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I NTRODUCCTION

No podemos analizar la produccién de enzimas por fer-
méntacidn de una manera aislada. Comparte con todos 1los
procesos de fermentacién un desarrollo histérico Yy una se
“rie de caracteri{sticas. Es por ello que se presents en es
ta introduccién priceramente un bosquejo histérico del de-
sarrollo de la ;ndustrla de fermentacién, para pasar en sg
guida al campo espec{fico de la produccién de enzimas de
origen microbiano y, finalmente, se presentarén los ante-

cedentes del trabajo.

1l,- OBTENCION DE ENZI'AS POR FERMENTACIONES INDUSTRIALES
lel.- Historda.

Adn sin conocer las causas qus originaban el proceso
de fermentacién, éste era aplicado desds la antigledad en
diversas prédcticas de obtencién de alimentos y bebldas co
mo: quesos, encurtidos, conservas, panes, licores, etc.
Antes de Pasteur ya eran conocidas la fermentacidén alcohd
lice, la aerdébics de Aspergillus oryzse, se producfa anae

rébicamente levadura para panificacién y se conocf{an algy

nas técnicas de inoculascidn y asepsia  (Johnson, 1971).
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Fue en 1836 cuando se atribuyeron por primera vez los fend-
menos de putrefaccién y fermentacidn a microorganismos’(Ga—
briel y Fogel, 1955). Los descubrimientos de Pasteur sobre
la importanclia de éstos en las fermentaclones fueron muy rs
levantes; sin embargo, no hubo grandes innovaciones en el
campo sino hasta comenzar el siglo XX. La Primera Guerra
Mundial fue un evento determinante. Se inicid en esta épo-
ca la produccién industrial de sustancias como glicerol, a-
cetona, fcido citrico y de las primeras enzimas, cuyo prie=
mer‘proceso industrial fue la obtencién del "Taka-koji" que
es una amilasa fungal obtenida a partir de jgspergillus ory-
zag (Windish,1965). Jokichi Takamine lo patentd en 1894

(Faith, 1971) y se produjo a gran escala en 1914 (Prescott,
1959).

La Segunda Guerra Mundial y 8l descubrimiento de la pe
nicilina dieron el siguiente gran impulso a la industria
de fermentacién. Este no hublera sido posible de no haber-
se descublerto un gran nidmero de técnicas que facilitaron
los procesos de aereacidén y esterilizacidn, ademds del dise
fio de pruebas a escala. En los dltimos tiempos no se han
producido cambios notables en la tecnoloy{a de fabricacién.

Actualmente la lista de productos elaborados vpor fer-
mentacién es ampl{sima y aumenta a grundes pasos. Los pro-
ductos son muy diversos, incluyendo antibidticos, esteroi-

des, nucledtidos y protefnas, con aplicaciones y funciones
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“en Campos Como el de la wedicina, la agricultura, la aliwmen

tacién, el prbcesimlento de desechos y otros muchos (Ailba,
1973 y Perlman, 1974).

El inicio del desarrollo de la industrializacién de la
produccién de enzimas se remonta al siglo XVIII. En 1752,
Réaumler y posteriormente Schwann habfan realizado observa-
ciones de actividad proteolftica en jugos gdstricos. La ac-
tivided de la amilasa fue observada por primera vez en el
trigo en 1815 por Kirchoff y después en la ptialina en 1831.
Fué Pasteur quien dividid a los "fermentos" en organizados
y no organizados, incluyendo en estos Wltimos & los que Kuh
ne bautizé en 1878 como "“enzimas". Sus propledades, cindét}
ca, factores que las afectan, vienen slendo estudiadas des-
de entonces (Gabriel y Fogel, 1955).

En el terreno industrial, después del procedimiento de
obtencién de "koJji" por Takamine se desarrollsron los prime
ros métodos para la obtencién de enzimas bacterianas a es-
cala comerclal, cuyas patentes dataﬁ de 1917, hechas por Ef
front y Boidin (Prescott, 1959). Los métodos de obtencién
han variado mucho desde entonces, Los primitivos, ya fue-
ran a partir de hongos o de bacterias, eran cultivos de su-
perficle, que presentaban frecuentemente problemas de contg
minacién. Las diferentes variantes que han surgido son deg
critas por Windish (1965) y Rose (1961). En la actualidad,

se prefisre el cultivo sumergido, patentado por Smythe, Dra
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ke y Neubeck en 1950 (Prescott, 1959). Este método ha per-
mitido reducir la contaminacién y el tlempo devfermentncldn,

ademés de facilitar la recuperscién del producto.

1.2.- Produccién y Aplicacién de Enzimags.

En la tabla 1 se presenta una lista, que no pretende ser
exhaustiva, de las enzimas obtenidas actualiente, as{ como
de sus productores, aplicaciones y fuentes de obtencidén mfs
comunes, Se analizarén algun&s puntos a continuacién,

1.2.1e~ Fuentes de obtencidn.

Todos los seres vivos utillizan enzimas para regular su
metabolismo. Por lo tanto, prdcticamente cualquier organig
mo es una fuente potencial de enzimas. No obstante, es ne-
cesario tener presente que para que pueda ser aprovechado =
industrialmente debe presantar clertas caracter{sticas, co-
mo disponibilidad, sustrato barato y accesible, ciclo de v}
da corto, etc. Algunas enzimas se obtienen a partir de ma-
mi{feros, como renina, pepsina, pancreatina y tripsine.
Otras, de anglospermas, como la bromelina y la papafna. La
gran mayor{a se obtiene a partir de microorganismos, que
reinen todos 1los requisitos para ser utilizados en la in-
dustria. Es verdad que, como menciona Falth (1971), no siem
pre las enzimas de origen microbiano son tan adecuadas para

ciertos procesos como sus equivalentes obtenldos de otras

fuentes,



TABLA 1

ENZIWAS OBTENIDAS POR FERMENRTACIONES

ENZIMA FUENTE D& OBJENCION Us0s PRODUCTOR
Amilasa Asperglllus orvzae Panificacién. Jarabes. Textiles. 2
Forrajes. Auxlliar digestivo. 5
i lus n Produccién de glucosa. 12
' Fermentacién alcondlica. 15
Rhizopus sp. Preparacién de cereales precocidos. 23
Modificacidén de almidén para cu- 25
Bacillug sub biertas de papel. 26
Recuperacién de desperdicios de 27
azdicar. 28
Adelgazar concentrados de café, 29
"4lmidén soluble en frfo para lavan 33
deria. 36
Remocién de papel tapiz. México:
Determinacidn de glucégeno. 8
Licuefaccidén de purés vegetales., 10
Potencial: reduccidn de viscosidad
en chocolate, confiter{a y clarif}
cacidén de jugos.
Amiloglucosidasa RBhizopus spe Produccidn de glucosa. 5 8
Sacarificacidén del musto. 13 15
Aspergillus niger Produccisn de cerveza baja en 23 25
calorfas. 6

3
México: 10

et



Galactosa
oxidasa

enleiilium cltrinum
gtreptomyces griseus

fungal

y guanflico.

Determinacién de azicares en
la industria anaiftica.

. ENZIMA FUEXRTE DE OBTERCIOH Usos PRODUCTOR
Catalasa Aspergillus niger Bsterilizacién de leche. 11 19
Microceccus lyso- Preparacién de derivados de 26 28
deikticus. huevo. 30 32
Celulasa TIrichoderma koningi Auxiliar digestivo. 1l 12
. Irichodearma viride Maceracidn de vegetales 23 25
Aspergilivg niger deshidratados. 28 - 29
Potencial: obtencién de glucosa 36
y degradacidn de basura.
Citocromo ¢ Cgndida sp. Uso médico. 30
Colagenasa Clogtridium his- Uso médico.
lolviicun.
Deaminasa del ,
dcido adenflico  Agpergillus oryzae Obtencién de Inos{n monofosfato.
Estaqulasa fungal Potencial: reduccidén de flatulen
cia causada por leguminosas al
aplicarse a las mismas.
Estrepto- Streptococcus sp. Uso médico 20
quinasa
5'-fosfodies- Bacilius subtilis Produccidn de dcidos inosinico 34 37
terasa

€1



ENZIMA

FUENTE DE OBTniCION USs0s . PRODUCTOB
Q-giucana sa 8 sub Cervecerfa, 36
. Glucosa lso- Arthrobacte . Transformacién de glucosa a 3 5
merasa " Bacillus coasulang fructosa y obtencién de li- 6 12
Lactobacillug brevis cores de mafz altos en fruc 16 25
Actinoplanes missoy-  tosa..
s
Streptonvges sp.
Glucosa Aspergillus niger Becado de huevo, . 1
oxidasa Penicil rysogenum Eliminacidén de glucosa en diver- 19
s0s alimentos. 20
Eliminacidn de ox{geno en alimen 23
tos, cerveza, bebidas carbonata= 32
das. 36
Con catalasas determinacidén de
" glucosa en andlisis clfinicos; e-
liminacidén de manchas,
Hemicelulasa Tric ma v Clarificacidén de jugos, 23
Separacidn de almiddn en papas, 25
Agpergillus niger Separacidn de cublerta de frijol 29
de soya. Alimentos de zanahoria. 36
Con celulasa: fractura de pozos
petroleros, concentrados de café
y forrajes.
Potencial: pelar citricos.
Hialuronlidasa bacteriana Difusién de medicamentos inyec-
tables.

Ht



FUENTE D& OBTENCION

ENZI¥A- Us0S PRODUCTOR
Invertasa Saccharomvees cerevisiae Confiterfa. Melazas, 11 15 25
32 32 35
3
Méxicos 1k
Lactasa Saccharonmyces fragilis Concentredos de leche entera. S 12
Helados. 19
Potencial: panificacidén 23
Lipasa izopu . Auxiliar digestivo. Quesos, 9
Esterilizacidén de ldcteos. 23
Mucor spe Tintoreria. Degradacidén de ba 22
SUurae 3
Potenclal: desengrasado de hue- '
s0s para Obtencion de gelatlnas
de mejor calidad.
Naringinasa us nige Elimina sabor amargo de jugo 29
de lindn y de uva,

Pectinasa Sclerotina libertina Clarificacidn de vinos y jugos. & 17
Copilothyvrum diplodiella Incrementa rendimiento en obten 2% 25
Aspergilius_spp.: cién de Jugos. i 2 29
A, niger, A. Orvzae y Concentrados de café, 32 36
A, flsvus. México: 10

Pectinesterasa fungal Pectina baja en metoxllos.

Clarificacidn de jugos.

Penicilinasa 1 sub Degradacidn de penicilina

23 31

[4 4



ENZIMA

FUENTE DE OBTENCION

Us0s PRODUCTOR
Proteasa Aspergillus niger Auxiliar digestivo, Panificacidn. 1
Eliminar gelatina de peliculas y 2
Aspergillys orvzae recuperar plata. Saborizacién y 12
eliminacidén de bruma del sake. Gra 15
Mucor sp. duacidn de cerveza. Ablandar car- 18
ne. Recuperar desperdliclos de capr 23
Bhizopus sp. ne. Ablandar tripas para embutide. 25
Adelgazar solubles de vescado. Hi- 26
Streptomyees grigeus drolizados de protefnas ldcteas, - 28
Estabilizacién de leche evaporada. 29
Detergentes. 4&avado en seco, Remo 31
jo y apelambrado en curtiduria. 36
Tratamiento de textiles. Forrajes. México:
Resolucidén de mezclas de aminoaci- 8
dose 10
Pululanasa Aerobacter aerogenesg Potencial: jarabes de mafz altos
en maltosae.
Queratinasa Streptomyces fradjae Apelambrado en curtiduria 20
Renina Mucor sp. Elaboracién de quesos 8 9 19
microblana 23 25 36
México: 10
Tanasa fungal Potencial: reducir bruma en
cerveza.
Ureatoxidasa fungal Determinacidén de decido drico

91



LISTA DE PRODUCTORES

l.- Aktie Bolaget Astra, Hungria 19.-
2.- Brogal, Hungrfa 20.-
30"‘ Car"'Mi’ E.Uo 21-"
4,- Ciba Geigy, Suiza 22~
5.- Clinton Corn Processing, E.U. 236~
6."‘ CDrning Glass’ E-U- 2)"‘0-
7.- CIC International, E.U. 2%~
8.~ Daas Pfizer, E.U. 26.=
9.- Dairyland PFood, E.U. 27 =
10.- Enmex S.4., Mexico : 28.-
1l.~ Fermco Labs., E.U. 29.-
l12.~ Gist Brocades, Holanda 30.~
13.~ Glaxo Labs., Gran Bretafia 3l.-
14,- Glucosa S.i., México 32~
15.~ Grain Processing, E.U. 33.=
160- ICI, EcUc 3“‘."
17.- I1.G.Farbenind, Alemania 35.=
18.~- Kaken Chemical, Japén 36.=

' 37.- Yamase, Japén

Kyowa Makko Kogyo, Japén
Lederle, L.U.

Meito Sangyo, Japén
Merck, Alemania

Miles, E.U.

Nagase, Japdn

Novo Industrl A/S, Dinamarca
Premier Malt, E.U.
Publicker Industries, E.U.
Rohm G.m.b.H. ’ Alemania
Rohm & Haas, E.U.

Sankyo, JapSn

Schenley Labs., E.U.
Searle Blochemicals, &.U.
Standard Brands, E.U.
Takeda, Japdn

Universal Foods, E.U.
Wallerstein Labs., E.U.

REFERENCIAS

AUTOR

1) Beck y Scott, 1974.
2) Cassida, 196&.
3) Faith et al., 1971.

4) Perlman, 1974. Mayor parte informacidn sobre »roductore
5; Sweigart, 1978, Informacidn sobre glucosa isomerasa
6) Underkoffler, 1977. Informacidn sobre fuentes de obtencidn

OBSERVACIONZ

Informacidn sobre usos potenciales
Cuadro basico de i:uformacidn
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le2+42¢~ Mercado. |
La informaciém contenida en la tabla 1 permite ver que
‘ 1a>ﬁayor£a de las eniimﬁé actualmente en el mercado estén
destinadas a la industria de alimentos. En ella han desem-
pefiado un lmportante papel, revoluclonando sectores enteros
dﬁrante los Gltimos 15 aflos. Sin embarge, su papel se acre
centard sin duda con las nuevas técnicas de inmovilizacién
y control computarizado de procesos (Trauberman, 1975). La
innovacidn de estos ltimos y el surgiwiento de nuevos pro-
ductos ha sido posible gracias a la actividad enzimitica. -
Quizés el ejemplo mis notable sea el de la obtencién de li-
cor de maf{z alto en fructosa, proceso inexistente hace unos
pocos afios y que ha sido factible graclas a la enzima gluca
sa isomerasa. Producide por prinera vez en 1970, alcanzé -
una produccién en E.U. de mds de 4,405,528,600 kg en 1975
(Urquidi, 1975)

Las necesidades slimenticias de una poblacién mundial
en crecimiento acelerado pueden solventarse en parte con la
ayuda de estos catalizadores orgénicos, y se garantiza un
mercado prometedor. En la hemicelulasa, la celulasa (Spano,
1975) y la lactasa (Kretchmer, 1972) quizé podrén encontrar
se en un futuro no oy lejano soluclones realmente importan
tes a los problemas de escasez de alimentos, eliminacién de

desechos y contaminacidén ambiental,
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Otros sectores, coxo los de textiles, curtidurfa y de-
tergentes no dejan de ser importantes (Faith et al., 1971).
En este Gltimo se espera un‘gran auge, tras haberse levanta
do la prohibicién de la FDA (Food and Drug Administration)
en Estados Unidos del uso de enzimas en detergentes, que prg
vocé un desplome en la produccidn de proteasas, que habfa al

canzado un nivel miximo en 1971 (Perlman, 1974).
1.2.3.~ Productores.

Los productores citados en la privera tabla son los de
importancia mundial y se mencionan también los nacionales,
que son sflo tres y que por ahora poseen tecnologfa extran-
jeras Enmex, S.A., Glucosa S.A. y la subsidiaria de Dass
pfizer. La produccién naclional es recientes Enmex, S.A.
fue el primero e inicié sus actividades en 1971 con la proe-
duceidn de amilasa y renina microSLana. Actualmente produ-
ce ademas proteasss y nectinasas. Pfizer, por su parts,
produce amilasas y oroteasas.

l.2.4. Avances tecnolégicos.

Johnson (1971) describe rdpidamente los nrogresos téc-
nicos logrados en el pruceso de fermentacldn. bkn términos
generales, han consistido en la sustitucidn del cultivo de
superficie por el sumergido y en la produccién‘de filtros
mds eficlentes para iLagrar mayor asepsia. Hockenhull (1971)
menciona aderis la introduccidn de la fer:entacidn continua

en sustitucidén de la produccidn por lotes y la aparicidn de
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medlos de cultivo menos complejos y més econémicos. En cuan
to al proceso de recuperacidén, la tecnolog{a de memdbranas
introducida reclentemente ha sido un €xito para hacerlo mis
eficlente (Gregor, 1978).

Se ha aveanzado también en ias preparaciones comercla=
les de las enzimas. Entre los nuevos procedimientos figura
el reportado por Nelson hace mas de 60 afios, pero explotado
en los Qltinos 15: la inmovilizacidn (Sweigart, 1978). En
ella se fija la enzima a un soporte, de naturaleza diversa
segn el wétodor adsorcién sobre o dentro de acarreadores,
»enlace covaleite a éstos o entrecruzamiento de ls enzima so
bre o dentro de los mismos; encapsulacidn y entrecruzamisn-
to directo enzima-enzina (Messing, 1975). La inmoviliza-
cién favorece el control del proceso deé catflislis y el dise
fio de controles automdticos para el mismo; por otra parte,
se ahorra enzima al permitirse su reutilizacién y aumentar
su vida medlia (Trauberman, 1975). A pesar de las ventajas
de esta innovacién, para la mayor{a de las enzimas es aln
ruy alto el costo, comparado con el de las enzimas solubles
que se utilizan actualmente. No obstante, a futuro segura-
mente cobrard lmportsucia al ser necesario ahorrar energétl
cos y materisles y ante el alza continua de costos. El éxi
to de ls glucosa isomerass menclonado antes fue factible

gracias a este proceso (Sweigart, 1978).
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2,- Estrategias para incrementar la produccién en los
procesog de fermentacidén,

2.1.- Enfoque genétjco.

Una vez establecido un proceso de fermentacién, conocj
das las mejores condiciones de aireacidn, agitacidn, tipo
de fermentador, etc., hay dos tipos de estrateglas para me
jorar los rendlmientoai la genética y la écolégica.

Demain (1973) afirma que por lo general la capacidad
productora de una cepa sélo puede ser incrementada medlante
la manipulacidn genética. Para ello es requisito conocer
las rutas metabdlicas y los pardmetros genéticos y de regu=
lacién que las mudulan., De hecho, el mismo autor en 1971
sefiala que los aumentos de cientos y miles de veces en 1la
produccién de metabolitos se deben a las técnicas genéticas,
principalmente a la nmutacidn, Sefiala que la mutacidén ha si
do importaute para la produccidén de metabolitos secundarios,
ha ayudado a producir nuevas sustanclas y a eliminar produc
tos indeseables.

Las técnicas genéticas de mutacidn, seleccidén e hibri-
dizacidén son revisadas por Calam (1970). Un ejemplo del en
foque genético para lncrementar la nroducclén estd en los
tracajos de 3alley (1975) y Yeh (1977), que utillzan agen=
tes mutagénicos. lerrick (197%) trabaja con una técnica
factible sdlo en orpanismos gque sresentan frecuencias altas
de recombinacidns la hibridizacidn, cuyo 6bjetivo es ampli-

ficar los efectos de la mutacldn o de alelos naturales.
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2.2.- Enfogue ecoldgico.

Denominamos enfoque ecoldglco a las wodificaciones re~
lativas a composicidn del medio de cultivo y a parémetros
fislcos del medio. Se analizarf cada tipo por separado.

2+2.1.~ Modificaciones a los medios de cultjivo.

Todo medio de cultivo debe contener fuentes de Carbono
(C) y Nitrégeno (H), elementos llamados macronutrimentos, y
clertas sales minerales, denominadas micronutrimentos. En
ocasiones deberin afiadirse, ademds, cofactores importantes
para el desarrollo. La seleccidén de materias pricas estard
en funcidén de costo, disponibilidad y requerimientos especf
ficos del organismo en cuestién. Las férmulas deben estu=
diarse continuasmente, ya que determinadaes circunstancias e-
confmicas, e incluso polfticas, pueden determinar cambios
importantes en precio y disponibilidad; por tanto, es conve
niente tener variantes.

El mejor conocimiento de las vi{as metab8licas del orga
nismo permite apreciar el efecto que algunos nutrimentos pue
den tener como inductores, represores, favorecedores de 1la
formacidn de cliertos catabolitos, etc. (Demain, 1971). Se
ve claramente, pues, la interrelacidn entre los factores ge
néticos y los medlioambientales. Algunos ejemplos de traba=
jos con el enfoque ecoldglco son los des Lépez (1977), Mark
kanen (1976), Mitra (197%) y Puc (1977).

Los trabajos de Mitra y Markkanen son ejemplos Intere-



23

santes, en 10s que la alimentacién cambia en el curso de

1a fermentacién, con el fin de provocar crecimiento al ini

clo y después inducir la formacidn del wetabolito deseado.
2e¢2424= Mod Q i

Se considera como tales modificaciones a factores co-
mo pH, presién oscética, osmolalidad, aereacién, agitacidn,
temperatura. Aunque un proceso de fabricacidén esté estable
cido hace mucho tiempo y proporcione buenos resultados, la
alta variabilidad de los sistermas bioldgicos hace que casi
cada cepa tenga condiciones Sptircas de desarrollo particue
lares; por otra parte, cada :etabolito tiene también cone
diciones éptimas de produccién. Finalmente, debe buscarse
el menor costo de fabricacidn,

Las modificaciones a condiciones de fermentacién ya
establecldas pueden no dar incrementos en rendimiento tan
espectaculares como los que proporciona la manipulacidn ge
nética nencionada por Demain (1971), pero si suficienteg
para diszinuir costos e increnentar gsianciss en forms im-
portante para cada empresa en particular. En Puc (1977),
encontramos un interesante ejemplo que ilustra la relacidén
entre osmolalidad y concentracidn y tipo de nutrimentos, lg
grando grandes ahorros al trabajar con carbohidratos mas ba
ratos. Por su lado, Markkanen (1975) proporciona un ejem=
plo de interaccidn eatre aereacién, pH y temperatura en el

que aumenta la nroduccidén y disminuye gastos de energfa.



En general, la modificacidn genética de las cepas de
interés industrlal resuita lenta y costosa, ya que requie-
re de personal cslificado y de materiales y condiciones muy
particulares, En cambio, la modificacidn de los factores
medioambientales para incrementar rendimientos es un expe-
rimentacidn no tan complicada como la anterior y no re-
~quiere de personal tan especislizado. Es'cierto que muchas
veces hay que trabajar expf{ricamente, peroc as{ se ha encon-
trado, en algunos casos, una interesante serie de sorpresas
en ls investigacidn para la industria (Hockenhull, 1971 ¥
Windish, 1965),

Por lo tanto, con base en las consideraciones anterig
res, el objetivo de este trabajo consiste en estudiar cémo
mejorar la produccién de las enzimas alfa amilssa y protes
sas obtenidas a partir de una cepa de Bagillus subtilils,
mediante camblos en el medic de cultivo. En este caso, los
camblos conducen a modificar el pardmetro pH por varios ca-
minos. Este factor se selecciond por ofrecer perspectivas
de mejorar lus rendimientos en la produccidn sin alterar en
forma sustancial el proceso de obtencidn ni requerir excesi
vos gastos adlelonales,

Las enzimas obtenidas son importantes, pues como se ha
visto ya en la tabla 1, tienen una amplia gama de apllicacio
nes. La fermentacldn gque se inienta modificur produce 1las
dos enzimas, pero en la preparacidén comercial tiene uwayor

valor la actividad proteol{tica,
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3.~ Antecedentes.

3.1.- Gondiciones nara el desarrollo de Bagilluys

subtilie ¥ producgdidn de engimas extracelulsres

El Bacjllug subtllis utilizado en la industria es un
bacilo grande, cuyas dimensiones son de 1 a l.5p de ancho
por 4 a 8p de largo; es Gram positivo, forma endosporas,es
saprof{tico y quimiorganotréfico y crece mesjor en condicip
nes aeroblas (Davis et al., 1973). Tolera grandes varia
ciones de temperatura, entre 150 y 500C (Herrera, 1968) pe
ro su Sptimo estd entre los 250 y 300C (Sadoff, 1972). No
obstante, es de sefialarse que en la mayorf{a de las publica
clones consultadas trabajan a 379¢C (Chambliss, 1977, Mark-
kanen, 1976, Lépez, 1977, por ejemplo). Sus endosporas re
sisten durante algunos momentos temperaturas superioras a
1100C. En cuanto a pH, parece "preferir" el medio ligera-
mente &cldo y el pH inicial mis frecuente reportado por los
autores mencionados antes @z de 6,5,

Bsta bacteria no parece tener requerimientos especla-
les respecto a fuentes de Carbono o Nitrégeno ni de sales
minerales para su desarrollo, ya que las cantidades reque-
ridas se encuentran como impurezas en otros constituyentes
del medlo, principalmente en la harina de soya (Windish,
1965). Sin embargo, algunos autores sefialan el posible re
querimiento del idén Manganeso (Mn++) al considerarlo factor

critico para iniclar el crecimiento (Salle, 1973), Este 1ién
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participa, junto con el Magnesio (Mg++), en la regulacién
de fenbmenos de transporte (Hutner, 1972), la esporulacién
(Hutner, 1972, Lapage, 1970, Sadoff, 1972, Salle, 1973) vy
para la integracidén del ribosoma (Tempest, 1970).

Espec{ficamente la produccidn de enzimas parece reque
rir Zinc (Zﬁ*+) en el caso de la alfa amilasa {(Underkofe~
fler, 1977) y esta misma necesita en forma absoluta de Cal
clo (Ca') (Barker et al., 1976, Murrell, 1967, Underkof=
fler, 1977). Por su parte, Windish (1965) sugiere que
clertas concentraciones de fosfatos estimulan la produce
cién de alfa amilasa.

Las enzimas cuya produccién se intenta estimulaxr en
este caso son proplas de la fase estaclonarlia de crecimien
to, pero son especlalmente abundantes en las esﬁoras y cé-
lulas esporuladas (Nakayama, 1977). La esporulacién es co
min, pero no obligatoris, en este género. Ocurre después
del cfecimiento exponencial, en cuanto se agotan los nutri
nentos que estimulan el creclimiento veéetativo. S5e presen
tan varlos eventos morfoldégicos y bloquimicos, descritos en
Sadoff (1972), as{ como de regulacidén, como la modificacidn
del aparato de traduccién estudiada por Chambliss (1977).
La sintesis de protef{nas se altcra totalmente debido a fe-
némenos como induccidn, represidén catabdlica, inhibicién

por retroalimentacién y a la modificacidén de enzimas por la

accidén de proteasas.
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El 34459&;1113 produce bésicamente tres actividades
proteoliticas (Markkanen, 1974): una es la proteasa neu-
tra, otra es la proteasa alcalina o de la esporulacién y
la dltima es la proteasa dcida. La proteasa alcalina es
absolutamente necesaria para la esporulacién (Sadoff,1972)
mientras que la neutra es mds abundante y termolébil (Mark
kanen, 1975). Las tres son exctracelulares, como la mayo-
rfs de las proteasas microbianas, y pertenecen al grupo de
proteasas sensihles a metales o a quelantes, segin la cla-
sificacién de Harley. Estas varfan en cuanto a especifici
dad, wecanlismo de accién y el rango de tolerancia a pH (Mo
rihara, 1974). Todas alcanzan su mdxima produccidn en 1la
fase estacionaria de crecimiento, aunque pueden empezar a
producirse antes.

La alfa amilasa de B, subtllis o5 una endoamllasa que
ataca los enlaces o{(l-l) y contiene ca'’ firmemente unido
a la molécula (Windish, 1965), 65u sfntesis también slcanza
el miximo en la fase estacionaria, bero empleza antes que
la de la proteasa (Markkanen, 1974).

Existen otras enzimas que abundan en esporas y células
esporuladas; entre otras estdn la glucosa deshidrogenass
(Fujita, 1977) y la B-glucanasa (Markkanen, 1976). La com
prensién del proceso de regulacién del fendineno de la espo
rulacién serd, sin duda, un factor importante en la bisque-

da de incremento en los rendimientos de metabolitos relacig
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nados con este proceso. La adicidn de sustancias que esti
mulen la produccidn de esporas, como el acetato de potasio
utilizado por Fujita (1977) para estimular la produccién
de glucosa deshidrogenasa y esporas, puede conducir a la
formacién de mayor cantidad de metabolitos secundarics. De
main (1971) denomina metabolitos secundarios a todos aqué-
llos producidos durante el nroceso de esporulacién y segin
él las proteasas y alfa amilasa entrarfan en esta clasifi-
cacidén. Sin embargo, Weinberg (1970) considera como tales
s6lo a micromoléculase

3.2¢~ Yarjaelones v control del pH dupante la

fermentacidn.

El pH del medlo de cultivo estd determinado, princi-
palmente, por sus componentes, cada uno de los cuales cop
tribuye a su variacidén en diferente proporcidn. Ss pueden
regular los cambios de pH al balancear la composicién del
medio, poniendo atencidén en aquellos constituyentes que lo
afecten més. Para el caso espec{fico que aquf se trata el
agua de cocimiento de mafz y la lactosa lo afectan determi
nantemente, alterando la secuencia de pH durante la fermep
tacién y consecuentemente la produccidn de enzima. As{,
tenemos que a mayor contenido de lactosa, menor serd el pH
y habré mayor producclén, ocurriendo lo inverso con el sgua
de cociniento de mafz, Mds aln, wientrus mis rdpido des-

clenda el pH,la cantided de enzima ottenida seré mayor (Yeh,
1977).



Las varisciones durante la fermentscidn provienen de
los metabolitos liberados por el organismo y de las trans-
formaciones nrovocadas en los componentes del medlo. ‘ Los
caizbios pueden ser bruscos o paulatinos y afectan en for-
ma diferenté al microorganismo y al producto, cuyos pH 8p-
timos no siempre coinciden., Es por ello que un control a-
decuado de este parimetrd puede conducir a in incremento
en rendimiento (Johnson, 197L). La ﬁagnitud y la veloci=

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

tabdlicos, incluyendo el de la esporulacién., Cada cepa pg
see una curva de pH caracter{stica dependiendo de los dci-
dos a 108 que haya convertido a los carbohidratos sencillos
segin su constitucién génica. Por lo general, naras las di-
ferentes especics del género ggg;lgég, al agotarse los car-
bohidrates sencillos e inlciarse la fase estacionaria el pH
tiende a alcalinizarse (Murrell, 1967)., Sin embargo, en es
to es diffcil encontrar un consenso en los diversdos autores
por la. diversidad de cepas y medios utilizadosy asf, Win=-
dish (1965) reporta un pl dptimo para la produccién de alfa
amilasa de 6.8 a 7.2 y un descenso brusco al llegar a 7.4,
mientras que Markkanen (1974) logra el méximo entre 6.0 y
7.0. En Enmex, el Sptimo en el fermentador estd entre 6.4
y 5.8, pero ls temperatura es ligersmente wenor a la traba

jada por los autores citados (320C),



rr,Existen diferentes xmétodos de control de pH. Entre
éstos se encuentran: la adicidn lenta de cloruro de amonio
que contribuye‘ademés a aumentar la cantidad de ﬂitrdgenn;
la adicidén de Cloruro de Calcio (CaCl,), sosa (NaOH) y acl
do clorhfdrico (HC1l) (Aiba, 1973). Se hizo referencia an-
_tes al efecto del medio como elemento importante de control
de este pardmetro. Los ensayos en este sentido son muy an-
tiguos, segin refiere Preséott (19%59). Sin embargo, siem-
pre hay nuevos intentos al descubrirse y estudiarse mis a
fondo las interacclones entre los constituyentes del medlo,
el proceso de esterilizacidén (Sidler, 1977), el papel de
los jones (Williams, 1971), etc., Asimismo, al regular el
pH deben considerarse factores como aereacidn, agitscién,
temperatura, que de alguna maners lo zfectan (Markkanen,
1975 y Yeh, 1977).

En la actualidad, el control y regulacién del pH duran
te la fermentacidén se han facilitadq enormesente al encon-
trarse m el mercado sensores automiticos, los que ademfs
tlenen la capacidad de mantener el valor deseadoc de este
parimetro agregando los dcidos o bases necesarios automdti
camente (Sidler, 1977).

En la fermentacidn con la que se trabaja en este caso
no existe ningin control automatico. £&n ocaslones se hace
necesario ajustar el pH inlcial deblido a variaciones en la

materia prima. El comportamiento de la curva de pH carac-



terfstica de cada cepa se puede rnodificar, ademds, por la
| adiciGﬁ de antiespumante. La regulacidn de los cambios,
| normalmente, se debe a los Fosfatos Monosédico y Disddi-
co del medio que actdan formando una solucidn amortiguade
ra, en este caso tendiente a la neutralidad. El Carbona-
to de Calcilo (CaCO3) contribuye también a amortiguar las
oscilaciones (Hockenhull, 1959). Rl proceso de esterili
zacién, al favorecer reacciones quimicas entre los constj
tuyentes del medio también sfecta tanto al pH inicial co-

mo & la secuencia posterior.

4.- Estructura del provecto.

Ls informacién anterior sugiere el disefio de diferen=
tes tipos de experimentos que conduzcan al increments en
la produccidn enzimdtica al variar las condiciones de cul-
tivo. Llas pruebas se realizardn en el laboratorio, en ma-
traces agitados, Se pueden clasificar de la sigulente ma=-
neras
a) Modificaciones al pH inicial

1) con 4cido clorhidrico (HCl)

i1) con cloruro de amonio (NHuCl)

1i1) con 3cido clorhi{drico y cloruro de amonio

iv) con jcido cftrico
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‘b) Modificaciones a la solucién amortiguadora utilizada
| 1) utilizacidén de solucidn citrato -fosfato

i1) utilizacién de amortiguador sin fosfatos

1i1) modificaciones al amortiguador de fosfatos

c) Esterilizacidn de sales por separado

El material empleadd pertenece a Enmex, S.A.; en cu=
yas instalaciones se llevarén a cabo los experimentos. Los
métodos y materiales de cultivo son los que se utilizan en
esta empresa normalmente. Las condiciones en gque se lleﬁnw
a2 cabo las pruebas han sido determinadas previamente por el
equipo técnico de la empresa para alcanzar la produccién ép
tima de las enzimas deseadas.

El llevar a czbo este tipo de estudios dentro de una
empresa tiene la ventaja de utilizar cepas, materias primas
y condiclones cuyo éxito en la nroduccidn ya ha sido corro-
borado en otras ocaslon:s.

En la figura 1 puede verse, a grandes rasgos, en qué
consiste el procedimiento de elaboracifn de estas enzimas,
incluyendo las fases de laboratorio y de fairicacién, Bé-
sicamente, se nropaga el cultlivo tras haberse seleccionado
una calonia aislada y comprobado los rendimientos en prue-
bas de laboratorio con matraces agitados., liay una etapa
de crecimiento, primero en el laboratorio y después en 1la
planta, Jde donde pasa al fermentador. All{ se alcanza la

fase estaclionaria de creciwmiento y, por consipuie nte, la
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produécién méxima de enzimas. El proceso de recuperacién
incluye varios pasos, con el fin de concentrar al mixi-
mo los nroductos y eliminar impurezas. Finalmente se pre-
paran las presentaciones comerciales. Todo el proceso de-

- be ser vigllado por el Departamento de Control de Calidad.
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FIGQURA 1

PROCESO DE OBTENCION DE AMILABA Y PROTEASAS »ACTERIANAS
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MATERIALES Y METODOS

l.- Microorganismo utilizado.
Bacillus subtilis, mutante obtenido en Elkhart, Indis
na, BE.Uey por radiacidn ultraviolata; clave 14.2F
2e~ Medio de cultivo.

2.

a) Preservacién en céongelacidn: "Litmus Milk" (Difco).

b) Propagacidn y seleccién de colonias: agar bacterip
18gico (Bloxon), caldo nutritivo (Bioxon) y pepto=-
na (Wilson).

c) Crecimiento: caldo nutritive (Bioxon) en agua des-
tilada, en matraces de 2,800 ml con fondo plano Yy
tapén de algoddn y gasa.

d) Fermentaciéns
1) Testigo.- Incluye lactosa, harina de soya, hari

na de pescado, aguz de cocimiento de naf{z, car-
bonato de calcio (CaCO3), fosfato monosddico
(MaH PO, ), fosfato disddico (Na,HPOy), fosfato
de diamonio ( (NH,*)2 PO,) (DAP).
11) Las varlantes se seflalan en las tablas correspon
dientes a resultados, 2 a 6.
3.~ Procedimiento de inoculacidn y fernentacidn.

El medio de nressrvacidn se esteriliza segin las ins-

trucciones uel fauvrlcante en tubos de ¢nsaye con tapén de

rosca de 25 ml de capacidad. Se inoculan con una colonia
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proveniente del medio de propagacién y transferida con asa
de sembrar, o con dos mililitros provenientes del medio de
crecimiento. Lste, a su vez, debe ser esterilizado durante
30 minutos a 120eC, Posteriormente se inocula con 2 ml de
un matraz de crecimiento anterior o de "Litmus Milk". Se in
cuba durante 24 horas a 320C en un agitador reciprocantes

Le este cultivo se toman 2 ml, con los que se inoculan mwa=
traces Bellco, de 250 ml de capacldad, con tres bafles y
tapados con gasa doble, que contienen el medio de fermenta=
cién. Estos se incuban durante 48 horas a 322C en un agi-
tador rotatorio NLW BRUNSWICK G 10, a 310 r.p.m. En los ca
s0s en los que se pretende elaborar una curva de desarrollo
durante la fermentacidn, se extraen ruestras a diferentes

tiempos. Al final, se someten a los andlisis indicados més

sdelante.

ANALISIS DEL !'EDIO DE FERML!iTACIOR

Sem e el io cultivo.~- Para detectar contaminan-
tes se elabora una laminilla, se tifie con la técnica de Gram
y se observa directamente al microscopio. Se siembra, ade-
més, un control en medlo de propagacién, que se incuba du-
rante 24 horas a 320C,

6.~ pHe- Se utiliza un potencidmetro BECKMAN ZEROMATIC SS 3
y se mide a 30¢C,
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7.- Nivel de azdcares reductores.- Se usa el método Schoop
le modificado por Enmex,

8.~ Crecimiento.~ Se expresa en Densidad Optica leyendo ab
sorbancia a S40 nm en un espectrofotdéumetro BECKMAN, Las
lecturas directas son en transmitancia y se transforma a
absorbancia siguiendo las tablas contenidas en Laskin et al.
(1973). Las diluciones son de 1 g en 100 ml de agua desti-
lada, segin recomiendan Chamoliss (1977), Glaser (1977) ¥
Lépez (1977).

G~ Ag&;x;ggg~gg;1911§;gg.-Se aplica el método de Qohlge-
muth (1908), citado por Prescott (1959) y modificado en En
mex. Esta prueba est{ basada en el tiempo requerldo para
que una preparacién de alfa amllasa bacteriana hldrolice
un sustrato de almiddn hasta una dextrina de tamafio defini
do. El tamafio de la dextrina se indica por el color de un
corplejo dextrina-yodo., Se define a una unidad Wohlgemuth
modificada (MWU) como la cantidad de enzimna que dextriniza
100 mg de almidén soluble (Lintner, Merck) a una dextrina
de tamario definido en trelnta minutos wvajo las coudiciones
de la nrueba,

10.- Activjdad proteolf{tica.-Se utiliza el método de North
rup modificsdo en Enmex. Esta técnica se basa en la diges
tidn de una solucidn regulada (pl 7.4) de casefna (lutri-
tional Biochemicals) durante 35 minutos a 402C, seguida de

una orecipitacidén de la casefna no digerida y filtracidn,
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La cantidad de casefna hidrolizada se mide colorimétrica-
mente tras haber afiadido reactivo de fenol Folin-Ciocalteu
(Sigma). Una unidad Horthrup (NU) se define como la cantji
dad de enzima que provoca una hidrélisis del 40% del sus-

trato de casefna bajo las condiciones de la prueba,
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BRESULTADOS

a) Modificacjonesg al pH injiclal.

En numerosas ocasiones es nscesario ajustar el pH ini
cial de un fermentador. En el caso que aquf se trata, el
pH del medio es de 6.3 a 6.4, por lo generals Si hay nece
sidad de corregirlo se afnade HC1l dilufdo (dcido muridtico)
o NaCH (sosa cdustica).

Con el fin de determinar si este pH y este tratamiento
son realmente los ma&s adecuados para comenzar la fermenta-
cién se planearon los experiuentos que a continuacidn  se
explican.

Al medio ds cultivo normal se le agregaron 1 § 3 ml
de HClL 1M, inmediatamente antes de inocular, obteniéndose
los valores de pH inicisl que se muestran en la tabla 2.
El pH fue determinado & 309C, Las cantidades de HCL se se
leccionaron, tras probarse varias, por su facilidad de ma-
nejo y por proporcionar decrementos paulatinos de este pa-
rémetro. Se logrd un ligero aumento en la produccidén de
proteasa y pequefias disminucjones en la de amilasa. Los pH
finzles son ligeramente mds dcidos que el del testigo, a
diferencia de los casos, analizados més adelante, en que se

agreg6 NH,Cl, en que son wds dcldos todavia.



Por otra parte, se pens6 que la adicién de sustancias
podrfa cumplir dos funciones: disminufr el pH e incrementar
la provisidén de Carbono y Nitrdgeno (Aiba et al., 1973). Pa
ra ello se utilizaron dcido citrico y NHuCl. El primero, a
la misma molaridad que el HCl, mientras que el segundo se
probd en diferentes molaridades y cantidades, tal como se
puede ver en la tabla 2,

La adicién de NHCl 1M en cualquier cantidad disminuye
tanto la actividad amilolftica como la proteolitica. Lo mis
mo paéa con una molaridad § veces mayor. La aclidez final
es en todos los casos inferjor a la del testigo. El nimero
de matraces es muy pequefio, pero no se considerd pertinente
repetir estos experimentos siendo tan notablemente perjudi-
clales los tratamientos,

Cuando se agrega NHkCl 5M mezclado con HClL 1M se ele-
va la actividad amilol{tica respecto al testigo, mientras
que la proteasa no se afecta. El incremento logrado en la
actividad amilolf{tica es bastante bueno como para nensar en
la adopcién del tratamiento a escala industrial, pero ten-
dr{a que ser en una fermentacidén en que sea mds importante
obtener actividad amilol{tica que pruteolftica.

En los casos en los que se afiadié dcido c{trico se odb
serva una tendencia a la alcalinizacién del pH final. EL
tratamiento resulta negativo para la activlidad nroteolfti-

ca aunque hay aumentos en la amlilol{tica, si blen no  muy

importantes.
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HODIFICACTITONLSBS AL pli I HICTIAL

TRAT AN [EATO pHi pHf WU % e(¥WU) m NU < () =
HCl 1M 3 mi 5.9 6.2 30862  95.7 8500 7  1bs3 10741 2.2 7
Testigo 6e2 6.3 32239 100.0 12700 7 17.1 100.0 3.6 7
HCL 1 1ml 5.1 6.1 0515 92.9 5100 15 19,9 - 100.,2 20 15
WR,C1 1M 5 ml 6.3 5.9 18B43* 50,0 0 2 20.2 , Bl.S 0.0 2
¥H, Gl 1M 10 ml 6a2 Hez 2u246*  BL4,3 20 2 15.7 64,3 0.2 z
M,C1 SM  2ml 5.3 5.9 35995* a&B.6 400 3 15.8 80.0 1% 3
Testigo 6. 6.2 52480 100.0 2100 L 24,3 100.0 2.7 b

MH, CL 5 1 ml + HCl 1M 2 ml 6.1 6.0 39719 b4 1300 ] 13.5  99.2 2.1 L

4 restipo G.4 5.+ 500 100.0 1100 b 13.5 100.0 0.0 M
Acido cftrico 1M 3Iml 5.8 5.4 4308 115,33 10300 14 19.8 79.8 31 1k
Testigo 6e3 6.3 3'7320’%»' 100.0 7900 1k 243 100.0 L,y 1b
Acido cftrico 1¥ 1 ml 6.l 645 6 102,56 5200 9 15.4 74,5 1.9 10
Testigo 5.3 6.3 35 100.0 4200 10 20.7 100.0 b, 10

pHi= pH inicilal IWU= unidudes Wohlgemuth modificadas %= porcentaje de actividad

pHf= pH flnal liU= unidades lorthrup respecto al testifFo

* = giferencias significativas e= error tipico (en MWU y NU) m= matraces analizados

KZ 95 L= zejorfa en actividad
Qe

Th
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b) Modiffcaciones al amortignador utilizadg.
1) utilizgcidn de so;ucién citrato - fosfato .

En un medio de cultivo normal se encuentra presente n
na solucidn amortiguadora formada por los fosfatos monosé-
dico y disddico (Hockenhull, 1959), segin se ha mencionado
ya antes. Las cantldades utilizadas corresponden a un pH
de 7.0 a 238C (Gomofi, 1954). Se pensd que las necesida-
des de fosfatos de Bacillus subtilis podrian ser cubiertas
con los fosfatos disdédico y de diamonio, puesto que este
organismo no presenta requerimientos especiales de este e-
lemento (Lapage, 1970). En cambio, se podrfa utilizar una
solucidn amortiguadora que contuviera més fuentes de C, Se
seleccion$ el de citrato-fosfato propuesto por Gomori (1954)
¥y las concentraciones utilizadas se encuentran, junto con
los resultados, en la tabla 3.

A simple vista nos damos cuenta de que estos ingredien
tes no son adecuados para la produccidén de ninguna de las 2
enzimas. La slcalinigacidén final del medio es notable, a
pesar de lo cual en el caso de la solucidén IV, cuyo pH a
230C es de 7.0, como en el testigo, el valor en NU no se a
fectas ]

11) utilizacidn de smortiguador sin fosfatoss

La accién combinada del Ca'' y los fosfatos para con=-

trolar el ritmo de las oscilaclones de pH ha sido ya mencig

nada. A Ultimas fechas, empero, se ha encontrado que la pre



A¥ORLTIGUADOL'CITERELTYO FOSFaAWO

TRaLA¥IE T0 pdl  pHE  MWU A e(}dU) m MU % e(Hy)
Solucidn Na POy, dciuo efirico pH a 23uC
(z) (g)
1 1.1258 0.3800 Ot 6,3 7.1 19100 739 7700 9 9.5 5245% 2.0
Tectio 6.3 643 25853  100.0 7100 10 18,1 100.0 1.6
11 1.0785 0.2629 D5 6.3 7.1 19246 Bl.5 7500 3 747 LB.8* 1.1
Te:tiuo 603 6'3 23582 100.0 L)TOO 5 15'8 100.0 1.-7
111 1,2047 0.1765 S8 S 7.1 24483 65.2* 8800 3 12.8 Bl.1l 1.4
Testigo 6.3 5.3 37602 100.0 5200 5 15.8  100.0 1.2
17 1,284 01256 7.0 6.5 7.2 26605 73.% 19600 6 14,1 97.2 3.9
Testipo 6,3 5.4 3925  100.0 25500 6 14,5 100.0 1.8
pil= pi indelald MwU= unidades Vlohlgemuth aouificadas % = porcentaje de actividad
pilf= pa fincl U= unidades Northrup respecto sl testigo
* = diferencis significetiva e= error tipica (en VWU y en NU) m = matraces analizados
43,95

th



sencla de fosfatos en el medio favorece reacciones con el
CaC03, incluso en cantldades tan pequefias como las gque pue
den encontrarse en el agua potable (Sidler, 1977). El ca’t
es importante vara la estabilizacién de las amilasas (Un-
derkoffler, 1977) sobre todo si actiian a altas temperatu-
ras (Atkinson, 1976). Si este idn es atrapado por los fog
fatos, la actividad amilolf{tica disminuird; ademds, Sidler
encontrd que también se afecta la actividad proteolftica.
Por esto diseiid un medio en el que la actividad amortigua-
dora de los fosfatos es desempefiada por otras sales, prin-
cipalmente cloruros., Su composicién se detalla, junto con
los resultados, en la tabla 4. Puede verse que no incluye
Caco3; sin embargo, el no utllizarlo determina un pH exce-
sivemente dcldo., Por ello se usd. el 50% de la cantidad nor
mal de este compuesto para lograr una alcalinizacidn del pH
inicial que lo aproximara mas al del testigo; sl se usaba
la cantidad normal la alcalinizacidn era excesiva.

En la tabla 4 de resultados se ve gque el medlo, tal co
mo lo usa Sidler, no es adecuado para ninguna de las dos en
zimas. Agregéndole CaCO3 se logra no afectar la proteass y
disminufr liperamente el decremento del tratarie.to anterior)

en el que ademds es rmarcada ls acidez tanto inlcial como fi-

nal.
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L AL LA L

TIGUADOR SIH FOSFaATOS

COMPOSICION

FeCl3 5.0 mg HaCl 1.0 g
CaClz 2e5 mg tn Cl2 0.2 g

Cantidodes paras 1 litro de

agua destiladz, del que se

aflade 1 ml al medio de cul=-
tivo. .

RESULTADOS

(uidler, 1977)

TRATAMILLTO

pHi pilf MU 5

e(¥ui)

Medio sin fosfatos (Sidler, 1977)
tedio sin fosfwtos + 0.3 g Ca_CO3

5.3 S 10746 64,2
6.4 34 13261 79.2
5.3 9.9 16751  100.0

m

11 3
70 3 4.3 102.2 0.7

1¥e 3

14,0 120.0 0.5

Testifo
pHi= pH inicial MU=
pHf= pH final Nu=

e:

unidades Wohlpemuth modificiuas
unidades Lorthrup
error tfpico (en MwU y en XU

%= porcentaje de actividad

respeeto al testigo
%= ndmero de nairaces anallizudus
R= mejorfa de actividad

S - (R ?_l
10.5 75e2 Lol 5

—

Sk
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111) medificaciones al amortiguador de fosfatos.

Se ha repetido ya en varias‘acasiones la inportancia
de los fosfatos en la solucidén amortiguadora, mayor que la
nutritiva. As{ como se probaron diferentes pH iniciales,
en esta serie de experimentos se pretend{a ver si las con=-
centraciones de fosfatos monosddico y disddico utilizadas
eran efectivamente las gque proporcionaban mejores ¢ondiclo
nes de amortiguacién., Se consultd la tabla de Gomori (1954)
y se seleccionaron concentraciones que en solucidn propore
¢cionaban un valor de pH en el rango del testigo. Las solu
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 1la
tabla., Las concentraclones agrupadas como de ‘nivel bajo"
se redujeron proporcionalmente para dar el mismo valor de
pH a 238C, pero con pesos mds parecidos al del testigo.Las
concentraciones y resultados pueden verse en la tabla 5.
Hiyel alto_de fosfatos,- En las grdficas l, 2 y 3 se ilus
tran, respectivamente, las variaciones en crecimiento celu
lar, nivel de azilcares reductores y pH durante el curso de
1a fermentacidén. No se presenta grafica de actividad enzi
mdtica debido a que sblo se detectd a partir de las 36 ho-
ras y slemore proporciond un incrementd similar en cuasnto
a forma pero diferente en magnitud pers cada casc. En es-

tas fraficas se puede observar que las oscilaclones de pH



CRECIMIENTO CELULAR densidad dptica )

1.0
0.8 N
0.64
0.4

0.2*

0.0

_ GRAFICA 1

CRECIMIENTO CELULAR Vs, TIEMPO DE
FERMENTACION CON DIFERENTES AMOR-
TIGUADORES DE FOSFATOS

Soluecién A Solucidn E

0 6 1218243036 4248
1.0

i
0.8}
0.6}
0.4

0.2

0.0

0 & 12182430364748
1.0,

0.8}
0.6

0.4

Solucidn 8 ' Solucién
0 & 121824 303542 F

-

Solucian D

0.2- ﬂﬂﬂ |
0.0 | | Soalueidn C Solucibn G

D & 121824303642 48

TIEMPO ( HORAS )

& 1218243368748

;

0 61218243036 4248

'

0 6 1218 2430364248



ZABLA 3

AMORTIGUADOR DL FOSFATOS

TRATAMIENTO pHi pHf  MWU % e (M) m Ju % a(3U) m
Solucidn HaH?_POu NaZHPOL’ pH a 23¢C
(g) (g)
wIVEL ALTO
A 0.8217 0.L4450 6.l S 6,2 32058 77.2  L100 L1k 9.5 3,7 L
Testigo A.b 6 h1lS51%  100.0 540C ! 15.8 100.0 3.7 L
B 0.6777 0.5174 646 6.2 6,5 231k2  101,9 9200 5 1540 1099 3.3 8
Testigo Gt S 25636 100.0 9900 0 IT.1 100.0 27 o]
Testigo 6. 0, 533 100.0 8000 8 18.3 100.0 1.3 g
b:restigo 0.1000 0,1500 7.0 6.4 6.4 33446 100.0 11500 5 18.9 100.0 2.9 &
E 0.3359 1.0217 7.2 6.5 6. 22465 75.7 6800 6 1h.b 9,1 0.1 &
Testigo 6.t 6, 29293  100.0 19700 6 15.3 100.0 2.j 3
F €.2279 1.1479 YR 0.6 0.7 30126 95.8 13500 L §.0% L6 4 el L
[Cestigo G+ 6.4+ 31462  100.0 12500 b 1%.2  100.0 <of L
G 0.,0000 0,0000 ' 6.7 6.5 53623 97.5 6600 L 12.3 60.¢ 0.1 L
Testlgo 6.4 6,4 54989  100.,0 4100 4  20.2 100.0 z.% z
NIVEL 3nJ0
B! 0.1129 0.,1029 6.5 6.2 6.5 5309 92.2 ©6500 9 2048 133.7 W.C g
ct 0.1019  0.,11959 6.8 6.3 0.5 476h§ . 82.8 L4900 10 22,8 ZeB 10
estigo 6.4 oL 57556 100.0 2400 10 19.0 [Xe) 2a2 10
pHi= pH iniclal ¥WU= unidades Wehlgemuth modificadas #= porcentaje de asctividua
pif= pH final U= unidades lorthrup respecto al testigo
* = diferencla significativa e= error tipico {en iy o en FU) D= matraces analizados
l xg . H= mejor{a de activiaad

A
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y 1a.concentraci6n de fosfatos afectan el crecimiento celn
lar y, por consiguiente, el consumo dé azlcares. Todo es-
to afectard, sin duda, la produccién de enzimas extracelu-
lares,

Los resultados presentados en la tabla 5 perumiten ver
que las condiciones actuasles de trabajo proporcionan los me
jores rendimientoé de potencia proteolitica, aunque en el
caso del tratamiento B hay una ligera mejorfa. BEn el caso
F se produce un gran descenso, significativo si se aplica
una nrueba de x§.95, con un grado de libertad. Lo mismo su
cede para el caso G, en el que no se han afadido fosfatos a
excepcién del de diamonlo. Para la amilasa, en cambio, 1la
situacién es distinta. Tanto en la solucidén F como en la G
los resultados son casli ipuales a 1os del testigo. Con el
tratamiento B también se presenta un ligero incremento, co-
mo ocurrid con la proteasa, ¥ en el resto de las goluciones
los resultados son malos para la produccién.

En cuanto a crecimiento celular (gréfica 1) puede ver
se que las curvas son bastante narecidas para todos los cg
sos. Se ha suprimido la fase lag, que debe ocurrir en el
medio de crecimiento; empieza la fermentacidén en la etapa
logar{tmica y se alcanza la etapa estacionaria, aunque es-

to no se ve muy claro en todas las curvas.
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Las curvas de consumo de azlcar (griflca 2) son tam=

" bién similares entre si{. Los valores finales son 1ligera-
mente mds altos a los alcanzados normalmente en el fermen-
tador (20 vs. 10 mg/ml), lo gue podrf{a indicar que 1los
tiempos de fermentacidén en los matraces son cortos. A gran
escala pueden cotejarse los niveles de azlicar y dejar co=
rrer la fermentacién hasta que alcance el nivel minimo de
azﬁcab posible. En el laboratorio la igualacidn del tiempo
de fermentacién es importante para poder comparar los resul
tados.

La capacidad amortiguadora en cada caso es variable co
mo puede verse en la gréfica 3. Por consigulente, también
lo son las oscllaclones de pH. Las mayores fluctuaciones
se reglstran, como serfa de esperar; en ausencia de fosfa-
tos (G). El testigo (D) sufre también grandes cambios pe
ro el resto de las soluciones no varfa mucho, Es de deg
tacar que el pH mdximo se alcanza siempre entre las 20 y 24
horas, cuando cambia el tipo de desarrollo de la fase log
a estaclonaria.

Las condiciones dptimas de pH inicial y final no coin
ciden para las dos enzimas, como puede verse en las grafi-
cas  y 5 en las que se han promediado todos los casos en
los que se utillzaron fosfatos. La amilasa parece produciy
se en mayor cantidad cuando el pH inicial es casi neutro y

el final es mds 4cido, mientras que la proteasa se produce
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en la misma cantidad independientemente del pH final y el
pH iniclal actualmente en uso parece ser el mis adecuado.
De cualquier manera, las diferencias no son muy notables.
Nive) bajo_de fosfatos.- La gran diferencila en cuanto a la
cantidad de fosfatos respecto al testigo podrfa hacer pen-
sar que son las cantidades de estos iones y no los camblos
de pH las que provocan los malos rendimientos. Por este mg
tivo, se probaron dos soluciones que habfan dado buenos re-
sultados, 1a B y la C, reduciéndoles proporcionalmente los
fosfatos para que dieran el mismo pH en solucién acuosa a
230C, pero con valores més parecidos al testigo, denominén
doles B' y C',

Los resultados constituyen una interesante sorpresa,
sobre todo para la potenclia proteolftica, tan importante en
la preparaclidn comerciale La solucién B' proporciona mejo-
res resultados que la C', la que aunque no dé un aumento es
pectacular s{ mejora con respecto al testigo. La actividad

anilol{tica se ve afectada negativamente, pero no de manera

significativa,
¢) Esteriljzacidén de sales por separado.

Se ha mencionado antes que la interaccién de los fosfa
+
tos y el Ca * afectarf{a especialmente a la amilasa. Esta
interaccidén es especialmente factible durante el proceso de

esterilizacién., Con el fin de comprobar los efectos de es
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tas reacciones se disefid una serie de experimentos en los
que, 0 no se afladfan estos ingredientes, o se esterilizaban
por separado en presencia y en ausencla de la otra sal. Los
tratamientos y resultados pueden verse en la tabla 6.

Un problema que se presenta para la esterilizacién por

separado es la falta de solubilidad del CaCO En los ca=-

.
sos en que se esterilizaba de estz manera seBdisolean 5g
en 50 ml de agua destilada, y se afiadfan 10 ml de esta solu
c¢ién a 40 ml de medio de cultivo, completando el volumen nor
mal de 50 ml. Sin embargo, en la plpeta siempre quedaban pe
quefias cantidades adheridas a las paredes, lo que podr{a
crear el problema de que el medlo contuviera cantidades insu
ficientes de este compuesto.

Se puede ver que la ausencla de Ca't afects negativamen
te a las dos enzimas. Kl porcentaje de decremento es mayor
para la proteasa que para la amllasa, contrariamente a lo
esperado., La ausencla de fosfatos también afecta a ambas ne
gativamente; en el caso de la proteasa la diferencia resulta
significativa si se aplice una prueba de X§.95, con un gra-
do de libertad.

La esterilizacidn de CaCO3 por separado produce consi-
derables aurentos para las dos enzimas. La actividad de
la amilasa casi se duplica si la esterilizacidn y 1la fer-

mentacién ocurren sin fosfatos. Bstos resultados se encuen



-
S5TLRILIZACION D& SALES POR SZPARADDO
Y LAFLCYLO D CaLCIO Y POSKFATOS
v ThaT A TEITO pHi pPHE WU s e(MWD) o v g elNU) m
]
| Ausencia de CaCO 6.1 6.3 13806 86,5 2100 3 10,2 Bl 0.9 5
i Testd, o 3 6.3 ©.b 15046 100.0 3400 3 12,5 100.0 0,6 5
' oausencls de fusfatos 6.5 7.1 3udh Bl 900 ko o 5280 1.6 b
| restigo 5.3 6.+ 3700 100.0 13800 & 17.7 100.0 1.7 L
S;St;rilizuc‘dn ue CaCO, por separado sin
!foefatss en el -edio 3 S.2 6.8 3979& 197.2% 14300 5 13.0 136.3 3.% 5
,'1‘e:Li‘,;u 5.3 5. 20176 100.0 2900 ) 9.5 100.0 2e 5
:aztc:iii4ac15~ e L;’.‘.O1 par separsdd con '
Procr vl wn el Leslo 5.9 6.4+ LbLSH 107.7 1.8800 7 20.5 137.7 L,7 7
i ‘l‘&;}'—-if Q "103 6-1" 1*3120 100|0 7 llfnn 100.0 l+.7 7
TZstertlloiclilin ae rosfal,os nul senarado
ledn ZuC0, e ol eddo - 6,0 151*:38 120,5 1000 £ ik.7 102,38 3.1 4l
lesii,u 2 ~ 6.3 1260 1C0.0 3000 5 1.3 100.0 0.7 S
P.gtorilizucidn de f.xf.tos por sepsrado )
peen Ca00y wu wl redlo - G.4 34771 tu'z,z* 9100 5 13.9 8545 U4,3 5
:";“-‘;L:i{@ - - 6.3 23955 00.0 10000 5 100 10000 005 5
]
ostozili.ne1dn de feau 251 oor seposrado - 6.0 318%4 §92.2 9300 7  1l.3 92.6 l.c 7
!"1\,.:".;‘0 - DJh 29715 00.0 8900 7 1l2.¢ 100.0 1.4 7
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oHi= pH luniclol fwJ= unldades Wohlgewuth modificuiuas %= porcentuje de nctividad resnecto
p..f= p-l fiual WU= unidsaes horthrup al testigo
v T o= difercrein sigrificntive e= error t{pico (en ifWU o en iU) W= matraces analizados
i ,e 1= mejorfu de actividad
‘.().95
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tran encerrados en un recuadro por ser, sin duda, los mfs
interesantes de todos y los de mayor factibilidad de inclu
sién en el proceso industrial.

51 son los fosfatos los que se esterilizan por separsg
do se producen también aumentos en la amilasa, pero el ren
dimiento de proteasa no mejora notablemente e incluso dis-
minuye cuando estd presente el CnCOB.

Al separar para la esterilizacién a todas las sales y
afiadirlas inmediatamente antes de inocular casi no hay di-
ferencia en actividad amilol{tica, aunque aumenta ligera-
mente, mientras que la proteolitica dibminuye un poco, Hs=
ta forma de esterilizar los ingredientes del medio afecta
el curso del pH durante la fermentacién, segfin se deduce de
las grandes diferencias del pH finsl con el testigo.

Finalmente, tenemos el caso de la esterilizacidn del
fosfato de diamonio por sepsrado. Bn éste, se produce un
descenso de cierta consideracidn en la actividad proteolf-
tica pero en cambio, como seﬁiln el hsterisco, el incremen
to en actividad amilolfitica es significativo si se aplica
uns prueba de xgo95 con un grado de libertad.
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DISCUSION

Las condiciones ideales para la produccidn de enzimas
extracelulares no han sido plenamente esclarecidas y son
atdn fuente de ideas contradictorias (Glenn, 1976). La re-
gulacién y control adecuadc del pH, paralelamente a otros
avances en el disefio de reactores, fueron factores definj
tivos en el desarrollo de la industria de fermentacién (Elj
worth, 1960), Sin embargo, la estrategia de control de pH
no havsido explotada plenamente (Johnson, 1971).

En este trabajo se experimentaron diversas formas de
modificacién al pH, inicislmente o durante la fermentacidn;
se experimentaron también modos de esterilizacién de los
componentes del medlo 1ds directamente implicados en el cop
trol de este pardmetro,

En total, se realizaron 30 modificaclones a las condi-
ciones normales y sélo 9 mejoraron la produccién 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 aplicacién a gran escala,

Las modificaciones al pH inlclal se realizaron con HCl
»or ser el utilizado por la industria normalmente cuando es
necesario ajustar este pardmetro. Se trabajé dnicamente

con descensos en el pH, ya que la experiencla previa de la
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emprésa con pH alcalino era negativa. La adicidédn de NHhCl
se realizd por estar mencionado por Aiba et al. (1973) co-
mo sustancla reguladora de pH y dtil para incrementar la
fuente de N. El 4cido cftrico se utilizé teniendo la idea
de incrementar la fuente de C y disminufr el pH simulténea-
mente, siguiendo la misma idea de Alba con respecto al N.

Los resultados obtenidos en cuanto a modificaciones al
pH iniclal no son muy claros respecto a las ventajas que pg
drfa representar esta reduccién. En primer lugar, debemos
consignar que el dcido citrico cumple con el cometido de
disminuir el pH inicial en forma tan eficlente como lo lo-
gra el HCl, ya que las mismas cantidades logran la misma rg
duccidn. Esto es de hacerse notar pues esta sustancia no
es menclilonada por ninguna de las fuentes, por ejemplo Alba
et al. (1973), Hockenhull (1959), Sidler (1977), como ade=-
cuada para disminuir el pH iniclal, independientemente de
que el costo que tiene resulta no competitivo con sustancias
como el HCl. En camblo, el NHkCl, en las diferentes varian
tes utilizadas, no cumple con este cometido.

Al analizar los resultados debemos tener en mente que
el HCl no es metabolizado, mientras que los demas compuestos
sf 1o son. Este metabolismo provoca modificaciones al pH
finals el 4cido cftrico lo alcaliniza, mientras que el NHHCI
10 acldifica en comparacidn con el testigo.

Probablemente es el uetabolismo y no la concentracidn

de hidrogeniones el factor que afecta el rendimlento de 1la
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‘elaboracién de enzimas. No obstante, no hay que olvidar
que en puntos cercanos a la neutralidad algunas décimas de
~unidades de pH afectan considerablemente la expresién del
metabolismo (Harrison, 1974). .

En el caso del HCl, en el que la acidificacién iniclal
del medlo sf desempefia un papel importante, se obtiens una
mejorfa ligera en la produceidn de proteasas. Empero, las
diferencias con respecto al testigo son muy pequefias.

El 4cido cftrico logra una mejor{a en la produccidn
de amilasa. Algunas fuentes de C estin reportadas como in-
ductoras de amilasa, a pesar de no ser sustratos de esta en
zima; tal es el caso de la lactosa (Windish, 19565), descong
ciéndose el mecanismo, El &cido citrico, sin embargo, no
estd mencionado entre ellas. No obstante, de alguna mane-
ra debe interferir en la regulacidn de vias metablicas, o
su propio metabolismo afectar las oscilaciones del pH del
medlo, como indicaria la alcalinizacidén final de éste, y por
este motlvo se altera la produccidn final de enzima, De
cualquier manera, se desconoce el wecaniswo de regulacidén
de la elaboracién de esta enzlma, que posiblemente sea por
represidn catabdlica (Meers, 1973) y todo lo que se dice sgo
bre 1a intervencidn del dcido c{trico es mera especulacién.

Es diffcil explicar el efecto del NH Cl. Solo, parece
actuar como imhibldor de la pruduccidén de amilasa. Lkl  pH

final 7 las oscilaclones de este pardmetro durante la fere-



mentacléh seguramente influyeron en la expresién del metabo
1ismo y la actividad de la enzima, siguiendo con las ideas
ya. expuestas, pues aln en el caso en que el pH final es ca-
si igual al del testigo el descenso en actividad es tan gran
de como en las otras situsclones. Por otra parte, cuando se
combina con HCl el metabolismo del NHuCI combinado con la 14
gera acidificacidén inicial provocar{a determinado tipo de
cambios en el microambiente celular que serian los que deter
minarfan el incremento, bastante notable, de la produccién
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. Cabria esperar que la presencia de N fécilmente asimi-
lable hiclera innecesaria la produccidén de enzimas proteolf-
ticas. Esta opinidn se debilita ante la evidencia del papel
que desempefian estas proteasas en la fase de esporulacién
(Murrell, 1967) si bien algunos autores consideran que las
pruebas aportadas no son suflcientemeﬂte claras (Glenn, 1976).

Los datos obtenidos no permiten enunciar una hipbtesis
que explique los hechos. Los autores consultados no dan nip
guna oxplicscién del posible efecto de estas sustancias, ya
sea que interfieran directamente en las v{as metabllicas o
alteren el metabolismo las variaciones en la concentracién

de hidrogeniones.
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"Al utilizar el amortiguador citrato-fosfato se preten
d{a incrementar la fuente de C sin variar el rango de actl
vidad de la solucién amortiguadora. No se encontraron an-
tecedentes en que se hublera manejado este tipo de solucidn
para la produccidn de esta enzima. La falta de éxito en su
uso podrfa explicarse, en parte, por los mismos factores que
afectan la produccidn de enzimas en presencia de &cido cftri
co. La metabollzacidn de este compuesto debe disminufr la
accidn amortiguadora de la combinacidén dcido c{trico-fosfa-
to disédico. La falta de fosfatos no afecta porque las cap
tidades usadas son wucho mayores que las usadas normalmente,
Quizds este exceso s{ las pudo afectar.

Es evidente, sobre todo en la solucién IV, cuyas canti
dades de fosfato disddico y dcido. c{trico proporcionan un
valor de pH a 230C igual al del testigo (7.0), la tendencia
a la alcalinlizaclidn tanto inicial como final. Los valores
alcalinos, no obstante, corresponden a los mencionados por
la literatura como Sptimos para la produceidn de amilasa, o
sea, entre 6.8 y 7.2 (Markkanen, 1974 y Windish, 196%). El
ascensoc en la produccién de proteasas en este dltimo caso
quizds podria explicarse por la falta de especificidad de
la prueba de Northrup para la determinacidn de actividad
proteolf{tica. Se han wencionado antes las tres proteasas

que produce Baclllus subtilis. Es posible que la mayor ac-

tividad detectada con este tratamlento corresponda a la prg
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teasa alcalina, al estar el pH wds cercano a su éptimo (Mo-
rihara, 1974). La preponderancia de una u otra proteasa de
be tomarse en cuenta al elaborar las preparaciones comerciga
lesy por lo que este factor debe tomarse en cuenta una vez
que se analice la costeabilidad. Cuando se pensé en utili-
zar esta combinacién citrato-fosfato se considerd§ que resul
tar{a mids cara que %a de fosfatos, por lo que su utilizacién
s6lo resultar{a posible si los incrementos obtenidos fueran
muy grandes, 1o cual no se logré.
Es necesario hacer algunas aclaraclones con respecto a
la solucidn que cerece de fosfatos en su composicidn, inclu
“sive del de diamonio, y que se tom$ de Sidler (1977). El
autor pretendfia obtener mejores rendimientos de proteasa
neutra y amilasa termoestables en Bacillus stearothermophil-
lug. Aunque la amilasa y proteasas producidas por B, subti-
lis v otros del mismo género son termoestables, s pesar de
que el organismo no sea termofflico (Atkinson, 1976), la tem
peratura de cultivo de Sidler es mucho mayor que la de este
caso (550C vs. 320C), Por otra parte, aquél trabaja con cogp
troles automiticos de pH que lo mantienen constante en 6.8
mediante adicidn de potasa (KOH), de mansra que resuslve al
problema de la acidez tan grande que se obtlene con la soly
cién salina que él maneja,
En el presente trabajo, al carecer de un control simie-

lar sobre este parimetro, las oscilaciones aparentemente
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fluctﬁan en un rango una unidad inferior al testigo, segiin
se desprende de ver el pH inlcial y final. Este debe ser
el factor que explique los considerables descensos en la
produccién de las dos enzimas. Por otra parte, la alcalini
zacidn con 0.3 g de CaCO3 parece ser insuficiente, ademis
de que posiblemente no complete la cantidad de ca't necesa=-
ria para la actividad amilolftica, ya que ésta resulta sen-
siblemente afectada en forma negativa, mlentras que la pro-
teol{tica no. La insuficiencla de ca't puede ser més acen-
tuéda para la célula, pues en el medlo hay Mg++, que al pa-
reter impide la entrada de ca't (Lapage, 1970).

Como la actividad proteolftica se recupera al afiadirse
un poco de CaCO3 ¥y consecuentemente, alcalinizarse un poco
el medio, & pesar de la ausencia de fosfatos, nos damos cuep
ta de que la falta de estas sales no es perjudicial para las
enzimas. Lo que no queda suficlientemente claro es si el ca't
es mis importsnte como elemento constituyente de estas macrg
moléculas o como regulador de las condiciones del medio de
la manera que sugiere Hockenhull (1959).

Por otra varte, la concentracidén de iones NH; es sflo
1s mitad de la normal, al haberse eliminado el fosfato de
dlamonio. Esto debe afectar tanto a la produccidén enzimfti
ca como al crecimlento celular. Flnalnente, otro factor a
considerar es la excesiva acldez que debe alterar a ambas

enzimas en su produccidn,
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De acuerdo con los resultados obtenidos este amortigua
dor no puede utilizarse en este momento pero no debe descar
tarse su utilizacién futura, optimizéndolo, quizds, de mang
ra que el pH del medio tienda miés hacla la neutralidad. Egs
to podrfa hacerse variando las concentraciones de sales uti
lizadas o afiadiendo mds CnCO3, lo cual de cualquier manera
debe hacerse por las razones antes mencionadas. La razén
principel por la que se cree convenlente la experimentacién
con esta solucién es que contiene abundante Hg++ y Mn' ¥ que

son lones a los que varlos autores conceden especial impor=-

tancia, como se ha menclonado antes (p4g. 25). Ademés, tap

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

(Hutner, 1972), pueden colaborar a regular el pH junto con
los fosfatos, cuando se usan, y con el 09003 (Hockenhull,
1959). En este caso no fue posible detectar la impurtancia
de estos iones en la produccidn de enzimas, puesto que no
era el objetivo que se persegufa y requgriria de otro tipo
de experimentos. Sin embargo, es algo que se debe conside-
rar en pruebas posteriores, ya gue todos los fendmenos en
que participan estdn indefectiblemente ligados a la produc-
cién de enzimas. Para terminar, debe decirse que una vents
ja adicional de trabajar con esta solucién serfa el costo,
ya que los componentes son baratos y féciles de obtener.
Como se habrd notado, los valores obtenidos en unida=

des de actividad enzimdtica son muy bajos, incluyendo los
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del testigo. Esto parece deberse a una degeneracién del
cultivo, cuyas causas pueden ser variadas (Sénchez, 1978) y
a esto se deberfs el valor tan alto del error tfpico (e),
particularmente en MWU, especlalmente notable en las tablas
referentes a la disminucidén del pH y a esterilizacidn de sa
les por sepvarado (tablas 2 y 6).

En los experimentos relativos a la modificacidén del
amortiguador de fosfatos parece haberse demostrado que las
oscilaclones del pH durante la fermentacidén son necesarias
para la produccidén de estas enzimas. Esto estarfa en oposi
cidén a lo sugerido por Johnson (1971) y lo logrado por Si=-
dler (1977), qulenes hablan de pH continuo. Por otra parte,
se ve que los fosfatos en cantidades altas son adecuados pa
ra mantener el pH, si no continuo, por lo menos en un rango
estrecho y definido, asf{ que podrfan considerarse ¢omo una
forma de control continuo de este pardmetro, sin necesidad
de vertir ai recipiente en que ocurre la fernentacién sus-
tancias del exterior, que implican siempre un ligero ries-
go de contaminacidn.

Aunque en este caso sf{ podrf{amos afirmar que las dife-
rencias en valores de pH durante la fermentacidn son la cau
sa de las diferencias en rendimiento, debemos tener en cuen
ta las cantidades de fosfatos, que no colnciden para ningin

caso y que también podrfan afectar los resultudos.
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51 el pH oscila en un rango alcalino, la proteasa se ve
afectada negativamente en forma signifleativé (Xg.95), tal
como ocurre en las soluciones F y G, Estos dos casos son to
talmente opuestos en la composicidn de fosfatos: en el prime
ro, éstos superan la concentracién del testigo en diez veces,
mientras que en el segundo no hay. Perd como ambos coincie
den en fluctuar en el rango mds alcalino que el testigo, de
be ser este factor el causante del decremento en produccién
y no ias diferencias en fosfatos.

En las soluciones F y G se alcanza también el miximo
crecimiento (gréfica 1). Observese gue para el caso de 1la
proteasa podemos hablar de una relacién inversa crecimiento-
actividad enziwmdtica, no as{ para la amilasa. Windish (1965)
seffala que esta relacidn s{ se habfa encontrado para la ami-
lasa siempre y cuando la lactosa no fuera la fuente de C,
por 1o que no coinciden estos resultados con los suyos. El
crecimiento estd expresado en Densidad Optica (D.0.),tal co
mo lo hacen algunos autores (Kinoshita et al., 1967 y Wol-
nak, 1967) debido a que las técnicas sugeridas para.estimar
el peso seco requerfan material fuera de nuestro alcance
(Demain, 1964 y Nakayama, 1977).

Quizd valdrfa la pena sefialar en este momento que, aun
que en ningdn caso se cuantificé el nimero de células espo-
ruladas, la inspeccidn rutinaria de preparaciones para andé-

1isis de pureza del cultivo permit{a notar un gran némero
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de baclilos en esta fase de desarrollo. Por tanto, podemos
decir que sf parece existir la relacién produccién de enzi
mas l{ticas-esporulacidén, aceptada por algunos (Markkanen;
1974 y Sadoff, 1972, por ejemplo) pero cuestionada por
otros (Glenn, 1976). No podemos discernir qué tratamiento
favorece mas esta expresidn de la informacién génica,.

Son considerables los aumentos en actividad proteolf-
tica obtenidos con las soluciones B! y C', y no es ficil
explicarloss Puede verse que el pH inicial coincide coun el
de las soluciones B y C, respectivamente, que tienen el mis
mo pH en solucidn a 238C. Aunque el pH final no coincide,
es bastante similar., Empero, ya se habfa dicho antes que
las cantidades pequefias de fosfatos, como las que contienen
el testigo o las soluciones B! y C', no son suficlentes pa-
ra maniener el pH en un rango pequefio. Este comportamiento
corresponde a lo predicho por la ecuacién de Henderson-Has-
selbach, ya que las soluciones B' y C* o el testigo son mis
dilufdas y, por tanto, su capacidad amortiguadora es menor
(Morris, 1974). De esta manera, suponemos que hubo mds fluc
tuaciones de pH en las soluciones de nivel bajo de fosfatos
que las ocurridas en las soluciones B y C, y que esto condu=-
Jo al aumento de actividad. Estas oscilaciones deben ser

mds favorables que las que se presentan en el testigo (D).
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Algo muy importante es que estos tratamientos no con-
ducirfan a ningin aumento en costos, sino por- el contrario,
los reducirfan ligeramente ya que las cantidades de fosfatos
empleadas son menores a las consumldas actualmente, A pe=-
sar de que la sctividad de la amilasa disminuye en algunas
unidades, las preparaciones comerclales elaboradas a partir
de esta fermentacidn tienen especificaclones mfs estrlctis
en cuanto a NU que a WU, por lo que quedarfa f4cilmente den
tro de los 1{mites requeridos. Tendrfamos entonces un aumen
to de 30% en potencia proteolf{tica, que representarfa un in-
crementc mayor de ganancia, puesto que aunque el costo dis-
minuye en un porcentaje menor, el precio que alcanza el kilo
gramo de este producto es bastante alto.

La proteasa parece requerir fosfatos para su producecién,
pues de otra manera se producen descensos estadisticamente
significativos, excepto en un caso que se analizard mwds ade
lante. La amilasa, en cambio, parece insensible a la pre~
sencia 0 ausencia de estas sales, Sin embargo, Windish (1965)
sefiala que los fosfatos, esneclalmente a una concentracidn
0.1 M son considerudos estimulantes para la produccidn de al
fa amlilasa, a pesar de que estos valores son mucho mayores
que los necesarios para el crecimiento. Las cantidades de
fosfatos utilizadas en la solucidn B corresponderfan a una
solucidén 0.1 M de cada una de las sales, 4Juizd si se util}

zara esta misma solucidén, o incluso la del testigo, pero con
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niveles bajos y multiplicadas por tres tanto la cantidad de
fosfato monosddico como de disddico, se obtendr{a una solu-
cién aproximadamente 0.1 M de todos los fosfatos, buscéndo-
se obtener el incremento de que habla el autor mencionado,
Sin embargo, la situacidén 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 proporclonan algunas mejoras nota-
bles.. Por otra parte, se ha menclonado ya la idea de 5Si-
dler (1977) de que durante la esterilizacidn los fosfatos
reaccionan de manera que alterardn después la producclién de
enzimas. En el fermentsdeor de la empresa se practica la eg
terilizacidn por separado del fosfato de dlamonio a rafz de
un descubrimiento accidental motivado por un olvido. Desde
entonces, se 1nst1tuj5 como rutina habitual, al notarse un
incremento en los rendimientos de amllasa,

En los experimentos realizados para este trabajo coin-
cide este aumento, pero sélo para la actividad amilol{tica,
en la que se descubrié, Este dato es importante pues rea-
firma que las pruebas a escala sobre las que se basa este
trabajo estin bien disefiadas y que los resultados, por lo
tanto, son aplicables a escala industrial con confilanza.

La esterilizacldn de Caco3 por separado, a pesar del
problema de solubilidad que se plantea y, por consiguiente,

de posible disminucién de las cantidades afiadidas al medio
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‘de cultivo, proporciona mejorfas especlalmente notables en -
el caso de la proteasa. Es importante sefialar que cuando el
tratamiento se aplica en ausencia de fosfatos se duplica 1la
produccién de amilasa. En este caso, el pH final coincide
con el sefialado por la literatura como 4ptimo para la produc
cién de esta enzima, aungue las condiciones son diferentes

(Markkanen, 1975 y Windish, 1965). Quizés los resultados se

+

ven afectados no sflo por el.atrapamiento de lones de Ca+ ’

sino también por las oscilaclones de pH, que deben ser con-
siderables en ausencla de fosfatos, como se ha visto en la
solucidén G de experimentos anteriores (tabla 5). De ser la
primera explicacidén la correcta, se confirmar{a en estos re
sultudos lo sugerido antes, del atrapamiento de lones 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 gue al esterllizar la solu~
cifn de fosfatos ocurran transformaciohes quimicas que re-
sulten inhibitorias para la formacidén de proteasas. Esto
explicarfa también el hecho de que al esterilizar la total}
dad de las sales por separado los aumentos sean tambiédn me-
nos notables, La similitud del resultado del tratamiento de
esterilizacidn de todas las sales por separado con el de 1la
esterilizacidén del CaCO3 en presencis de fosfatos indicaria

que es la interaccidén de éstos con el Ca'® 1la responsable de
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esta falta de espectacularidad en los aumentos. También es
de notarse el hecho de que en el caso en que se esteriliza
al Ca‘CO3 aparte y en ausencia de fosfatos, se produzca un
incremento consliderable en proteasa, puesto que la ausencia
de fosfatos por s{ sola produjo un decremento significativo
(Xg.gﬁl en la actividad.

~ Los resultados en los que estd involucrado el Ca++_son
diffciles de explicar pues afin no estd clara la funcidn de
este catién en fendmenos como regulacién de potenciales de
membrana, regulacién de permeabilidad celular y de produc=
cién de enzimas extracelulares (Williams, 1970) asf{ como su
papel en el proceso de esporulacién (Murrell, 1967), fendéme
nos todos que estén involucrados en el problems que nos ocy
pa.

La interpretacidén de estos resultados no es fécil al
carecer de mds elementos y de otro tipo de datos experimen=
tales, Posiblemente serf{a interesante anzalliser desde el
punto de vista quimico los productos'que se detecten duran-
te la esterilizacidén y comprobar as{ la hipbtesis de forma-
cién de inhibidores o de productos que no permiten la fluc-
tuacidén éptima de pH.

Es 1mportadte sefialar algi'nos aspectos que se encuen-
tran repetidamente en la literatura y que, aunque no fueron
tratados en este trabajo, serfa conveniente explorar para

lograr incrementos en esta misma fermentacidén., Entre ellos
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estén: la adlcidn de Mg'* v/o Mn'" v la de»algﬁn factor pro
motor de la esporulacidén. También, los camblos en la aereg
cién y control de pH tras la fase de 6recim1ento, as{ como
~ los cambios en la alimentacldén después de este momentd.
Sintetizando, podemos afirmar que se han logrado algunas
mejor{as interesantes para la produccidn de zlfa smilasa y de
proteasas bacterianas. Algunos tratamientos convendria explo
tarlos exclusivamente para la produccidn de amilasa. El mer-
cado para el consumo de estas enzimas es importante y crece
continuamente. Los costos tamolén lo hacen. Se debe, pues,

aprovechar cada aumento en rendimie.tos, por pequeiic que é&s-

te sea.



a)

b)

e)

d)

e)

i

CORCLUSIONES

ia disminucidén del pH inicial no es buena, por lo que
se puede considerar el pH de 6.3 a 6.4 como Sptimo pa

ra iniclar la fermentacidén. Un ligero descenso hecho

. 8 base de NHuCl 5M y HC1l 1M resulta conveniente para

incrementar la pradﬁccién de amilasa en un 30%.

La metabolizacidén del dcido cf{trico provoca disminu=
qién én rendimliento de las dos enzimas ya que alcali-
niza el pH.

La utilizacién de amortigusdor sin fosfatos no es adg
cuada pues la férmula utilizada conduce ; excesiva a~
cldez y es insuflciente en Ca+§, '

Las fluctuacliones de pH durants la fermentacién son
necesarias para la produccién de estas enzimas. Un ran
go especialmente adecuado para la obtencidn de protea-
s@s es el obtenido al camblar ligeramente las concen-
traciones de fosfato monosddico y disédico, soluciones
Bt y GC'y estas modificaciones son importantes pues pro
porcionan un incrementoc en rendimientos considerable a
incluso resultan mds econémicos,

La estertlizacién de sales por separado es muy conve-
niente pero el tratamiento debe seleccionarse segin la

enzima que se desee producir en meyor cantidads
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1) E;terilizacién de fosfato de diamonio o de CaCO3
sin fosfatos para obtener amilasa, ;

11) Esterilizacidén de CaCD3 con fosfatos para obte-
ner proteasa, mds importante comercialmente.

£) No estdn claras las causas gque provocan el incremento

en rendimientos al esterilizar las sales por separado.
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