorbancia a 660 nm. Como
estandar se utilizé una curva patrén con almidon
soluble sin enzima. Las unidades de actividad se
definieron como el porcentaje de disminucion en
la absorbancia respecto al control negativo, asi:
actividad = (AC660-A660)/AC660.

2.4 Caracterizacion de la enzima

La temperatura optima de la o-amilasa fue
estimada mediante la prueba del lugol en un
rango de temperaturas entre 30 °C y 90 °C en
tampon citrato almidon 1% a pH 6.0. La
termoestabilidad de la enzima se estimo
mediante incubacion del extracto crudo en un
rango de temperaturas entre 30°C y 90°C por
quince minutos y medicion de la actividad

residual. El pH optimo de la a-amilasa fue
determinado mediante medicion de la actividad
en un rango de acidez entre 2.0 y 13.0 utilizando
los siguientes tampones: Bis-Tris/HCI (pH 5.5-
7.0), Tris/HCI (pH 7.5-8.5) y glicina/NaOH (pH
8.5-10.5). El efecto de diferentes
concentraciones de calcio y EDTA fue evaluado
en buffer citrato suplementado con NaCl (50
mM, 100mM, 200mM, 400mM y 800mM),
CaCl, (1 mM, 10 mM y 100 mM) y EDTA (1
mM, 10 mM y 100 mM).

3.  RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de la cepa productora

La cepa BBM1 es un microorganismo Gram
positivo que forma esporas subterminales
elipsoidales. La bacteria tiene forma bacilar con
dimensiones de ~1.8 pm x ~0.7 um (Figura 1).
Las colonias son color crema, de consistencia
cremosa, con borde y superficie irregular. Al
crecer la bacteria en un medio solido con
almidon al 1% y tinciéon con yodo se aprecia la
presencia de halos de degradacion caracteristicos
de la produccion de amilasas (Figural). El
analisis de la secuencia del gen ribosomal 16S
confirma que esta bacteria pertenece al género
Bacillus pero no da claridad sobre la identidad
de la bacteria a nivel de especie. Luego de una
blisqueda con el programa BLAST[9], se
obtuvieron 51 cepas de Bacillus con el maximo
puntaje (2488 bits), dividas asi: Bacillus subtilis
(27), Bacillus sp. (16), B. amyloliquefaciens (4),
Bacillus velezensis (4). Recientemente se ha
determinado que B velezensis es un sindonimo
heterotipico de B. amyloliquefaciens [12]. Lo
que indica que nuestro aislamiento corresponde a
B. subtilis o B, amyloliquefaciens, especies que
no pueden ser diferenciadas facilmente por
métodos bioquimicos, siendo necesario el
analisis de secuencias adicionales, como la
region ITS 16S-23S, para la determinacion a
nivel de especie [13].
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Figura 1. Deteccion de la oi-amilasa y microscopia electronica de barrido de Bacirl/us sp. BBM1
Figure 1. Detection of ai-amylase and scanning electron micrograph of Baci//us sp. BBM1
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Purificaciéon y caracterizacion de la

La produccion de a-amilasas por la cepa BBM1
alcanza un maximo aproximadamente a 60 horas
después de la inoculacion del medio de cultivo.
La amilasa puede ser precipitada utilizando
(NH4),SO4 al 40 %. En este paso se obtiene una
purificacion significativa de la enzima,

A B
kba M 1 2

lo cual puede evidenciarse por electroforesis
SDS-PAGE (Figura 2A). A partir del gel, se
estima que el peso de la enzima es de 77.6 kDa
(Figura 2B). El analisis por electroforesis nativa
del extracto indica que la proteina posee un
punto isoeléctrico inferior a 6.8, ya que esta
migra como un anién en las condiciones de
corrido (Figura 2C).
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Figura 2. A) Electroforesis SDS-PAGE del proceso de purificacion de la a-amilasa BBM1. 1, extracto libre de
células; 2, precipitacion con (NHy),SO4; M, marcador de peso molecular. B) Estimacion del peso molecular. C)
zimograma de la o-amilasa
Figure 2. A) SDS-PAGE electrophoresis of a-amylase BBM1. 1, Cell-free extract; 2, (NH4),SO4 precipitation; M,
Molecular weight markers. B) Molecular estimation. C) o-amylase zimogram
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3.3 Temperatura y termoestabilidad

La o-amilasa BBM1 presenta una actividad
significativa entre 30°C y 80°C, con un maximo
a 60°C, que también corresponde al maximo de
estabilidad (Figura 3). La enzima trabaja con una
eficiencia superior al 80% entre 45°Cy 72 °Cy
su actividad decrece rapidamente por encima de
80°C. Mediante una grafica de Arrhenius (no
mostrada), se estima que esta a-amilasa tiene
una energia de activacion catalitica de 5.98
kcal/mol y una energia de activacion para la
desnaturalizacion de 22 kcal/mol. La amilasa
BBM1 es 100 % estable a una incubacién por
15 minutos entre 30°C y 60°C. Sin embargo, a
70°C la actividad residual disminuye en un 85 %
y se vuelve cero por encima de 80°C (Figura
3B).

La mayoria de a-amilasas producidas por B
amyloliquefaciens y B. subtilis presentan una
temperatura optima cercana a los 70 °C [14] y en
el género PBacillus se han encontrado enzimas
con temperaturas Optimas superiores aisladas a
partir  de B licheniformis 'y B
stearothermophilus [15, 16]. Pese a que la
termoestabilidad de esta amilasa es moderada si
se compara con la producida por otros Bacillus,
la temperatura optima puede ser mejorada con
técnicas como mutagénesis dirigida. En las
décadas pasadas se ha adquirido una gran
cantidad de informacioén bioquimica, mutacional
y estructural que han facilitado la comprension
de las propiedades térmicas de las a-amilasas
[17]. Algunas variantes termoestables han sido
construidas mediante sustitucion en las
posiciones H133 y A209 por los aminoacidos
isoleucina y valina respectivamente [18]. Otro
tipo de sustitucion estabilizante consiste en
reemplazar los aminoacidos glutamina y
asparagina, ya que su deaminacion a altas
temperaturas contribuye de manera negativa a la
termoestabilidad enzimatica [19]. Esto ha sido
demostrado con la mutacion N190F para la
amilasa de B. licheniformis[20].

El caso mas sorprendente ha sido el descrito por
Declerck et al, quienes lograron incrementar la
termoestabilidad de una alfa-amilasa en 50 °C
[21].
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Figura 3. Temperatura Optima (arriba) y
termoestabilidad de la a-amilasa BBM1 (abajo)

Figure 3. Optimal temperature (above) and thermal
stability of a-amylase BBM1 (below)

3.4 RangodepH

La influencia del pH sobre la actividad
enzimatica se ilustra en la figura 4A. El perfil de
actividad muestra que la o-amilasa BBMI1
presenta actividad maxima en el rango 5.0-7.0.
El efecto del pH sobre la catalisis enzimatica
refleja el estado de ionizacion de algunos
aminoacidos importantes para que se lleve a
cabo la reaccion catalitica. El pKa de estos
aminoacidos puede ser estimado usando una
grafica de Dixon-Webb [22]. Para el caso de la
amilasa BBM1 la actividad esta regida por
aminoacidos con un pKa cercano a 3.8 y 8.2 que
pueden corresponder a aspartato (3.9) y cisteina
(8.37) respectivamente (Figura 4B).

El pH 6ptimo para las a-amilasas de B. subtilis o
B amyloliguefaciens es variable, pero se
encuentra generalmente en el rango 6.0-7.0 [19].
Existen pocos reportes de a-amilasas con un pH
optimo por debajo de 5.0. Algunos casos
excepcionales incluyen la alfa-amilasa producida
por Alicyclobacillus acidocaldarius con un pH
optimo de 3.0 y la producida por Pyrococcus
furfosus activa a un pH de3.5[23, 24].
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Debido a que la mayoria de las amilasas
utilizadas en la sacarificacion del almidén no son
estables a pH acido, este proceso debe ser
ajustado a un pH cercano a 6.0 [14]. Se ha
planteado que los costos de procesamiento del
almidon pueden ser reducidos de manera
significativa si se utilizan amilasas estables a la
acidez en el paso de sacarificacion ya que esto
permitiria realizar la hidrdlisis de almidon en un
solo paso [14]. Lo anterior hace que la actividad
de la amilasa BBM1 a pH acido sea una
propiedad muy interesante para su utilizacion en
procesos industriales.
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Figura 4. Efecto del pH sobre la a-amilasa BBM1
(arriba) y grafica de Dixon-Webb (abajo)
Figure 4. Effect of pH on a-amylase BBM1 (above).
Dixon-Webb plot (below)

3.5  Efecto del Calcioy EDTA

Una caracteristica de la o-amilasas es el
requerimiento de iones de calcio para mantener
la integridad estructural y mejorar la estabilidad
térmica [17]. La mayoria de las estructuras
cristalograficas de o-amilasas demuestran que
¢stas contienen un sitio de union al calcio
localizado en la interface entre los dominios A y
B. Sitios de unioén al calcio adicionales, han sido
reportados para otras amilasas de Bacillus
lichenifornus, B. amyloliquefaciens y B.
stearothermophilus [25]. La remocion del calcio

mediante la adicion de agentes quelantes tiene un
efecto negativo sobre la estabilidad y tasa
catalitica de estas enzimas [26]. Esta
dependencia al calcio es problematica en la
industria del almidon, debido a la formacion de
oxalato de calcio, el cual puede bloquear tuberias
e intercambiadores de calor [14]. Ademas, la
presencia de calcio no es admisible en productos
como la cerveza. La formacion de oxalatos
puede ser atenuada con la utilizacion de enzimas
que requieran este elemento en Dbajas
concentraciones y mediante disminucion del pH
durante el proceso de produccion. Mediante
ingenieria de proteinas ya se ha logrado la
generacion de enzimas que no requieren calcio y
con una alta resistencia a pH acido, como
Termamyl LC®[27].

Una de las caracteristicas mas interesantes en la
amilasa BBM1 es su baja dependencia del calcio
para estimular su actividad (Figura 5). Solamente
a concentraciones de 200 ppm se logra observar
una leve mejora de la actividad respecto al
control positivo. Eso se confirma con la
incapacidad del EDTA de disminuir la actividad
catalitica. Las amilasas que no requieren calcio
son bastante raras, siendo una excepcion la
amilasa aislada a partir de Bacillus sp. KSM-
K38 (Amyk38) la cual requiere iones de sodio
como sustituto [28]. Sajedi ef al. reportaron una
enzima con caracteristicas similares a BBM1
aislada a partir de Bacillus sp. KR-8104 (KRA),
cuya actividad es independiente de la presencia
de iones Ca®", es activa a bajo pH y presenta una
alta resistencia a la adicion de EDTA [26].
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Figura 5. Efecto del calcio y EDTA sobre la a-
amilasa BBM1

Figure 5. Effect of calcium and EDTA on a-amylase
BBM1
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4, CONCLUSION

Bacillus sp. BBMI1 produce una amilasa que es
activa en un amplio rango de pH y con actividad
significativa a pH 4acido. Esta enzima no
requiere calcio para su funcionamiento. Estas
dos caracteristicas hacen de la amilasa BBM1
una enzima con potencial aplicacion en la
industria del almidon. Por esta razéon es
importante llevar a cabo estudios enzimaticos
complementarios, asi como la secuenciacion del
gen codificante para esta enzima con el fin de
entender el mecanismo de resistencia a bajo pH
y su independencia al calcio. Finalmente de gran
importancia sera la identificacion a nivel de
especie de la cepa BBM1, con base en analisis
de secuencias de otras regiones diagnoésticas del
genoma bacterial.
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