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Introduccion. Bacillus siamensis JJC33M se aislo de
suelos cultivados con cafia de azlcar, produce una a-
amilasa (AmyJ33-ABC nativa) de 50 kDa que esta
conformada por un dominio A/B y un dominio C.
AmyJ33-ABC nativa hidroliza almidén gelatinizado y
nativo, tiene un pH y temperatura 6ptima de 5.0 y 80°C,
respectivamente @, AmyJ33-ABC nativa es una
enzima con potencial biotecnoldgico, sin embargo, sus
niveles de produccién son bajos comparados con otras
enzimas comerciales. Una alternativa para incrementar
la produccién de proteinas es la utilizacion de un
sistema de expresion recombinante alterno como
Escherichia coli, algunos reportes mencionan un
aumento en la produccién de hasta tres veces @. El
objetivo de este trabajo es evaluar dos sistemas de
expresion: el nativo y el recombinante para la o-
amilasa AmyJ33-ABC y evaluar sus caracteristicas
cinéticas.

Metodologia. Se realizé la cinética microbiana de B.
siamensis JJC33M vy se caracterizo la proteina nativa
(AmyJ33-ABC) en términos bioquimicos y enzimaticos.
Por otro lado, el gen que codifica para la a-amilasa
AmyJ33-ABC fue clonado en el vector de expresion
pPET22b(+). Las clonas positivas se analizaron por
patron de restriccion con las enzimas de restriccion
Ndel y Xhol. Se evalué la induccion con IPTG (0.1, 0.5
y 1 mM). Se realiz6 la cinética microbiana de E. coli
transformada con el gen que codifica para AmyJ33-
ABC y posteriormente se caracterizé la proteina
recombinante en términos bioquimicos y enzimaticos.

Resultados. A través del andlisis de las cinéticas se
observé que ambas cepas (B. siamensis JJC33M y E.
coli) tienen parametros similares como la velocidad
especifica de crecimiento maximo (Umax=0.57-0.55h-1).
Sin embargo, E. coli transformada produce la a-
amilasa AmyJ33-ABC recombinante con una actividad
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especifica de 404.5 U/mg siendo 14.7 veces mas activa
gue la a-amilasa AmyJ33-ABC nativa producida por B.
siamensis JJC33M (27.52 U/mg). Por otro lado, en
cuanto a los parametros cinéticos, AmyJ33-ABC
recombinante es 25.7 veces mas eficiente que
AmyJ33-ABC nativa y 0.8 veces mas afin al sustrato.
AmyJ33-ABC recombinante y la nativa tienen un pH
Optimo de 4.0 y 5.0, respectivamente. Se observé un
efecto negativo en la afinidad por el sustrato en
AmyJ33-ABC recombinante ya que no hidroliza
almidén nativo. En cuanto a los productos de hidrdlisis
empleando a AmyJ33-ABC nativa y recombinante son
similares, tal parece que la conformaciéon de las
proteinas no influye en la generaciéon de productos
glucosa, maltosa y maltotriosa pero si influye en la
eficiencia catalitica, con ello se acorta el tiempo de
generacion de oligosacaridos de interés. Ambas
enzimas pueden ser utilizadas para el sector de
panificacion y obtencién de jarabes fructosados.

Conclusiones. La utilizacion de un sistema de
expresion alterno como E. coli permiti6 aumentar la
actividad especifica de la enzima, asi como mejorar
los parametros cinéticos y enzimaticos, aunque la
enzima recombinante no tiene la capacidad de
hidrolizar almidén nativo, a diferencia de la nativa que
hidroliza almidén gelatinizado y almidén nativo.
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