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1 N T R o D u e e ¡ o N 

No podemos analizar la producción de enzimas por !er

mentación de una manera aislada. Comparte con todos loa 

procesos de rermentaci6n un desarrollo histórico y una s~ 

rie de características. Es por ello que se presenta en 8A 

ta introducción primeramente un bosquejo histórico del de

sarrollo de la industria de fermentación, para pasar en s.t 

guida al campo específico de la producción de enzimas de 

origen microbiano y, finalmente, se presentarán los ante

cedentes del trabajo. 

l.- OBTEUCION DE E.NZI'US POR FE.RME.NTACior;Es INDUS1'RIALES 

l.1.- Historia. 

Aún sin conocer las causas que originaban el proceso 

de fermentación, ~ste era aplicado desd,e la antigUedad en 

diversas prácticas de obtención de alimentos y bebidaa C.Q. 

mo: quesos, encurtidos, conservas, panes, licores, etc. 

Antes de Pasteur ya eran conocidas la fermentación alcoh~ 

lica, la aeróbica de ~ergillu~ oryzae, se producía ana~ 

r6bicamente levadura para panificación y se conocían algy 

nas t'cnicas de inoculación y asepsia (Johnson, 1971). 
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Fue en 1836 cuando se atribuyeron por primera vez los feruS

menos de putretacc16n y fermentación a microorganismos (Ga

briel y Fogel, 1955). Los descubrimientos de Pasteur sobre 

la importancia de éstos en las fermentaciones fueron mu;r ri 

levantes; sin embargo, no hubo grandes innovaciones en el 

campo sino hasta comenzar el siglo X.X. La Primera Guerra 

Mundial fue un evento determinante. Se 1nic16 en esta épo

ca la producc16n industrial de sustancias como glicerol, a

cetona, 'cido c!trico y de las primeras enzimas, cuyo pri-

mer proceso industrial fue la obtencicfo del 11Taka-koj1" que 

es una amilasa !ungal obtenida a partir de Asnergillus .QLI• 

.za.e (Windish,1965). Jokichi Takamine lo patent6 en 1894 

(Faith, 1971) y se produjo a gran escala en 1914 (Prescott, 

1959). 

La Segunda Guerra Mundial y el descubrimiento de la p~ 

n1c1lina dieron el siguiente gran impulso a la industria 

de fermentac16n. Este no hubiera sido posible de no haber-

se descubierto un gran número de t•cnicas que rae 111 t aron 

los procesos de aereac16n y esterilización, además del dis~ 

ño de pruebas a escala. Bn los Últimos tiempoi no se han 

producido cambios notables en la tecnolot:ía de tabricac16n. 

Actualmente la lista de productos elaborados yor fer

mentación es amplísima y aumenta a gr~ndes pasos. Lo~ pro

ductos son muy di ver sos, incluyendo antibióticos, esteroi

des, nucleótidos y proteínas, con apltcaclones y funciones 
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en campos como el de la medicina, la agricultura, la alimen 

taci6n, el procesamiento de desechos y otros muchos (Aiba, 

1973 y Perlman, 1974). 

El inicio del desarrollo de la 1ndustr1al1zaci6n de la 

producción de enzimas se remonta al siglo XVIII. En 1752, 

R~aumier y posteriormente Schwann habían realizado observa

ciones de actividad proteol!t1ca en jugos gástricos. La ac

tividad de la amilasa fue observada por primera vez en el 

trigo en 1815 pvr K1rcho!f y despu's en la ptialina en 1831. 

Fu~ Pasteur quien dividió a los "fermentos" en organizados 

y no organizados, incluyendo en estos Últimos a los que K\lh 

ne bautiz6 en 1878 como "enzimas". Sus propiedades, cin.StJi 

ca, factores que las afectan, vienen siendo estudiadas des

de entonces (Gabriel y Fogel, 1955). 

En el terreno industrial, después del procedimiento do 

obtención de 11koj1 11 por Takamine se desarrollaron los prim.! 

roa métodos para la obtenc16n de enzimas bacterianas a es

cala comtrc1al, cuyas patentes datan de 1917, hechas por E1 
rront y Bo1d1n {Prescott, 1959). Los métodos de obtenc16n 

han variado mucho desde entonces. Los primitivos, ya fue

ran a partir de hongos o de bacterias, eran cultivos de su

perfi ele, que presentaban frecuentemente problemas de cont.! 

m1naci6n. Las diferentes variantes que han surgido son de.! 

critas por Windish (1965) y Rose (1961). En la actualidad, 

se prefiere el cultivo sumergido, patentado por Smythe, Dr~ 
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ke y Neubeck en 1950 (Prescott, 1959). Este m&todo ha pera 

mitido reducir la contaminación 1 el tiempo de !ermentac16n, 

además de facilitar la recuperación del producto. 

l.2.- froducc16n Y Anlicaci6Q de Enzima1. 

En la tabla l se presenta una lista, que no pretende ser 

exhaustiva, de las enzimas obtenidas actualmente, as! como 

de sus productores, aplicaciones y fuentes de obtención máa 

comunes. Se analizarán algunos puntos a continuación. 

1.2.1.- l~entes de obtención. 

Todos los seres vivos utilizan enzimas para regular su 

metabolismo. Por lo tanto, prácticamente cualquier organii 

mo es una fuente potencial de enzimas. No obstante, es ne

cesario tener presente que para que' pueda ser aprovechado -

industrialmente debe presentar ciertas caracter!sticas, co

mo disponibilidad, sustrato barato y accesible, ciclo de vi 
da corto, etc. Algunas enzimas se obtienen a partir de ma-

m!teros, como renina, pepsina, pancreatlna y tripsina. 

Otras, de angiospermas, como la bromelina y la papaína. La 

gran mayoría se obtiene a partir de microorganismos, que 

reúnen todos los requisitos para ser utilizados en la in

dustria. Es verdad que, como menciona Faith (1971), no siem 

pre las enzimas de origen microbiano son tan adecuadas para 

ciertos procesos como sus equivalentes obtenidos de 

fuentes. 

otras 



TABLA l 

E N Z I M A S O B T E N I D A S P O R F E R M E N T A C I O N E S 

ENZIMA 

Amilasa 

FUENTE Dí:. OB l'ENCION 

Asnergillus orvzae 

rtsp~rgillus niger 

Rhizopu& sp. 

Bacillus subt111s 

Amiloglucosidasa Hhizopus SJls. 

Asperiillus nig~r 

U o OS 

Panificaci6n. Jarabes. Textiles. 
Forrajes. Auxiliar digestivo. 
Producci6n de glucosa. 
Fermentación alcohólica. 
Preparación de cereales precocidos. 
Modif1cac16n de almidón oara cu
biertas de papel. 
Recuperaci6n de desperdicios de 
azúcar. 
Adelgazar concentrados de café, 
"Almidón soluble en !río para lava~ 
dería. 
Remoción de papel tapiz. 
Determ1nac16n de glucógeno. 
Licuefacc16n de purés vegetales. 
Potenci~!: reducción de viscosidad 
en chocolate, confitería y clarif1 
caci6n de jugos. 

Producción de glucosa. 
Sacari!icac16n del mvsto. 
Producción de cerveza baja en 
calorías. 

PRODUCTOR 

2 
5 

12 
15 
23 
25 
26 
27 
28 
29 
33 
36 

M~xico: 
8 

10 

5 8 
13 15 
23 25 

36 
México: 10 

...... 
1\) 
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ENZIMA 

Catalasa 

Celulasa 

Citocromo c 

FUENTE DE OBTEi{CIO:l 

AspergillY§ n1ger 
Micrococcu~ lyso
Sldkticys. 

Tr1ohoderma kon1ng1 
Trichoderma y1ride 
Aspergillus n1ger 

C1ndida sp, 

Colagenasa Cloatrid1wn b1i
tol.xt1cum. 

Deaminasa del 
ácido adenílico Aspergillus qrxzae 

Estaquiasa fungal 

Estrepto
quinasa 

§treptococcus sp. 

5'-fosfodies- Bacillus subt1l1s 
terasa Pen1c1111um citrinWB 

§t:eptomxces griseus 

Galactosa 
oxidasa 

fungal 

usos 

}¡ater111zac16n de leche. 
Preparac16n de derivados de 
huevo. 

Auxiliar digestivo. 
Macerac16n de vegetales 
deshidratados. 
Potencial: obtención de glucosa 
y degradaci6n de basura. 

Uso médico. 

Uso médico. 

Obtención de Inos!n monofosfato. 

Potencial: reducc16n de flatulen 
cia causada por leguminosas al 
aplicarse a las mismas. 

Uso médico 

Producci6n de ácidos 1nosínico 
y guaníl1oo. 

Determinación de az 11cares en 
la industria analítica. 

PRODUCTOR 

11 19 
26 28 
30 32 

l 12 
23 25 
28 29 

36 

30 

20 

37 



l ENZmA FUENTE DE OBTL;\CION usos PRODUCTOR 

Cervecería. 

1 

-&-glucanasa ~aslJ.J.y§ syb~1i1§ 36 

Glucosa iso- A¡:tlu:2b!!~:te¡: sp. Transformación de ilucosa a 3 5 
merasa ~asUJ.u;¡¡ coii'ulam¡ fructosa y obtenci n de li- 6 12 

\ 
La~t2~a~11lY§ ~te~4;¡¡ cores de ma!z altos en fru~ 16 25 
Aso.t1ü2Pl!ll~§ m1;¡¡;¡¡oy- tosa. 
¡:ensis 
~tup:t;.Qn;~~ ~ ;¡¡ sp. 

Glucosa A§p~rg1lJ.y;¡¡ n1ge¡ Secado de huevo. l 
oxidasa E~ü1~1ll1J.ll!I Sbti~QgenWD Eliminación de glucosa en diver- 19 

sos alimentos. 20 
Eliminación dé oxigeno en alimen 23 
tos, cerveza, bebidas carbonata- 32 
das. 36 
Con catalasa: determinac16n de 
glucosa en análisis clínicos; e-
11m1naci6n de manchas. 

Hemicelulasa Tt1cbQg~tm§ vi¡¡g~ Clarificación de ~u~os. 23 
Separación de almid n en papas. 25 

A~~e¡g1J.1Y§ n~g~[ Separación de cubierta· de frijol 29 
de soya. Alixentos de zanahoria. 36 
Con celulasa: fractura de pozos 
petroleros, concentrados de café 
y forrajes. 

pelar cítricos. Potencial: 

Hialuronidasa bacteriana Difusión de medicamentos inyec-
tables. 



FUENTE Dll; OBTEi~CION usos 

Invertasa Saccharomyces cereyisiae Confiter!a. Melazas. 

Lactasa 

Lipasa 

Naringinasa 

Pectinasa 

Saccharomyces fragilis 

Rbizopus sp. 

Mucor sp. 

Asoergillus niget 

Sclero~ina libertina 
Q,Qniothvrum diplodiella 
Asperg1ll~_fil2l2.&.l 
A. niget, A· oryzae y 
A, flavus. 

Ptctinesterasa fu.~gal 

Penicilinasa Bacillus subtilis 

Concentrados de leche entera. 
Helados. 
Potencial: panificación 

Auxiliar digestivo. Quesos, 
Esterilización de lácteos. 
Tintorería. Degradación de b.!!, 
zura. 
Potencial: desen~rasado de hue
sos para Obtencion de gelatinas 
de mejor calidad. 

Elimina sabor amargo de jugo 
de limón y de uva, 

Clarif1cac16n de vinos y jugos. 
Incrementa rendimiento en obten 
c16n de jugos, 
Concentrados de café, 

Pectina baja en metoxilos, 
Clarificación de jugos, 

Degradación de penicilina 

PRODUCTOR 

11 15 25 
35 32 ~g 

México: 11+ 

l+ 

~~ 

12 
19 
23 

9 
23 
29 
36 

29 

17 
25 
29 

32 36 
México: 10 

23 31 .... 
\J\ 



ENZDiA 

Proteasa 

Pululanasa 

Queratinasa 

Ren1na 
microbiana 

Tanasa 

Ureatoxidasa 

FUENTE DE OBTEi~CION 

Aspergillus nlger 

Aspergillus oryzae 

Mucor sn. 

lUl,izopus su. 

~treptO!!lYCes gr¡seus 

Aerobao.ter aerogenes 

~treptomyces fradlae 

}:1UCQ.Lfill• 

fungal 

fungal 

usos 

Auxiliar digestivo. Pani!icaci6n. 
Eliminar geiat1na de peliculas y 
recuperar plata. Saborizac16n y 
eliminación de bruma del sake. Gra 
duació.n de cerveza. Ablandar car:: 
ne. Recuperar desperdicios de ca~ 
ne. Ablandar tripas para embutido. 
Adelgazar solubles de nescado. Hi
drolizados de proteínas lácteas. -
Estabilización de leche evapornda. 
Detergentes. ~avado en seco. Remo 
jo y apelambrado en curtiduría. -
Tratamiento de textiles. Forrajes. 
Resolución de mezclas de aminoáci
dos. 

Potenciali jarabes de maíz altos 
en maltosa. 

PRODUCTOR 

l 
2 

12 
15 
18 
23 
25 
26 
28 
29 
3l 
36 

México: 
8 

10 

20 Apelambrado en curtiduría 

~laborac16n de quesos 8 9 19 
23 25 36 
Mbico: 10 

Potencial: reducir bruma en 
cerveza. 

Determinación de ácido úrico 
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1.2.2.- Mercado. 

La informaci6n contenida en la tabla 1 permite ver que 

la mayoría de las enzimas actualmente en el mercado están 

destinadas a la industria de alimentos. En ella han desem

peñado un importante papel, revolucionando sectores enteros 

durante los Últimos 15 añoa. Sin embargo, su papel se acr~ 

centará sin duda con las nuevas técnicas de inmovilizaci6n 

y control computarizado de procesos (Trauberman, 1975). La 

innovación de estos Últimos y el surgimiento de nuevos pro

ductos ha sido posible gracias a la actividad enzimática. -

Quiz&s el ejemplo más notable sea el de la obtención de 11-

cor de maíz alto en fructosa, proceso inexistente hace unos 

pocos años y que ha sido factible gracias a lR er;zima gluco 

sa isomerasa. Producido por prin.era vez en 1970, alcanzó -

una pr0ducci6n en ~.u. de más de 4,4o5,528,600 kg en ~975 

( Urquidi, 1975) 

Las necesidades alimenticias d~ una población mundial 

en crecimiento acelerado pueden solventarse en parte con la 

ayuda de ~stos catalizadores orgánicos, y se garantiza un 

mercado prometedor. En la hcmicelulasa, la celulasa (Spano, 

1975) y la lactasa (Kretchmer, 1972) quiz' podrán encentra~ 

se en un futuro no muy lejano soluciones realmente importan 

tes a los problemas de escasez de alimentos, eliminac16n de 

desechos y contamina e i6n ambie11tal. 



19 

Otros sectores, coito los de textiles, curtiduría y de

tergentes no dejan de ser imp-.irtantes (Faith et al., 1971). 

En este Último se esper~ un gran auge, tras haberse levant~ 

do la prohibición de la FDA (Food and Drug Adm1n1stration) 

en Estados Unidos del uso de enzimas en detergentes, que pr2 

voc6 un desplome en la producción de proteasas, que había •! 

canzado un nivel máximo en 1971 (Perlman, .1971+). 
1.2.3.- Produgtores. 

Los nroductores citados en la pri~era tabla son los de 

importancia mundial y se mencionan también los nacionales, 

que son s6lo tres y que por ahora poseen tecnología extran

jeras Enmex, S.A., Glucosa S.A. y la subsidiaria de Daas 

pfizer. La producción nacional es recientes Enmex, S.A. 

fue el primero e 1nici6 sus actividades en 1971 con la pro

ducc16n de amilasa y renina microbiana. Actualmente produ

ce además proteasas y necti11asas. Pfizer, por su parte, 

produce amilasas y oroteasas. 

1.2.1+ ... Avances tecnológicos. 

Johnson (1971) describe rápidamente los nrogresos téc

nicos logrados en el nr0ceso de fermentación. J!;n términos 

generales, han consistido en la sustituciSn del cultivo de 

superficie por el sumergido y en la producci6n de filtros 

más eficientes para l••t'.rar mayor asepsia. Hockenhull (1971) 

mencionn !!!deirás la introuucciórt de la fer:~.cntoción continua 

en sustituci6n de la produccidn pur lotes y la aparici6n de 
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medios de cultivo menos complejos y más econ6micos. En cua!! 

to al proceso de recuperación, la tecnología de membranas 

introducida recientemente ha sido un ~xito para hacerlo más 

eficiente (Gregor, 1978). 

Se ha avanzado también en las preparaciones coc:ercia

les de las enzimas. Entre los nuevos procedimientos figura 

el reportado por Nelson hace más de 60 años, pero explotado 

en los Últimos l5s la inmovilización (Sweigart, 1978). En 

ella se fija la enzima a un soporte, de naturaleza diversa 

según el IL&todo1 adsorción sobre o dentro de acarreadores, 

enlace covale;;te a éstos o entrecruzamiento de la enzima S.Q. 

bre o dentro de los mismos; encapsulaci6n y entrecruzamien

to directo enzin:ia-enzinla (Messing, 1975). La 1nmovil1za

ci6n favorece el control del proceso dé catálisis y el d1s_!! 

ño de controles automáticos para el mismo; por otra parte, 

se ahorra enzin:a al permitirse su reutilizaci6n y aumentar 

su vida ~edia (Trauberman, 1975). A pesar de las ventajas 

de esta innovaci6n, para la mayoría ·de las enzi~as es al1n 

reuy alto el costo, comparado con el de las enzimas solubles 

que se utilizan actualmente. No obstante, a futuro segura

mente cobrar' importa1~ia al ser necesario ahorrar energ,t! 

cos y ~ateriales y ante el alza continua de costos. El éxJ, 

to de la glucosa isoffierasa mencionado antes fue factible 

gracias a este proc6SO (Sweigart, 1978). 



2.- Estrategias para incrementar la oroducc16n en los 

procesos de fermentación, 

2.l.- ~foque genético. 
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Una vez establecido un proceso de fermentaci6n, conoci 

das las mejores condiciones de aireación, agitación, tipo 

de fermentador, etc., hay dos tipos de estrategias para m~ 

jorar los rendimientoss la genética y la ecol6gica. 

Demain (1973) afirma que por lo general la capacidad 

productora de una cepa sólo puede ser incrementada mediante 

la manipulación genética. Para ello es requisito conocer 

las rutas !r.etabÓlicas y los parámetros genéticos y de regu

lación que las m0dulan. De hecho, el mismo autor en 1971 

señala que los aumentos de cientos y miles de veces en la 

producción de rnetabolitos se deben a las técnicas genéticas, 

principalmente a la mutación. Señala que la lliUtación ha s! 

do importaute para la producción de n:etabolitos secundarios, 

ha ayudado a producir nuevas sustancias y a eliminar produ!:, 

tos inde seaoles. 

Las técnicas genéticas de mutación, selección e hibri

dizaci6n son revisadas por Calam (1970). Un ejemplo del e,n 

foque genético nara incrementar lu nroducción está en los 

traoajos de .:Jailey (1975) y Yeh (1977), que utilizan agen

tes mutat;énicos. J.lerrick (1975) trabaju co11 una técnica 

factible sólo en organismos que ·)reseutn11 frecuencias altas 

de recombinación: la hibridización, cuyo ol>jt::tivo es ampli

ficar lo5 efectos de la mutaci6n o de alelos naturales. 
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2.2.- Enfogue ecol6gi~Q· 

Denominamos enfoque ecológico a las modificaciones re

lativas a composici6n del medio de cultivo y a parámetros 

tísicos del medio. Se analizar{ cada tipo por separado. 

2.2.1.- Modificaciones a los medios de cultivo. 

Todo medio de cultivo debe contener fuentes de Carbono 

(C) y Nitr6geno {H), elementos llamados maci:onutrimentos, y 

ciertas sales minerales, denominadas micronutrimentos. En 

ocasiones deberán añadirse, además, cofactores importantes 

para el desarrollo. La selección de materias prirr:as estará 

en función de costo, uisponibilidad y requerimientos especi 

ficos del organismo en cuestión. Las fórmulas deben estu

diarse continuamente, ya que determinadas circunstancias e

conómicas, e incluso políticas, pueden determinar cambios 

importantes en precio y disponibilidad; p~r tanto, es conv~ 

niente tener vax· iantes. 

El mejor conocimiento de las vías metabólicas del org,a 

nismo permite apreciar el efecto que algunos nutrimentos pu~ 

den tener como inductores, represores, favorecedores de la 

formación de ciertos catabolitos, etc. (Demain, 1971). Se 

ve claramente, pues, la interrelación entre lo~ factores ~ 

n~ticos y los medioambientales. Algwios ejemplos de traba

jos con el enfoque ecológico son los de: LÓpcz (1977), Mar~ 

kanen (1976), Mitra (1975) y Puc (1977). 

Los trabajos de Mitra y J.111rkkanen son ejemplos 1ntere-
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santes, en los que la alimentaci6n cambia en el curso de 

la fermentaci6n, con el fin de provocar crecimiento al in! 

cio y despu~s inducir la forn.aci6n del wetabolito deseado. 

2.2.2.- Modificaciones a las condiciones de fermentac16n. 

Se considera como tales modificaciones a factores co

mo pH, pres16n osm6tica, osmolalidad, aereaci6n, agitac16n, 

temperatura. Aunque un proceso ele fabricac16n esté establ~ 

cido hace mucho tiempo y proporcione buenos resultados, la 

alta variabilidad de los sistemas biológicos hace que casi 

cada cepa tenga condiciones ópti~as de desarrollo particu

lares; por otra parte, cada i::etabolito tiene también con

diciones Óptimas de ~roducci6n. Finalmente, debe buscarse 

el menor costo de fabricación. 

Las modificaciones a condiciones de ferme~taci6n ya 

establecidas pueden no dar incrementos en rendimiento tan 

espectaculares como los que prop0rciona la manipulación &! 

n~tica mencionada por Demain (1971), pero si suficiente~ 

para disn:inu!r costos e increu.entar ga1iancias en forma im

portante para cada empresa en particular. En Puc (1977), 

encontramos un interesante ejemplo que ilustra la relaci6n 

entre osmolalidad y concentración y tipo de nutrimentos, l.Q. 

granda grandes ahorros al trabajar con carbohidratos más b,! 

ratoso Por su lado, Markkanen (1975) proporciona un ejem

plo de interacción e;1tre aereac16n, pH y temperatura en el 

que aumenta la oroducci6n y disminuye gastos de energía. 



En general, la ~od1!1cac16n gen6tica de las cepas de 

interés industrial resulta lenta y costosa, ya que requie

re de personal ca.Uficado y de materiales y condiciones muy 

particulares. En cambio, la mo<11flcac16n de los factores 

medioambientales para inc!rementar rendimientos es un expe

rimentaci6n no tan complicada como la anterior y no re

quiere de personal tan· especializado. Es· cierto que muchas 

veces hay que trabajar en:p!ricawenl.e, pero as! se ha encon

trado, en algunos casos, una interesante serie de sorpresas 

en la 1nvest1gac16n para la industria (Hockenhull, 1971 y 

Windish, 1965) 1 

Por lo tanto, con base en las consideraciones anteri2 

res, el objetivo de este trabajo consiste en estudiar cómo 

mejorar la producción de las enzimas alta amilasa y proteA 

sas obtenidas a partir de una cepa de Bacillus ~~q~, 

mediante cambios en el medio de cultivo. En este caso, los 

cambios conducen a modificar el parámetro pH por varios ca

minos. Este factor se seleccion6 por ofrecer perspectivas· 

de mej0rar l.;s rendimientos en la pr0ducci6n sin alterar en 

forma susta11cial el pr::iceso de obtenc ion nl requerir exces,i 

vos bastos adiclonnles. 

Las enzimas obtenidas son importantes, pues como se ha 

visto ya en la tabla 1, tienen una amplia r.ama de apllcaci~ 

nes. La fermentación que se in1,enta rnoüiflc:ir produce las 

dos enzimas, pero en la preparación comercial tiene ~ayor 

valor la activiuad proteolftica. 



3.- 4ntecedentes. 

3.1.- CQndiciones vara el desarrollo d~ ~asiil~s 

,:¡~tilia y producción de enzi~as extracelul,ares 

El Bacillus subt111s utilizado en la industria es un 

bacilo grande, cuyas dimensiones son de 1 a l.5p de ancho 

por 4 a 8~ de largo; es Gram positivo, forma endosporas,es 

saprofítico y qu1miorganotrófico y crece mejor en condicig 

nes aerobias (Dav1s et al., 1973). Tolera grandes vari~ 

clones de temperatura, entre 15g y 5ooc (Herrera, 1968) p~ 

ro su óptimo está entre los 25g y 3ooc (Sadoff, 1972). No 

obstante, es de señalarse que en la mayoría de las publlc~ 

clones consultadas trabajan a 37oc (Chambliss, 1977, Mark

kanen, 1976, López, 1977, por ejemplo). Sus endosporas r~ 

s1sten durante algunos :nomentos temperaturas superiores a 

llOoc. En cuanto a pH, parece "preferir" el medio ligera

mente ácido y el pH inicial más frecuente reportado por los 

autores mencionados antes es de 6.5. 
Esta bacteria no parece tener requerimientos especia

les respecto a fuentes de Carbono o Nitrógeno ni de sales 

minerales para su desarrollo, ya que las cantidades reque

ridas se encuentran como impurezas en 0tros constituyentes 

del medio, principiümente en la harina de soya (Windish, 

1965). Sin embargo, algw1os autores señalan el posible r~ 
++ querimiento del iÓn Manganeso (Mn ) al considerarlo factor 

crítico para iniciar el crecimiento (Salle, 1973). Este 16n 



++ 
participa, jwito con el Magnesio (Mg ), en la regulac16n 

de 1'en6menos de transporte (Hutner, 1972), la esporulac16n 

(Hutner, 1972, Lapage, 1970, Sadoff, 1972, Salle, 1973) y 

para la integraci6n del ribosoma (Tempest, 1970). 

Específicamente la pr~ducción de enzimas parece requ~ 
++ 

rir Zinc (Zn ) en el caso de la alfa amilasa (Underkof-

fler, 1977) y esta misma necesita en forma absoluta de Ca! 
++ . 

cio (Ca ) (Barker et al., 1976, Murrell, 1967, Underkof-

fler, 1977). Por su parte, ~ind1sh (1965) sugiere que 

ciertas concentraciones de fosfatos estimulan la produc

ci6n de alfa amilasa. 

Las enzimas cuya producci6n se intenta estimular en 

este caso son propias de la fase estacionaria de crecimien 

to, pero son especialmente auundantes en las esporas y º'
lulas esporuladas (Nakayama, 1977). La esporulaci6n es C.2, 

mún, pero no obligatoria, en este género. Ocurre despu's 

del crecimiento exponencial, en cuanto se agotan los nutr! 

mentas que estimulan el crecimiento vegetativo. Se preson 

tan varios eventos mJrfológicos y bioquímicos, descritos en 

Sadoff (1972), as! como de regulaci6n, como la modificaci6n 

del aparato de traducci6n estudiada por Chambliss (1977)0 

La síntesis de proteínas se altera totalmente debido a fe

nómenos como inducci6n, represi6n catab611ca, 1nhib1ci6n 

por retroali~entaci6n y a la modificaci6n de enzimas por la 

acci6n de proteasas. 
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El B. subtilis produce básicamente tres actividades 

proteol!ticas (Markkanen, 197'+) s una es la proteasa neu

tra, otra es la proteasa alcalina o de la esporulac16n y 

la Última es la proteasa ácida. La proteasa alcalina es 

absolutamente necesaria para la esporulaci6n (Sadoff ,1972) 

mientras que la neutra es más abundante y termolábil (Mar}S 

kanen, 1975). Las tres son exctracelulares, como la mayo

ría de las proteasas microbianas, y pertenecen al grupo de 

proteasas sensibles a metales o a quelantes, según la cla

s1f1cac16n de Harley. Estas varían en cuanto a especif1c! 

dad, mecanismo de acc16n y el rango de tolerancia a pH (M,2 

rihara, 1971+). Todas alcanzan su máxima producción en la 

fase estacionaria de crecimiento, aunque pueden empezar a 

producirse antes. 

La alfa amilasa de B. sµbtilis es una endoamllasa que 
++ 

ataca los enlaces o<(l-4) y contiene Ca firmemente unido 

a la mol~cula (Windish, 1965). Su síntesis tambi~n alcanza 

el máximo en la fase estacionaria, pero empieza antes que 

la de la prvteasa (Markkanen, 1974). 

Existen otras enzimas que abundan en esporas y células 

esporuladas; entre otras están la glucosa deshidrogenasa 

(Fujita, 197?) y la f-glucanaaa (Markkanen, 1976). La com 

prens16n del proceso do regulaci6n del fen6meno de la esp.2_ 

rulaci6n será, sin duua, un factor importante en la búsque

da de incremento en los rendimientos de metabolitos relaci,S? 
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n~dos con este proceso. La adición de sustancias que est! 

mulen la producci6n de esporas, como el acetato de potasio 

utilizado por Fujita (1977) para estimular la prjducc16n 

d~ glucosa deshidrogenasa y esporas, puede conducir a la 

formaci6n de mayor cantidad de metaboli tos secundarios. D.,!l 

main (1971) denomina metabolitos secundarios a todos aqu~

llos producidos durar1te el !lroceso de esporulaci6n y según 

~l las proteasas y alfa amilasa entrarían en esta clasifi

cación. Sin embargo, ~einberg (1970) considera como tales 

s6lo a micromolsculas. 

3.2.- Vartaciones Y control del pH durante la 

fermentaci6n. 

El pH del ~edio de cultivo está determinado, princi

palmente, por sus componentes, cada uno de los cuales con 

tribuye a su variaci6n en diferente proporci6n. Se pueden 

regular los cambios de pH al balancear la composición del 

medio, poniendo atención en aquellos constituyentes que lo 

afecten más. Para el caso específico que aquí se trata el 

agua de cocimiento de maíz y la lactosa lo afectan determ! 

nantemente, alterando la secuencia de pH durante la fermen 

tación y consecuentemente la pr0ducción de enzima. As!, 

tenemos que a mayor contenido de lactosa, menor será el pH 

y habrá mayor producción, ocurriendo lo inverso con el agua 

de cociu.iento de maíz. M~s aún, mientrus más r'pido des

cienda el pH,la cantidad de enzima ottenida será mayor (Yeh, 

1977). 



Las varhciones durante la fe:rn:entación provienen de 

los metabolitos liberados por el organismo y de las trans

formaciones r>rovocadas en los componentes del medio. Los 

cambios pueden ser bruscos o paul•tinos y afectan en for

ma diferente al micr1>organ1smo y al producto, cuyos pH 6p

timos no siempre coinciden. Es por ello que un control a

decuado de este parámetro puede conducir a tin incremento 

en rendimiento (Johnson, 1971). La 1tagn1tud y la veloci

dad de los cambios de pH afectan a todos los procesos me-

tabólicos, incluyendo el de la esporulaci6n. Cada cepa P.2. 

see una curva de pH caracter!stica dependiendo de los áci

dos • los que haya convertido a los carbohidratos sencillos 

según su const1tuc16n génica. Por lo general, nara las di

ferentes especi~s del género Bacillu§, al agotarse los car

bohidratos sencillos e iniciarse la fase estacionaria el pH 

tiende a alcalinizarse (Murrell, 1967). Sin embargo, en e,! 

to es difícil encontrar im consenso en l.:is diversos autores 

por la. diversidad de cepas y medios utilizad0st as!, Win

dish (1965) reporta un pll 6pt1mo para la protlucci6n de alfa 

amilasa de 6.8 a ?.2 y un descenso brusco al llegar a 7.4, 

mientras que Markkanen (1974) logra el m~ximo entre 6.0 y 

7.0. En Enmex, el Óptimo en €1 fer:nentauor está entre 6.4 

y ó.8, pero la temper;1t11ra es li¡;eramente ;¡,enor a la Lrab.! 

jaUa p0r los aut0res cit&dos (32oc1 



Existen diferentes illétodos de control de pH. Entre 

éstos se encuentram la adición lenta de cloruro de amonio 

que contribuye además a aumentar la cantidad de Nitrógeno; 

la adición de Cloruro de Calcio (CaC1
2
), sosa (NaOH) y ácJ, 

do clorhídrico (HCl) (Aiba, 1973)• Se hizo referencia an

tes al efecto del medio como elemento importante de control 

de este parámetro. Los ensayos en este sentido son muy an

tiguos, según refiere Prescott (1959). Sin embargo, siem

pre hay nuevos intentos al descubrirse y estudiarse más a 

fondo las interacciones entre los constituyentes del medio, 

el proceso de esterilización (Sidler, ~977), el papel de 

los iones (W1lliams, 1971), etc. Asimismo, al regular el 

pH deben considerarse factores como aereaci6n, agitiaci6n, 

temperatura, que de alguna manera lo afectan (Markkanen, 

1975 y Yeh, 1977). 

En la actualidad, el control y regulación del pH duran 

te la fermentaci6n se han facilitado enormemente al encon

trarse m el mercado sensores automáticos, los que además 

tienen la capacidad de mantener el valor deseado de este 

parámetro agre&ando los ácidos o bases necesarios automát1 

c ame11 te ( Sidler, 1977). 

En la fermentación con la que se trabaja en este caso 

no existe ningún control automático. Ln ocasiones se hoce 

necesario ajustar el pH inicial debido a variaciones en la 

materia prima. El comportam1ent;:i de la curva de pH carac-
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ter!stica de cada cepa se puede ~odificar, además, por la 

ad1ci6n de antiespumante. La regulaci6n de los cambios, 

normalmente, se del.le a los Fosfatos Monos6dico y Disódi

co del medio que actúan formando una solución amortiguad~ 

ra, en este caso tendiente a la neutralidad. El Carbona

to de Calcio (Caco
3

) contribuye tambi~n a amortiguar las 

oscilaciones (Hockenhull, 1959). El proceso de ester1li 

zaci6n, al favorecer reacciones químicas entre los consti 

tuyentes del medio también afecta tanto al pH inicial co-

mo a la secuencia posterior. 

~.- Estructura de! DroYesto. 

La 1nformac16n anterior sugiere el diseño de diferen

tes tipos de experimento$ que conduzcan al incremento en 

la producción enzimática al variar las condiciones de cul

tivo. Las pruebas se realizarán en el laboratorio, en ma

traces Agitados. Se pueden clasificar de la siguiente ma-

ne:ra: 

a) Modificaciones al pH inicial 

i) con ácido clorhídrico (HCl) 

11) con cloruro de amonio (NHl+Cl) 

i11) con ácido clorhídrico y cloruro de amonio 

iv) con ácido cítrico 
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b) Modif icac!ones a la soluc16n amortiguadora utilizada 

i) utilización de soluci6n citrato -fosfato 

11) utilización de amortiguador sin fosfatos 

i11) modificaciones al amortiguador de fosfatos 

e) Esterilización de sales por separado 

El material empleado pertenece a Emnex, S.A., en cu

yas instalaciones se llevar'n a cabo los experimentos. Los 

métodos y materiales de cultiv0 son los que se utilizan en 

esta empresa normalmente. Las condiciones en que se llevan 

a cabo las pruebas han sido determinadas previamente por el 

equipo t~cnlc.:> de la emrresa para alcanzar la pr1:>ducción 6.n 

tima de las enzimas deseadas. 

El llevar a cabo este tipo de ~studios dentro de una 

empresa tiene la ventaja de utilizar cepas, materias primas 

y condiciones cuyo éxito en la ~r0ducc!~n ya ha sido corro

borado en otras ocasion~s. 

En la figura l puede verse, a grandes rasgos, en qu~ 

consiste el pr.:>cedimiento de elaboraci5n de e~tas enzimas, 

incluyendo las fases de lab.:>ratorio y de fauricaci6n. Bá

sicamente, se nr.:ipa¡:a el cultivo tras lrnberse seleccionado 

UIHii c.:>lonia aislacia y comprobado los rendimientos en prue

bas de l<ib.:>réltorio c.:in :natrace~ agitaúos. liay una etapa 

de crecimiento, pri11.ero en el liaborat.:ir!o y d~spués en la 

planta, Je u011de pasa al fermentatlor. Allí se alcanza la 

fase estaciomiria de crecimieHto y, por consit:ule nte, la 



producción máxima de enzimas. 

incluye varios pasos, con el 
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El proceso de recuperaci6n 

fin de concentrar al máxi-

mo los nroductos y eliminar impurezas. Final~ente se pre

paran las presentaciones comerciales. Todo el proceso de

be ser vigilado por el Departamtnto de Control de Calidad. 
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MATERIALES Y METODOS 

l.- Microorganismo utilizado. 

BpcUlus subtil1llt mutante obtenido en Elkhc.rt, Ind1A 

na, E.u., por radiación ultraviolata; clave l4.2F2• 
2.- Medio de cµl.tiyo. 

a) Preservación en congelación: 11Litmus Milk" (Difco). 

b) Propagaci6n y selección de colon1asa ngar bacterig, 

lógico (Bioxon), caldo nutritivo (Bioxon) y pepto

na (Wilson). 

c) Crecimiento: caldo nutritivo (Bioxon) en agua des

tilada, en matraces de 2,800 ml con fondo plano y 

tapón de nlgodón y gasa. 

d) Fermentaci6m 

1) Testigo.- Incluye lactosa, harina de soya, harJ. 

na de pescado, agua de cocimiento de ~aíz, car

bona to de calcio (Caco
3
), fosfato monos6dico 

(HaH
2

Po4 ), fosfato dis.Jdico (Na
2
HP04), fosfato 

de dia~onio ( (NH4>2 P04) (DAP). 

1i) Las variantes se señalan en las tnblas correspon 

dientes a resultados, 2 a 6. 

3·- f.t.Q..q_~<;Uml.~IJ.!& .. Q.!LJ.!!.QQ.1:!la9J.<ill ..Lf.~~ntac ión. 

El medio de 1)res<::!rvaclÓn ;,e esteril 1.za según las ins

truccione;; uel f:wr le ante en t .ibo s de i.:n~:qe con tap.Sn de 

rosca de 25 ml Je capaciJad. Se inoculan con una colonia 
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proveniente del medio de propagaci6n y transferida con asa 

de sembrar, o con d.:>s mililitros provenientes del medio de 

crecimiento. Este, a su vez, debe ser esterilizado durante 

30 minutos a 120QC. Posteriormente se inocula con 2 ml de 

un matraz de crecin:iento anterior o de "Litmus Hilk 11 • Se in 

cuba durante 24 hor~s a 32QC en un agitador reciprocante. 

De este cultivo se toman 2 ml, con los que se inoculan ma

traces Bellco, de 250 ml de capacidad, con tres bafles y 

tapados con gasa doble, que contienen el medio de fermenta

ci6n. Estos se incuban durante 48 horas a 32oc en un agi

tador rotatorio IH:.W BRUNoííICK G 10, a 310 r.p.m. En los CJ!. 

sos en los que se pretende elaborar una curva de desarrollo 

durante la fermentaci6n, se extraen 1tuestras a diferentes 

tiempos. Al final, se someten a los análisis indicados m~s 

adelante. 

5.- Pureza del medio d6 culti~o.- Para detectar contaminan

tes se elabora una laminilla, se tiñe con la t€cnica de Gram 

y se observa directamente al microscopio. Se sieffibra, ade

m&s, un control. en medio de propagaci6n, que se incuba du

rante 24 horas a 32QC. 

6.- lili·- Se utiliza un potenci6n;etro BECKHAN ZEROHATIC SS 3 

y se mide a 3oac. 
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7.- Niyel de ¡¡~§ ¡~yctgr~§·- Se usa el método Schoo.i. 

le modificado por Enmex. 

8.- Qrec~m1~ll1g.- Se expresa en Densidad Optica leyendo a~ 

sorbancia a 54o nm en 1.Ul espectrofotómetro BECKMAN. Las 

lecturas directas son en transmitancia y se transforma n 

absorbencia siguiendo las tablas contenidas en Laskin et al. 

(1973). Las diluciones -son de l g en 100 mJ,. de agua desti

lada, seg\Úl recomiendan Chambliss (1977), Glaser (1977) y 

L6pez (1977). 

9.- ~19..!!.9....!milol~.-Se aplica el método de Wohlge

muth (1908), citado por Prescott (1959) y modificado en En 

mex. Esta prueba está basada en el tiempo requerido para 

que una preparacidn de alfa amilasa bacteriana hidrolice 

un sustrato de almidón hasta una del(.trina de tamaño def1n.! 

do. El tamaño de la dextrina se indica por el color de un 

complejo dextrina-yodo. Se define a m1a wlidad ',\ohlgemuth 

modificada (MWU) como la cantidad de enzl!!la que dextriniza 

100 mg de aln.id6n soluble (Lintner, Merck) a una dextrina 

de tamaño definido en treinta minutos uajo las C.);.diciones 

de la nrueba. 

10.- Actividad proteolítica.-Se utiliza el método de North. 

rup modificado en E~~ex. Esta técnica se basa en la dige~ 

tión de una s;-ilución regnluJa (pl! 7.4) de caseína (Hutri

tional liiocheffiicals) durante 35 minutos a 4ooc, se~uida de 

una nrecipitación Je la cusefoa no digerida y filtración. 
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La cantidad de caseína hidrolizada se mide colorim~trica

mente tras haber añadido reactivo de fenol Folin-Ciocalteu 

(Sigma). Una unidad Northrup (NU) se define como la cant! 

dad de enzima que provoca una hidr6lisis del 40% del sus

trato de caseína bajo las condiciones de la prueba. 
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R E S U L T A D O S 

a) Modificaciones al pH iniq1al. 

En numerosas ocasiones es necesario ajustar el pH in! 

cial de un fermentador. En el caso que aquí se trata, el 

pH del medio es de 6.3 a 6e4, por lo general. Si hay nec~ 

sidad de corregirlo se añade HCl diluido (~cido muriático) 

o NaOH (sosa cáustica). 

Con el fin de determinar si este pH y este tratamiento 

son realmente los m~s adecuados para comenzar la fermenta

ci6n se planearon los experimentos que a continuacidn se 

explican. 

Al medio de cultivo normal se le agregaron l 6 3 ml 

de HCl lM, inmediatamente antes de inocular, obteniéndose 

los valores de pH inicial que se muestran en la tabla 2. 

El pH fue determinado a 30QC. Las cantidades de HCL se s~ 

leccionaron, tras probarse varias, por su facilidad de ma

nejo y por proporcionar decrementos paulatinos de este pa

rámetro. Se logr6 un ligero aumento en la producción de 

proteasa y pequeñas disminuciones en la de amilasa. Los pH 

finales son ligeramente más ácidos que el del testigo, a 

diferencia de los casos, analizados más adelante, en que se 

agregó NH4c1, en que son más ácidos todavía. 



Por otra parte, se pens6 que la adici6n de sustancias 

podría cumplir dos fW1clones: disminu!r el pH e incrementar 

la prov1si6n de Carbono y Nitr6geno (Alba et al., 1973). P.!, 

ra ello se utilizaron ~cido cítrico y NH4c1. El primero, a 

la misma molaridad que el HCl, mientras que el segundo se 

probó en diferentes molaridades y cantidades, tal como se 

puede ver en la tabla 2.· 

La adición de NH4Cl lM en cualquier cantidad disminuye 

bnto la actividad amilol!tica como la proteolítica. Lo miJ! 

mo pasa con una molaridad 5 veces mayor. La acidez fina.l 

es en todos los casos inferior a la del testigo. El número 

de matrace& es muy pequeño, pero no se consider6 pertinente 

repetir estos experimentos siendo tan notablemente perjudi

ciales los tratamientos. 

Cuando se agrega NH4Cl 5M mezclado cou HCl lM se ele

va la actividad amilolítica respecto al testigo, mientras 

que la proteasa no se afecta. El incren:eato logr11do en la 

actividad amilolítica es bastante bueno como para nensar en 

la adopci6n del tratamiento a escala industrial, pero ten

dría que ser en 1ma fermentación en que sea mis imnortante 

obtener acti~idad amilol!tica ~ue pr0teol!ticao 

En los casos en los que se añadió ácido cítrico se o~ 

serva una tendencia a la étlcaliniz'lción del pll final. El 

tratamiento resulta negativo para la actlviJaJ nrJte;.)l!ti

ca aw1que llay al.Uilentos en la amllol!tic::i 1 si bien no muy 

impor tlilnte s. 



T 1\.:. LA 2 

MODIFICaCIONi.:d> A L p li I :; I e I A l, 

'l:RATAi·: n .. ;·ro piU pHf MWU % e(i.;"1>U) m NU % id!!U) 11l 

HCl lM 3 ml 5.9 6.2 30862 95. 7 8500 7 ~ JJlZ.al 2.2 7 
Testigo 6.2 6.3 32239 100.0 12700 7 17.1 100.0 3.6 7 

HCl rn 1 ml ó.J. 6.l lt-0515 92.5 6100 15 19.9. 100.2 2.0 15 
Testigo 6.3 6.3 43791 100.0 '1+00 15 19.8 ioo.o 3.-s 15 

l~Cl lM 5 ml 6.3 5.9 18843• 50.0 o 2 20.2 • 81.5 o.o 2 
Testigo 6.'+ 6.3 37723 100.0 250 2 2'+.8 100.0 o.4 2 

tlH1{l lM 10 ml 6.2 r,.2 2'+246• 64.3 20 2 15.7 64.3 0.2 2 
Te tigo 6.4 6.3 37723 ioo.o 250 2 24.8 loo.o 0.4 2 

1m~c1 5H 2ml ó.3 5.9 35995• 68.ó 5400 ~ 15.8 80.0 l.-', 3 
'l'e.,Ugo 6.4 6.2 52480 100.0 2100 24.3 loo.o 2.? 4 

?!H4Cl 5l! Lml + HCl rn 2 m..l 6.1 6.0 ~t~M .l.3W 1300 2 13.5 99.z 2.1 4 
Test1co ó.4 6.4 100.0 1100 4 13.5 100.0 o.o 4 

Acido cítrico lM 3 ml 5.8 6,4 ~ llit.3 10300 11+ 19.8 79.8 3.1 11+ 
Testigo ó.3 6.3 373 100.0 7900 14 24.d 100.0 4,3 14 

Ac ido dtrico lM l ml 6.1 6. 5 ~ lQ4& 6200 9 15.4 71+.5 1.9 10 
Testigo ó.3 6.3 100.0 4200 10 20.7 lOO.O 4,tl 10 

pHi= p:i inicial 1-r,fü= un1d:icles Wohl¡;emuth moúificadas fo= porcentaje úe actividad 
pHf= pH final uu= unidades ¡1orthrup respecto al testifo 

• = diferenc ir. s sit;nifica\.ivas e= error típico (en M\.IU y NU) m= matraces analizados 

xg.95 
li= ~ejoria tn actividad 

+-.... 
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b) M2d!ficacione.§. al amortj,guador ut111zadQ. 

1) utilizaci6n de solución citr1\o - fosfatq_. 

En un medio de cultivo normal se encuentra presente y 

na soluci6n amortiguadora formada por los fosfatos monos6-

dico y disódico {Hockenhull, 1959), según se ha mencionado 

ya antes. Las cantidades utilizadas corresponden a un pH 

de 7.0 a 23gc (Gomori, 1951+). Se pens6 que las necesida

des de fosfatos de Bacillu§ subtilis podrían ser cubiertas 

con los fosfatos dis6dico y de diamonio, puesto que este 

organismo no presenta req'.lerimientos especiales de este e

lemento (Lapage, 1970). En cambio, se podría ut:Uizar una 

soluci6n amortiguadora que contuviera más fuentes de c. Se 

seleccion6 el de citrato-fosfato propuesto por Gomori (1954) 

y las concentraciones utilizadas se encu~ntran, junto con 

los resultados, en la tabla 3. 

A simple vista nos damos cuenta de que estos ingredien 

tes no son adecuados para la producci6n de ninguna de las 2 

enzimas. La alcalini11ación final del medio es notable, a 

pesar de lo cual en el caso de la soluci6n IV, cuyo pH a 

23ac es de 7.0, como en el testigo, el valor en NU no se ~ 

recta. 

i1) ut111zaqi6n de amortiguador sin fosfatoª. 
++ La acci6n combinada del Ca y los fosfatos para con-

trolar el ritmo de las oscilaciones de pH ha sido ya menc1~ 

nada. A Últimas fechas, empero, se ha encontrado que la pr,! 



rt ~ O R ~ I G U A D O ~ · C I l ft d ~ O F O ti F A ~ O 

·ratt·r,1:-11~ ·::o p.ii pHf mm "' e(}ftlU) m nu d' e(!íUJ m ,, ,. 

Solución l:a 2i!P(\ ñciuo c!trico pH a 2311c 
{ ¡;) {g) 

------··· 
I l .1¿58 0.3800 t) ,4 6,3 7.1 19100 73.9 7700 9 9.5 52.5• 2.0 9 

Ttzti¡;o 6.3 6,3 25853 ioo.o 7100 lO lB,l 100.0 l.6 10 

lI i.0785 o. 2629 ti.6 6.3 7.1 19246 81.6 7500 3 7,7 46.B• l.l 6 
'I'e::ti[O 6,3 6,3 23582 loo.o 4700 5 15.8 100.0 1.7 6 

1 

UI 1.2047 0.1765 ó,tl 6.4 7.l 24463 6:i.2• 8800 3 12.B 81.1 1.4 5 
Testi~ú 6,3 ó,3 37602 100.0 5200 5 15.tl lOO.O l.2 6 

1 rr l.2814 O.l.:66 7.0 ó.6 7,2 26605 73.4 19600 6 14.l 97.2 3.9 8 

1~C~ 6,3 6.4 36254 100.0 25500 6 14.5 loo.o i.o 8 

p:!1= p:i i:Jir) i<.l H1.U= uni.iaJes ;Johl¡::etnuth ruoulfic:idas % = porcentaje de actividad 
p:!f= pn fim:.l ¡;u::: uniu<ides llorthr11p respecto al tést1co 
• = diferenc in s1~nif1C<Jtiva e= error típica (en MWU y en NU) m = matr~ces analizados 

X(i.95 
·-----

+ 
\.AJ 



sencia de fostatos en el medio favorece reacciones con el 

caco
3

, incluso en cantidades tan pequeñas como las que pu~ 

den encontrarse en el agua potable (Sidler, 1977). El Ca++ 

es importante para la estabilizaci6n de las amilasas (Un

derkoffler, 1977) sobre todo si actúan a al t;is temperatu

ras (Atkinson, 1976). Si este ión es atrapado por los fo~ 

fatos, la actividad amilolítica disminuirá; ;idemás, Sidler 

encontró que también se afecta la actividad oroteol!tiaa. 

Por esto d!señ6 un medio en el que la actividad amortigua

dora de los fosfatos es desempeñada por otras sales, prin

cipalmente cloruros. Su composición se detalla, jWlto con 

los resultados, en la tabla 4. Puede verse que no incluye 

caco
3

; siu embargo, el no utilizarlo determina un pH exce

sivamente ácido. Por ello se usó. el 50% de la cantidad no~ 

mal de este compuesto para lograr una alcalinización del pll 

inicial que lo aproximara más al del testigo; si se usaba 

la cantidad normal la alcalinizacl6n era excesiva. 

En la tabla 4 de resultados se ve que el medio, tal CQ 

mo lo usa Sidler, no es adecuado parél nir.guna de lál s d0s en 

zimas. Agre&ándole Caco
3 

se locra no afectar la proteasa y 

disminuír li~eramente el decre1'.1ento del tratarr.iei:to a11terior1 

en el que además es reare ad a la ac ldez tanto inicial como ti-

nal. 



ll\hLf, 4 

h ~ O R T I G U h D O R S l íl F O B F A ~ O ~ 

TRAl'AHI.:.i;To 

Medio sin fosf3tos (Sidler: 1977) 

COMPOSICION 

FeCll 5.0 mg RaCl l.O e 
UeCl

2 
5.0 mg llH4Cl 1.0 g 

CaCl
2 

2.5 me J:n Cl¿ o.¿ g 

CantiaudHs para 1 litro de 
af.ua dest1lati~ 1 d~l que se 
añade l ml al medio ae cul-

tiyo, 

R E S U L T A D O S 

pH1 p!!f l·:VIU ¡;, 

5.3 5.4 10746 64.2 

l·:ed1o sin fosfbLOS + 0.3 g CaC03 6.t. 6.4 13261 79.2 

Test1¡:o 

pH1= pH 1n1c 1al 
pHf= pH final 

ó.3 5.9 167;1 100.0 

MWU= unidades Nohl~emuth modificúuas 
llU= unidad'-' s J·;orthrup 

e= error t!p!.co (en :.~,;u y en '.\U) 

( ::..;idler, 1977) 

eo:;;:;¡ m :~1 -· ,. --( .... , :-i 
-~~:.---~ 

1110 

70 

1% 

3 

3 

3 

l0.5 

14.o 

75.2 1.} ~ 1 
1 
1 

1 
0.7 

< 1 , -1 
/!= porcentaje de activiJa<l 1 

respacto :il test.it;o ::J 
:n= nÚ!:lero de rwi.races anal~;:~...;..is 
N= mejoría de actividad 
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111) 119dit1cac1ones al amo¡tiguador de fosfatos. 

Se ha repetido ya en varias ocasiones la 1.n:.portancia 

de los fosfatos en la solnc16n amortiguadora, mayor que la 

nutritiva. Así como se probaron diferentes pH iniciales, 

en esta serie de experimentos se pretendía ver si las con

centraciones de fosfatos monos6dico y dis6dico utilizadas 

eran efectivamente las que proporcionaban mejores condici~ 

nes de amortiguaci6n. Se consult6 la tabla de Gomori (1954) 

y se seleccionaron concentraciones que en solución prop~r

cionaban un valor de pH en el rango del testigo. Las soly 

ciones as! obtenidas se agruparon como de "nivel alto" de 

fosfatos, por ser cantidades muy superiores a las utiliza

das normalmente, ya que se calcularon directamente de la 

tabla. Las concentraciones agrupadas como de "nivel bajo 11 

se redujeron proporcionalmente para dar el u;ismo valor de 

pH a 23oc, pero con pesos más parecidos al del testigo.Las 

concentraciones y resultados pueden verse en la tabla 5. 

ll~el ~l!o_d~ io~f~t~si- En las gráficas 1, 2 y 3 se ilu~ 

tran, respectivamente, las variaciones en crecireiento cely 

lar, nivel Lle azúcares reductores y pH durante el curso de 

la fermentación. No se presenta t;ráfica de actividad enzi 

mática debido a que s61o se detectd a partir de las 36 ho

ras y s ienmre prop...,rc 1on6 un incremen t;) similar en cuanto 

a forma pero uiferente en magnituLl p<:r;• cada caso. En es

tas cr,ficas se puede observar que lns oscilaciones de pH 
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I....L!LUL-2 

AMORTIGUADOR D r:. FOSFAT o s 

---- 1 r 'rRATAMIENTO plli pHf H'<IU % e(M'i!U) m :ru Í' e(::ll) m 
oluc16n !h1H2PC>i+ Na2HPC>i+ pH ¡¡ 2311c 1 

( g) ( g) ___________ _j 
:aVEL ALTO 1 

1 

A 0.8217 0.41+50 6 .4 6.4 ú.2 32058 77.2 4100 4 14.9 94.5 3.7 4 1 
estigo 6.4 ú,4 41514 100.0 540c 1: l'.j.8 100.0 3.7 4 

l B o.6777 0,6174 ó.6 6.2 6,6 2ól42 J..QJ...:i 9200 6 l;,o lliai 3.6 8 
estigo 6.4 6,4 25636 100.0 9900 6 l .1 100.0 2.7 ó 1 

e 0.6115 0.6954 ó.8 6.~ 9·~ ~375 ó8.2* 9300 7 ¡.s.o 87.4 2.7 8 
esti¡;o 6. º• 533 100.0 8000 8 18.3 100.0 1.3 8 

=Testigo 0.1000 0.1500 7.0 6.4 6.4 33446 100.0 11500 5 18.9 100.0 2.9 8 

E. 0.3359 l.0217 7.2 6,6 6.a ¿2465 76.7 6800 6 14.4 94.1 !).l E 
estigo . 6.4 6, 29293 100.0 19700 6 15.3 100.() ¿.:; ,¡ 

F c.¿279 1.1479 7.4 ó.6 6,7 30126 95.8 13500 4 8.9• 46.4 ~·1 4 
estigo 6.4 6.4 31462 100.0 l2óOO 4 l~.;: 100.0 c::.r) 4 

1 G 0.0000 0.0000 6.7 6.b 53623 97.5 6600 4 12.3 60.9 0.1 4 
resti¡;o 6,4 6,4 ~4989 100.0 4100 4 20.2 100.0 ~ ' ¿ 

"-·~ 

NIVE.L .:J.i.JO 
1 ~ b' 

0.1129 0.1029 6,6 6.2 6,5 
ª3944 

92.2 ó600 9 ~ ~ 
4,¿ 9 

C' 0.1019 0.1159 6.8 6.3 6.? 7') 82.8 4900 10 ~ 2.;J 10 
1 esti¡;o 6.4 6.4 57~56 100.0 2400 10 19,'.) .1 2 • .:: 10 

j pHi= plI inicial :•'.YJU= unidades ';khlger.luth modificndas {>= Pº'''ntoj< ~; •oCivid~ par= pfl final l!U= unidades l!orthruo resnecto al testiGO 1 • = d1fer1::ic ia signific,Jtiva e= error t!pico (tn. ::,¡;; o en FU) m= matraces analizados 

\_ x~.~~ lJ.= J1ej0rfa de activiand + 
-..) 
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y la concentraci6n de fosflitos afectan el creci~iento cely 

lar y, por cousiguiente, el consumo de azúcares. Todo es

to afectará, sin duda, la producci6n de enzimas extracelu-

lares. 

Los resultados presentados en la tabla 5 permiten ver 

que las condiciones actuales de trabajo proporcionan los m~ 

jores rendimientos de potencia proteolítica, aunque en el 

caso del tratamiento B hay una ligera mejoría. En el caso 

F se produce un gran descenso, significativo si se aplica 
2 una nrueba de x0•

95
, con un grado de libertad. Lo mismo SJ! 

cede para el caso G, en el que no se han añadido fosfatos a 

excepci6n del de diamonio. Para la amilasa, en cambio, la 

s1tuaci6n es distinta. Tanto en la soluci6n F como en la G 

los resultados son casi iguales a los del testigo. Con el 

tratamiento B también se presenta un ligero incremento, co

mo ocurri6 con la proteasa, y en el resto de las soluciones 

los resultados son malos para la producci6n. 

En cuanto a creci~iento celular (gráfica l) puede vex 

se que las curvas son bastante narecidas para todos los CA 

sos. Se ha suprimido la fase lag, que debe ocurrir en el 

medio de crecimiento; empieza la fermentaci6n en la etapa 

logarítmica y se alcanza la etapa estacionaria, aunque es-

to no se ve muy claro en todas las curvas. 



Las curvas de consumo de azúcar (gráfica 2) son tam

bién similares entre sí. Los valores finales son ligera

mente más altos a los alcanzados normal~ente en el fermen

tador (20 vs. 10 mg/ml), lo que podría indicar que los 

tiempos de fermentación en los matraces son cortos. A gran 

escala pueden cotejarse los niveles de azúcar y dejar co

rrer la fermentación hasta que alcance el nivel mínimo de 

azúcar posible. En el laboratorio la igualación del tiempo 

de fermentación es importante para poder comparar los resuJ,, 

tados. 

L• capacidad amortiguadora en cada caso es variable CQ 

mo puede verse en la gráfica 3. Por consiguiente, también 

lo son las oscilaciones de pH. Las mayores fluctuaciones 

se registran, como sería de esperar, en ausencia de fosfa

tos (G). El testigo (D) sufre también grandes cambios P.!!. 

ro el resto de las soluciones no varía mucho. Es de de~ 

tacar que el pH máximo se alcanza siempre entre las 20 y 24 

horas, cuando cambia el tipo Je desarrollo de la fase log 

a e stacio1iaria. 

Las condicio11es Óptimas de pH inicial y final no coin 

c1den para las dos enzimas, como pued- verse en las gráfi

cas 4 y 5 en las que se han promediado todos los casos en 

los que se utilizaron fJsfatos. La umilasa parece producir 

se en n;ayur cantidad cuando el pll inicial es c1o1si neutro y 

el final es m'o 'cido, mientr3s que la proteasa se produce 
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en la rr.isma cantidad independientemente del pH final y el 

pH inicial actualmente en uso parece ser el más adecuado. 

De cualquier manera, las diferencias no son muy notables. 

Bi~ei ~ajo_d.§ fo~f~tQs.- La gran diferencia en cuanto a la 

cantidad de fosfatos respecto al testigo podría hacer pen

sar que son las cantidades de estos iones y no los cambios 

de pH las que provocan los malos rendimientos. Por este 111.Q. 

tivo, se probaron dos soluciones que habían dado buenos re

sultados, la B y la e, reduciéndoles proporcionalmente los 

fosfatos para que dieran el mismo pH en soluci~n acuosa a 

23oc, pero con valores más parecidos al testigo, denominán 

dolesB'yC'• 

Los resultados constituyen una interesante sorpresa, 

sobre todo para la pote1~ia proteolítica, tan importante en 

la preparac16n comercial. La soluci6n B1 proporciona mejo

res resultados que la e•, la que aunque no dé un aumento e~ 

pectacular sí mejora con respecto al testigo. La actividad 

am1lo1Ít1ca se ve afectada negativamente, pero no de manera 

significativa. 

c) Ester1l1zaci6n de sales por separado. 

Se ha mencionado antes que la interacci6n de los fosf,! 
++ tos y el Ca afectaría especialmente a la amilasa. Esta 

interacci6n es especialmente factible durante el proceso de 

esteril1zaci6n. Con el fin de comprobar los efectos de e~ 
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tas reacciones se diseñ6 una serie de experimentos en los 

que, o no se añadían estos ingredientes, o se esterilizaban 

por separado en presencia y en ausencia de la otra sal. Los 

tratamientos y resultados pueden verse en la tabla 6. 

Un problema que se presenta para la esterilizaci6n por 

separado es la f&lta de solubilidad del Caco
3

• En los ca

sos en que se esterilizaba de esta manera se disolvían 5 g 

en 50 ml de agua destilada, y se añadían 10 ml de esta soly 

c16n a 40 ml de lliedio de cultivo, completando el volumen noL 

mal de 50 ml. Sin embargo, en la pipeta siempre quedaban p~ 

queñas cantidades adheridas a las paredes, lo que podría 

crear el problema de que el medio contuviera cantidades insJ! 

ficientes de este compuesto. 
++ 

Se puede ver que la ausencia de Ca afecta negativame.n 

te a las dos enzimas. El porcentaje de decremento es mayor 

para la proteasa que para la amilasa, contrariamente a lo 

esperado. La ausencia de fosfatos también afecta a ambas n~ 

gativamente; en el caso de la protea~a la diferencia resulta 

significativa si se aplica una prueba de X~095 , con un gra

do de libertad. 

La esterilizac16n de Caco
3 

por separado produce consi

dera bles aun:entos para las dos enzimas. La actividad de 

la amilasa casi se: duplica si la esterilización y la fer

rnentaci6n ocurren sin fosfatos. Estos resultados se encuen 
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tran encerrados en un recuadro por ser, sin duda, los m's 

interesantes de todos y 10s de mayor factibilidad de 1ncly 

si6n en el proceso industrial. 

Si son los fosfatos los que se esterilizan por separ,a 

do se producen también aumentos en la amilasa, pero el re.n 

dimiento de proteasa no mejora notablemente e incluso dis

minuye cuando está presente el Caco
3

• 

Al separar para la ester111zac16n a todas las sales y 

afiadirlas inmediatamente antes de inocula~ casi no hay di

ferencia en actividad amilol{tica, aunque aumenta ligera

mente, mientras que la proteol!tica disminuye un poco. Es

ta forma de esterilizar los ingredientes del medio afecta 

el curso del pH durante la fermentaci6n, seg\Úl se deduce de 

las grandes diferencias del pH final con el testigo. 

Finalmente, tenemos el caso de la esterilización del 

fosfato de diamonio por separado. En éste, se produce un 

descenso de cierta consideración en la actividad proteoli

tica pero en cambio, como sefiala el asterisco, el increme.n 

to en actividad amilolítica es significativo si ae aplica 

una prueba de ~.95 con un grado de libertad. 
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D I S C U S I O N 

Las condiciones ideales para la producci6n de enzimas 

extracelulares no han sido plenamente esclarecidas y son 

aún fuente de ideas contradictorias (Glenn, 1976). La re

gulación y control adecuado del pH, paralelamente a otros 

avances en el disefio de reactores, fueron factores defini 

tivos en el desarrollo de la industria de fermentaci6n (Eli 

vorth, 1960). Sin embargo, la estrategia de control de pH 

no ha sido explotada plenamente (Johnson, 1971). 

En este trabajo se experimentaron diversas formas de 

modificaci6n al pH, inicialmente o durante la fermentación; 

se experimentaron también modos de esterilización de los 

componentes del medio ~ás directamente implicados en el con 

trol de este parámetro. 

En total, se realizaron 30 modificaciones a las condi· 

clones normales y s6lo 9 mejoraron la producción de amilasa 

mientras que 8 lo hicieron con la proteasa (estos resultados 

se encuentran subrayados en las tablas). Algunos de los 

valores obtenidos son suficientemente interesantes como pa

ra pensar en su aplicaci6n a gran escala. 

Las ~odificaciones al pH inicial se realizaron con HCl 

~or ser el utilizado por la industria rmrmalmente cuando es 

necesario •justar este parámetro. Se trabaj6 únicamente 

con descensos en el pH, ya que la experiencia previa de la 
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empresa con pH alcalino era negativa. La adición de NH4c1 

se r·eal1z6 por estar mencionado por Aiba et al. (1973) co

mo sustancia reguladora de pH y útil para incrementar la 

fuente de N. El 'cido c!trico se utiliz6 teniendo la idea 

de incrementar la fuente de C y disminu!r el pH simultánea

mente, siguiendo la misma idea de Alba con respecto al N. 

Los resultados obtenidos en cuanto a ~odificaciones al 

pH inicial no son muy claros respecto a las ventajas que P2. 

dría representar esta reducci6n. En primer lugar, debemos 

consignar que el ácido cítrico cumple con el cometido de 

disminuir el pH inicial en forma tan eficiente como lo lo

gra el HCl, ya que las mismas cantidades logran la misma r~ 

ducci6n. Esto es de hacerse notar pues esta sustancia no 

es mencionada por ninguna de las fuentes, por ejemplo Aiba 

et al. (1973), Hockenhull (1959), Sidler (l97'l), como ade

cuada nara disminuir el pH inicial, independientemente de 

que el costo que tiene resulta no competitivo con sustancias 

como el HCl. En cambio, el NH4c1, en las diferentes varian 

tes utilizadas, no cumple con este cometido. 

Al analizar los resultados debemos tener en mente que 

el HCl no es n:etabolizado, mientras que los demás compuestos 

sí lo son. Este metabolismo provoca modificaciones al pH 

finals el ácido cítrico lo alcaliniza, mientras que el t:114c1 

lo acidifica en comparación con el testigo. 

Proboblemente es el u:etabolismo y no la concentración 

de hidrogeniones el factor que afecta el rendimiento de la 
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elaboración de enzimas. No obstante, no hay que olvidar 

que en puntos cercanos a la neutralidad algunas décimas de 

unidades de JpH afectan considerablemente la expresi6n del 

metabolismo (Harrison, 1974). 

En el caso del HCl, en el que la acidificación inicial 

del medio si desempefia un papel importante, se obtiene una 

mejoría ligera en la producción de proteasas. Empero, las 

diferencias con respecto al testigo son muy pequeñas. 

El ácido cítrico logra una mejoría en la producción 

de amilasa. Algunas fuentes de C est~n reportadas como in

ductoras de amilasa, a pesar de no ser sustrat0s de esta ea 

zima; tal es el caso de la lactosa (Windish, 19ó5), descong, 

ciéndose el mecanismo. El ácido cítrico, sin embargo, no 

está mencionado entre ellas. No obstante, de alguna mane-

ra debe interferir en la regulación de vías metab61icas, o 

su propio metabolismo afectar las oscilaciones del pH del 

medio, como indicaría la alcal1nizaci6n final de éste, y por 

este motivo se altera la produccidn final de e11zima. De 

cualquier manera, se desconoce el mecanisil<O de regulación 

de la elaboración de esta enzima, que posiblemente sea por 

represión catauSlica (Meers, 1973) y todo lo 'lue se dice S.Q 

bre }a intervención del ácido cítrico es mera especulaci6n. 

Es dificil explicar el efecto del NH4c1. Solo, parece 

actuar como inhibidor de la pruducción de amilasa. ~l pH 

final ;¡ las oscilaciones de este pará1netro dur•nte la fer-
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mentaci6n seguramente influyeron en la expresi6n del metab~ 

lismo y la actividad de la enzima, siguiendo con las ideas 

ya expuestas, pues aún en el caso en que el pH final es ca

si igual al del testigo el descenso en actividad es tan grR!! 

de como en las otras situaciones. Por otra parte, cuando se 

combina con HCl el metabolismo del NH4Cl combinado con la l1 

gera acidi!icaci6n inicial provocaría determinado tipo de 

cambios en el microambiente celular que serían los que deteL 

minarían el incremento, bastante notable, de la producc16n 

de amilasa (Srere y Nosbach, 1974). 

El mismo tipo de factores que se han mencionado antes 

debe ser el responsable de los decrementos en unidades North 

rup. Cabría esperar que la presencia de N fácilmente asimi

lable hic:lera innecesaria la producción de enzimas proteol!

ticas. Esta opini6n se debilita ante la. evidencia del papel 

que desempeñan estas proteasas en la fase de esporulac16n 

(Murrell, 1967) si bien algunos autores consideran que las 

pruebas aportadas no son suficientemente claras (GleXUl, 1976). 

Los datos obtenidos no permiten enunciar una hip6tesis 

que explique los hechos. Los autores consultados no dan ni!} 

guna 1~xpl1caci6n del posible efecto de estas sustancias, ya 

sea que interfieran directamente en las vías metab611cas o 

alteren el metabolismo las variaciones en la concentrac16n 

de hidrogeniones. 
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Al utilizar el amortiguador citrato-fosfato se preten 

día incrementar la fuente de C sin variar el rango de act! 

vidad de la solución amortiguadora. No se encontraron an

tecedentes en que se hubiera manejado este tipo de solución 

para la producción de esta enzima. La falta de éxito en su 

uso podr!a explicarse, en parte, por los mismos !actores que 

afectan la producción de enzimas en presencia de ácido cítr.i 

co. La metabolizaci6n de este compuesto debe disminu!r la 

acción amortiguadora de la combinación ácido cítrico-fosfa

to dis6dico. La falta de fosfatos no afecta porque las caa 

tidades usadas son mucho mayores que las usadas normalmente. 

Quizás este exceso sí las pudo afectar. 

Es evidente, sobre t ooo en la solución IV, cuyas cantj. 

dades de fosfato dis6dico y ácido. cítrico proporcionan un 

valor de pH a 23oc igual al del testigo (7.0), la tendencia 

a la alcalinización tanto inicial como final. Los valores 

alcalinos, no obstante, corresponden a los mencionados por 

la literatura corno óptimos para la producción de amilasa, o 

sea, entre 6.8 y 7.2 (Markkanen, 1974 y Windish, 19ó~). El 

ascenso en la producci6n de proteasas en este Últilto caso 

quizás podría explicarse por ln falta de especificidad de 

la prueba de Northrup para la determinación de actividad 

proteol!tica. Se han mencionado antes las tres proteasas 

que produce Uacillus subtU1s. Es posible que l• mayor ac

tividad detect¡¡da con este tratamiento corresponda a la prQ 



teasa alcalina, al estar el pH ffiás cercano a su óptimo (Mo

rihara, 1974). La preponderancia de una u otra proteasa d~ 

be tomarse en cuenta al elaborar las preparaciones comerciA 

les, por lo que este factor debe tomarse en cuenta una vez 

que se analice la costeabilidad. Cuando se pensó en utili

zar esta combinación citrato-fosfato se consideró que resu! 

tar!a más cara que la de fosfatos, por lo que su utilización 

sólo resulter!a posible si los incrementos obtenidos fueran 

muy grandes, lo cual no se logró. 

Es necesario hacer algunas aclaraciones con respecto a 

la solución que carece de fosfQtos en su composición, incly 

sive del de diamonio, y que se tom6 de Sidler (197?). El 

autor pretendía obtener mejores rendimientos de proteasa 

neutra y amilasa termoestables en Bacillus stearothermophil

lJ:u¡. Aunque la amilasa y proteasas producidas por B. sµbti

li.§. y otros del mismo g~nero son termoestables, a pesar de 

que el organismo no sea termof{lioo (Atkinson, 1976), la tem 

peratura de cultivo de Sidler es ruucho mayor que la de este 

caso (55oc vs. 32oc). Por otra parte, aqu~l trabaja con co.n 

troles automáticos de pH que lo mantienen constante en 6.8 

mediaute ad1ci6n de potasa (KOH), de manera que resuelve el 

problema de la acidez tan grande que se obtiene con la saly 

ción salina que él maneja. 

En el presente trabajo, al carecer de un control simi

lar sobre este parámetro, las oscilaciones aparentemente 
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fluct~an en un rango una unidad inferior al testigo, según 

se desprende de ver el pH inicial y final. Este debe ser 

el factor que explique los considerables descensos en la 

producci6n de las dos enzimas. Por otra parte, la alcalinj. 

zación con 0.3 g de c~co3 parece ser insuficiente, además 
++ de que posiblemente no complete la cantidad de Ca necesa-

ria para la actividad.amilol!tica, ya que ~sta resulta sen

siblemente afectada en forma negativa, mientras que la pro-
++ teolítica no. La insuficiencia de Ca puede ser más acen-

++ tuada para la célula, pues en el medio hay Mg , que al pa-
++ recer impide la entrada de Ca (Lapage, 1970). 

Como la actividad proteolítica se recupera ~l añadirse 

un poco de Caco3 y, consecuentemente, alcalinizarse un poco 

el medio, a pesar de la ausencia· de fosfatos, nos damos cuen 

ta de que la falta de estas sales no es perjudicial para las 

enzimas. ~·+ Lo que no queda suficientemente claro es si el Ca 

es más importante como elemento constituyente de estas macr2 

moléculas o como regulador de las condiciones del medio de 

la manera que sugiere Hockenhull (1959). 

Por otra narte, la concentraci6n de iones NH4 es s6lo 

la mitad de la normal, al haberse eliminado el fosfato de 

diamonio. Esto debe afectar tanto a la producci6n enzimát.! 

ca como al crecimiento celularo Finalffiente, otro factor a 

con1lderar es la excesiv• acidez 'llle debe óilterar a ambas 

enzimas en su producci6n. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos este amortigu~ 

dor no puede utilizarse en este momento pero no debe descaL 

tarse su utilización futura, optimizándolo, quizás, de man~ 

ra que el pH del medio tienda ruás hacia la neutralidad. EJ! 

to podría hacerse variando las concentraciones de sales uti 

!izadas o añadiendo más Caco
3

, lo cual de cualquier manera 

debe hacerse por las razones antes mencionadas. La razón 

principal por la que se cree conveniente la experimentación 

cS ++ ++ con esta soluci n es que contiene abundante Mg y Mn que 

son iones a los que varios autores conc6den espec1nl impor

tancia, como se ha mencionado antes (pág. 25). Además, tan 
++ ++ 

to el Mg como el Mn , ya que uno puede sustituir al otro 

(Hutner, 1972), pueden colaborar a regular el pH junto con 

los !os!atos, cuando se usan, y con el Caco3 (Hockenhull, 

1959). En este caso no fue posible detectar la imp0rtancia 

de estos iones en la producción de enzimas, puesto que no 

era el objetivo que se perseguía y requeriría de otro tipo 

de experimentos. Sin embargo, es algo que se debe conside

rar en pruebas posteriores, ya que todos los fen6menos en 

que participan están indefectiblemente ligados a la produc

ción de enzimas. Para terminar, debe decirse que una vent,! 

Ja adicional de trabajar con esta solución sería el costo, 

ya que los componentes son baratos y fáciles de obtener. 

Como se habriS'. notado, los valores obtenidos en unida

des de actividad enzimática son muy bajos, incluy~ndo los 
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del testigo. Esto parece deberse a una degeneración del 

cultivo, cuyas causas pueden ser variadas (Sánchez, 1978) y 

a esto se deber!a el valor tan alto del error típico (e), 

particularmente en MWU, especialmente notable en las tablas 

referentes a la disminución del pH y a esterilización de s~ 

les por separado (tablas 2 y 6). 

En los experimentos relativos a la modificación del 

amortiguador de fosfatos parece haberse demostrado que las 

oscilaciones del pH durante la fermentación son necesarias 

para la producción de estas enzimas. Esto estaría en oposi 

ci6n a lo sugerido por Johnson (1971) y lo logrado por Si

d.ler (1977), quienes hablan de pH continuo. Por otra parte, 

se ve que los fosfatos en cantidades altas son adecuados P.! 

ra mantener el pH, si no continuo, por lo menos en un rango 

estrecho y definido, así que podrían considerarse como una 

forma de control continuo de este parámetro, sin necesidad 

de vertir al recipiente en que ;)Curre la fern.ent0ci6n sus

tancias del exterior, que implican siempre un ligero ries

go de contaminétci6n. 

Aunque en este caso sí podríamos afira.ar que lai:; dife

rencias en valores de pH durante la fermentación son la cay 

sa de las diferencias en rendimiento, debel!:.:>s tener en cue.n 

ta las cantidades de fosfatos, que no coinciden pura ningún 

caso y que tambi~n podrían afectar los resulLudos. 
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Si el pH oscila en un rango alcalino, la proteasa se ve 

afectada negativamente en forma significativa <xg.95), tal 

como ocurre en las soluciones F y G. Estos dos casos son t.2, 

talmente opuestos en la composici&n de fosfatos: en el prim~ 

ro, 'stos superan la concentraci6n del testigo en diez veces, 

mientras que en el segundo no hay. Pero como ambos coinci

den en fluctuar en el rango más alcalino que el testigo, d.!, 

be ser este factor el causante del decremento en producc16n 

y no las diferencias en fosfatos. 

En las soluciones F y G se alcanza también el máximo 

crecimiento (gráfica 1). Observese que para el caso de la 

proteasa podemos hablar de una relaci6n inversa crecimiento

actividad enzimática, no as! para la am1lasa. Windish (1965) 

señala que esta relación sí se había encontrado para la ami

lasa siempre y cuando la lactosa no fuera la fuente de e, 
por lo que no coinciden estos resultados con los suyos. El 

crecimiento está expresado en Densidad Optica (D.O.),tal C,2 

mo lo hacen algunos autores (Kinoshita ·et al., 1967 y Wol

nak, 1967) debido a que las técnicas sugeridas para estimar 

el peso seco requerían material fuera de nuestro alcance 

(Demain, 1964 y Nak.ayama, 1977). 

Quizá Valdr!a la pena señalar en este ffiOmento que, aun 

que en ningún caso se cuantific6 el número de células espo

ruladas, la inspecci6n rutinaria de preparaciones para an{

lisis de purez~ del cultivo permitía notar un gran número 
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de bacilos en esta fase de desarrollo. Por tanto, podemos 

decir que sí parece existir la relación producc16n de enz! 

mas l!t1cas-esporulaci6n, aceptada por algunos (Markkanen, 

197~ y Sadoff, 1972, por ejemplo) pero cuestionada por 

otros (Glenn, 1976). No podemos discernir qué tratamientc1 

favorece más esta expresión de la informaci6n g~nica. 

Son considerables los aumentos en actividad proteolí

tica obtenidos con las soluciones B1 y e•, y no es fácil 

explicarlos. Puede verse que el pH inicial coincide con el 

de las soluciones B y e, respectivamente, que tienen el mi~ 

mo pH en solución a 23QC. Aunque el pH final no coincide, 

es bastante similar. Empero, ya se había dicho antes que 

las cantidades pequeñas de fosfatos, como las que contienen 

el testigo o las soluciones B1 y e•, no son suficientes pa

ra mantener el pH en un rango pequeño. Este comportamiento 

corresponde a lo predicho por la ecuación de Henderson-Has

selbach, ya que las soluciones B' y e• o el testigo son m's 

diluidas y, por tanto, su capacidad amortiguadora es menor 

(Morris, 197'+). De esta manera, suponemos que hubo más flu~ 

tuaciones de pH en las soluciones de nivel bajo de fosfatos 

que las ocurridas en las soluciones B y e, y que esto condu

jo al aumento de actividad. Estas oscilaciones deben ser 

más favorables que las que se presentan en el testigo (D). 
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Algo muy importante es que estos tratamientos no con

ducirían a 'ningún aumento en costos, sino por el contrario, 

los reducirían ligeramente ya que las cantidades de fosfato• 

empleadas son menores a las consllllidas actualmente. A pe

sar de que la actividad de la amilasa disminuye en algunas 

unidades, las preparaciones comerciales elaboradas a partir 

de esta fermentaci6n tienen especificaciones m's estrictas 

en cuanto a NU que a MWU, por lo que quedaría f'cilmente de.n 

tro de los límites requeridos. Tendríamos entonces un aume.n 

to de 30% en potenc.ia proteol!tica, que representaría un in

cremento mayor de ganancia, puesto que aunque el costo dis• 

m1.nuye en un porcentaje menor, el precio que alcanza el kil.2, 

gramo de este producto es bastante alto. 

La proteasa parece requerir fosfatos para su produccidn, 

pues de otra manera se producen descensos estadísticamente 

significativos, excepto en un caso que se analizará más ad~ 

lante. La amilasa, en cambio, parece insensible a la pre

sencia o auseni~i• de estas sales. Sin embargo, \\indish (1965') 

señala que los fosfatos, especialmente a unlil concentración 

O.l M son consider:.idos esti1Dul01ntes para l¡¡ producción de a!. 

fa amilasa, ¡¡ pesar de que estas valores son mucho ~ayores 

que los necesarios para el crecimiento. Las cantidades de 

fosfatos utllizac.ias en la solución B correspondt:rían a una 

s.:iluciún O.l M de caíla 1ma ue las sales. :.¡uizá si se utll.! 

zara esta misma soluci6n, o incluso la del testigo, pero con 
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niveles bajos y multiplicadas por tres tanto la cantidad de 

fosfato monos6dico como de disódico, se obtendría una solu

ción aproximadamente 0.1 M de todos los !os!atos, busc,ndo• 

se obtener el incremento de quo habla el autor menoionado. 

Sin embargo, la situación es confusa ya que éste no aclara 

a qué fosfatos se refiere. 

Se ha visto ya que los resultados obtenidos al esteri• 

lizar sales por separado proporcionan algunas mejoras nota

bles. Por otra parte, se ha mencionado ya la idea _de Si· 

dler (1977) de que durante la ester1lizaci6n los fosfatos 

reaccionan de manera que alterarán después la producción de 

enzimas. En el fermentador de la empresa se practica la ·~ 

teril1zaci6n por separado del fosfato de diamonio a raíz de 

un descubrimiento accidental motivado por un olvido. Desde 

entonces, se inst1tuy6 como rutina habitual, al notarse un 

incremento en los rendimientos de am1lasa. 

En los experimentos realizados para este trabajo coin

cide este aumento, pero sólo para la actividad amilol!tica, 

en la que se descubI'i6. Este dato es importante pues rea

tirma que las pruebas a escala sobre las que se basa este 

trabajo están bien diseñadas y que los resultados, por lo 

tanto, son aplicables a escala industrial con confianza. 

La ester1llzaci6n de Caco
3 

por separado, a pesar del 

problema de solubilidad que se plantea y, por consiguiente, 

de posible dismi~uc16n de las cantidades añadidas al medio 
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de cultivo, proporciona mejorías especialmente notables en 

el caso de la proteasa. Es importante señalar que cuando el 

tratamiento se aplica en auser.ci• de fosfatos se duplica la 

producci6n de amilasa. En este caso, el pH final coincide 

con el señalado por la literatura como 6ptimo para la produs 

ci6n de esta enzima, aunque l&s condiciones son diferentes 

(Harkkanen, 1975 y Windish, 1965). Quizás los resultados se 
++ ven afectados no s6lo por el atrapamiento de iones de Ca , 

sino también por las oscilaciones de pH, que deben ser con

siderables en ausencia de fosfatos, como se ha visto en la 

soluci6n G de experimentos anteriores (t•bla 5). De ser la 

primera explicaci6n la correcta, se confirmaría en estos r~ 

sul titdos lo sugerido antes, del atrapamiento de iones del 

que habla Sidler (1977). 

No obstante, es curioso que los resultados no sean tan 

espectaculares cuando los que se esterilizan por separado 

son los fosfatos. Es probable que al 1!sterilizar la solu

ci6n de fosfatos ocurran transforrr.aciones químicas que re

sulten inhibitorias para la formaci6n de proteasas. Esto 

explicaría también el hecho de que al esterilizar la total1 

dad de las sales por separado los aumentos sean también me

nos notables. La similitud del resultado del tratamiento de 

esterilización de todas las sales por separado con el de la 

esterilización del Caco
3 

en presencia de fosfatos indicaría 
++ que es la interacción de ~stos con el Ca la responsable de 
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esta fa.lta de espectacularidad en los aumentos. También es 

de notarse el hecho de que en el caso en que se esteriliza 

el Caco
3 

aparte y en ausencia de fosfatos, se produzca un 

incremento considerable en proteasa, puesto que la ausencia 

de fosfatos por si sola produjo un decremento significativo 

<x5.95> en la actividad. 
++ Los resultados en los que está llnvolucrado el Ca . son 

difíciles de explicar pues al1n no está clara la función de 

este cat16n en fenómenos como regulación de potenciales de 

membrana, regulación de permeabilidad celular y de produc

ción de enzimas extracelulares (Williams, 1970) as! como su 

papel en el proceso de ·esporulación (Mu.rrell, 1967), fen6a.t, 

nos todos que están involucrados en e). pr<1blema que nos ocy 

P•• 
La interpretación de estos resultados no es fácil al 

carec.er do más elementos y de otro tipo de da.tos experimen

tales. Posiblemente sería interesante anzalizar desde el 

punto de vista químico los productos que se detecten duran

to la esterilización y comprobar así la hip6tesis de forma

c16n de inhibidores o de productos que no permiten la fluc

tuaci6n 6ptima de pH. 

Es importante sefialar alg\'nos aspectos que se encuen

tr3n repetidamente en la literatura y que, aunque no fueron 

tratados en este trabajo, ser!a co11veniento explorar para 

lograr incrementos en esta misma ferruentac16n. Entre ellos 
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, l. ++ ++ 
estani la adici"n de Mg y/o Mn y la de algún factor pr,g, 

motor de la esporulación. También, los cambios en la aere~ 

ción y control de pH tras la fase de crecimiento, as! como 

los cambios en la alimentación después de este momento. 

Sintetizariido, podemos afirmar que se han logrado algunas 

mejorías interesantes para la producci6n de alfa amilasa y de 

proteasas bacterianas. Algunos tratamientos convendría expl~ 

tarlos exclusivamente para la producción de amilasa. El mer

cado para el consumo de estas enzimas es importante y crece 

continuamente. Los costos tamoién lo hacen. Se debe, pues, 

aprovechar cada aumento en rendimie.itos, por pequeño que és-

te sea. 



e o N e L u s I o N E s 

a) La disminución del pH inicial no es buena, por lo que 

se puede considerar el pH de 6.3 a 6.~ como 6pt1mo P.& 

ra iniciar la fermentación. Un ligero descenso hecho 

a base de NH~Cl 5M y HCl lM resulta conveniente para 

incrementar la producción de amilasa en un 30%. 

b) La metabolización del ácido cítrico provoca disminu

ción en rendimiento de las dos enzimas ya que .alcali• 

niza el pH. 

e) La utilización de amortiguador sin fosfatos no es ad! 

cuada pues la fórmula utilizada conduce a excesiva a
++ cidez y es insuficiente en Ca • 

d) Las fluctuaciones de pH durante la fermentación son 

nacesarias para la producción de estas enzimas. Un raB 

go especial~ente adecuado para la obtención de protea

sas es el obtenido al cambiar ligeramente las concen

traciones de fosfato monosódlco y disódico, soluciones 

B' y C'¡ estas modificaciones son importantes pues pr2 

porcionan un incremento en rendimientos considerable e 

incluso resultan m~s econ6micos. 

e) La esterilización de sales por separado es muy conve

niente pero el tratamiento debe seleccionarse segdn la 

enzima que se desee producir en mayor cantldadi 
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1) Esterilizac16n de fosfato de diamonio o de Caco3 
sin fosfatos para obtener am1lasa. 

11) Esterilizac16n de caco3 con fosfatos para obte

ner pruteasa, más importante comercialmente. 

f) No están claras las causas que provocan el incremento 

en rendimientos al esterilizar las sales por separado. 
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