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PARTE GENERAL

I.- INTRODUCCION

Es bien conocida la importancia industrial de
las enzimas amilol{ticas microbianas, considerando
la gran diversidad de sus aplicaciones,

Varios aspectos relacionados con su produccidn
han sido objeto de estudio por parte de investigadores
del pafs y del exterior. ILa casi totalidad de los
trabajos realizados expresan los resultados en valores
de actividad enzimitica por unidad de volumen. Se lle=
ga as{, a menudo, a la conclusién de que la presencia
de un componente o una determinada concentracién del
mismo, produce aumentos en 1los rendimientos. Esta con-
clusidn parece Ytil desde el punto de Yista préctico,
pero queda la duda si el componente estudiado favorece
la biosfntesis de la enzima o es simplemente la con-
centracién de microorganismo lo que aumenta, mantenién-
dose constante la actividad enzimdtica espec{fica o
sea la actividad calculada por unidad de peso de micro-
organismo.

Obtener aumentos de la concentracién de micro-
organismo para incrementar la concentracién de un
metabolito, no es siempre posible mis alld de un 1li{mi-
te determinado, sobre todo en procesos con hongos fila-
mentosos. Son bien conocidas las dificultades tecnolé-
gicas para aumentar la potencia de agitacidén emn escala
industrial con el fin de resolver los problemas deri-
vados del aumento de viscosidad de los caldos de fermen-
tacién o de la inadecuada aeracién del cultivo. De ello
deriva la importancia tecnoldgica de una investigacién
destinada a estudiar la influencia de componentes del

medio sobre la producoién especifica de un metabolito



de origen microbiano.

Es objeto del presente trabajo de tesis el
estudio de la influencia de algunos componentes de los
medios en procesos de produccién de enzimas emilol{ti-
cas fungicas y bacterianas sobre la actividad enzimé-
tica espec{fica. Se incluyen ademés algunos resulta-
dos vinculados al suministro de aire en procesos de
obtencién de amilasas bacterianas.

Para que el trabajo tuviera mayor validez y
contribuyera a analizar las conclusiones obtenidas con
anterioridad sobre rendimientos enziméticos volumétri-

cos, se decidid elegir una cepa de Aspergillus niger

muy conocida y estudiada como la N.R.R.L. 337, utili-
zada por varios investigadores del exterior y del pais,
y una cepa de Bacillus subtilis IAM H 1521, también

empleada en numerosos trabajos publicados.

II.~- GENERALIDADES

Las enzimas amilol{ticas pueden ser de diver-

sos or{igenes: vegetal como las que Se encuentran en la
malta, soja, remolacha, etc.; de origen animal como

las del pancreas y saliva, y finalmente de origen mi-
crobiano, que son en la actualidad muy utilizadas en la
industria.

Numerosos artfculos publicados tratan sobre las
caracteristicas generales de las enzimas amilol{ticas
microbianas, su naturaleza, estructura molecular, meca-
nismo de accidén y sus diferentes fuentes de obtencidn (1,
2,3,455).

Las amilasas son producidas por numerosos micro-
organismos. En general, las cepas méds productoras dentro

de los hongos se encuentran comprendidas entre los géneros



Aspergillus, Rhizopus, Penicilium, Mucor y Monilia.
En 1894, Calmette aisld hongos con propiedades ami-
lolitioas y posteriormente varias especies de Rhi-
zopus se utilizaron comercialmente para la produc-
cién de enzimas, incluyendo las especies niveus, de-
lemar, oryzae y javanicus. M4s tarde, otros investi-

gadores ensayaron cepas de Aspergillus niger y Asper-

gillus oryzae, observando que producfan altos rendi-

mientos de alfa amilasa. Actualmente se prefieren dis-
tintas cepas de &stos microorganiambe para la produc-
cibén industrial de la enzima. |

En lo que se refiore a las bacterias, si bien
existen varios microorganismos productores de amilasa,
tales como Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophi-

lus, Bacillus coagulans y Pscudomonas sacchardphila,

la mayorf{a de las cepas usadas en escala industrial,
pertenecen a Bacillus subtilis. .

Considerando que el objetivo de este trabajo de
tesis se refiere fundamentalmente a la influencia de
componentes de medios sobre los rendimientos enziméticos,
esta parte general incluye una revisi6n'b1bliogréfica
sobre los trabajos relacionados con los medios de fermen-
tacién utilizados en la produccidén y algunos aspectos

esenciales de las condiciones operativas empleadas.

III.- MEDIOS DE FERMENTACION
El medio de cultivo destinado a la produccién
de enzimas amilol{tioas debe conteners: a)una fuente de

carbono. b)una fuente de nitrégeno. o)sales minerales.
d)factores de crecimiento y en algunos oasos inductores
y otros agregados.

El medio formulado no necesariamente debe dar



un abundante deserrollo celular, sino fundamentalmente
una mAxima moncentracién de enzima.

Por otro lado, son oondiciones esenciales para
la produccién de la enzimas 1°) la presencia de los
genes apropiados para la formacién de la enzima en el
microorganismo, lo que estd limitado y determinado por
el genotipos 2°) la presencia de material adecuado
para la formecibén de la enzima, es decir la presencia de
precursores que puedan ser proteinas preformadas o bien
determinados aminodcidos que no puede sintetizar el
microorganismo. 3°) emergfa, necesaria para la sintesis
de la molécula de protefna que se la obtiene del meta-
bolismo de sustancias agregadas. 4°) la presencia de un
inductor en el caso de enzimas inducidas como lo es la
alfa amilasa fingica, ya que su formacién depende de
la presenclia de una determinada sustancia en el medio(62
El inductor es generalmente el sustrato de la enzima
o un componente estrechamente relacionado al sustrato,
pero existen casos de inductores que tienen poca 0 nin-
guna relacién con el sustrato. Otro es el oaso deidmilasa
bacteriana, que no es una enzima inducida habiéndose
demostrado que la secrecién de la misma puede ocurrir
en ausencia absoluta de almidén u otros carbohidratossag)

Los medios utilizados en la produccién indus-
trial de amilasas microbianas, i1levan por lo general
materias primes naturales. Como se ha dicho, el mi-
croorganismo requiere ciertos factores para su desarro-
1llo, como asi{ también factores para la producci&n de
enzima que se encuentran en dichos productos naturales,
tales como mafz, oebada, trigo, malta, extracto de
soja, extracto de levadura, etc. con los cuales se

obtienen considerables rendimientos.



a) Medios utilizados en la groduocién de amilasas fungicas

La fuente de carbono gque se incorpora a los
medios de fermentacién ejerce una notable influencia
sobre la s{ntesis enzimética.

Tonomura y colaboradores (6) hen estudiado el
efecto de distintas substancias que pueden actuar como
.inductores tales como maltosa, isomaltosa, amilosa,
glucosa, sacarosa, almidén, etc. en la produccidn de
amilaaa por Aspergillus Oryzae. Ellos demostiraronm
que la isomaltosa fue la mis efectiva, aumentando
los rendimientos enzimiticos en un 50% con respecto
a los obtenidos con almidén y maltosa. En cuanto a
la glucosa, observaron que inhibe la biosintesis, lo
que coincide con trabajos de otros investigadores (7)
que obtuvieron mayor rendimiento de amilasa cuando la
glucosa que contenfa el medio habfa sido casi total=-
mente consumida.

Utilizando una cepa de Aspergillus niger,

Shu y Blackwood (8) establecieron gue.el rendimiento

de amilasa es afectado por la naturaleza de los carbo-

hidratos. As{, en medios con makXtosa, almidén o dex~
trina obtuvieron rendimientos considerables, mientras
que empleando glucosa como ¥Ynica fuente de carbomo,
observaban una marcada disminucidn.

En general los investigadores (6, 8, 9, 10)
coinciden en que el almidén estimula la produccién
de amilasa en hongose. Tikhomirova (11) observé que
incrementando la concentracién de dicho carbohidrato
hasta un 2%, se aumenta la concentracién amiloX{tica.
Estos investigadores demostraron, por otro lado, que
el peso seco de micelio aumenta también con el conte-
nido de almidén del medio.



Van Lanen y Le Mense, (12) eaﬁudiando las fuen-
tes de oarbono'en relacidén a la prodiccién de alfa
amilasa con una cepa de Aspergillus niger Ne.R.R.L.
337, demostraron que la sacarosa, la maltosa y el
almidén dan buenos rendimientos, mientras que la
Xilosa y la lactosa fueron menos efeotivas cuando
se adiolonan a un medio comple,o.

La clase o calidad de la fuente de nitrégeno
agregada al medio es también de gran importancia.

Shu y Blackwood (8) trabajando con una cepa de

Aspergillus niger, establecieron que, a pesar de lo:

generalmente aceptado, para la produccidén de enzimas
amilol{ticas no es necesaria la presencia de protei-
nas y aminodcidos en el medio, ya que el rendimiento
de amilasa aumentaba cuando se usaba acetato de
amonio como fuente de nitrégeno. Observaron también
que el cloruro de amonio, nitrato de sodio, nitrato
de amonio, urea, asparagina y glicina dan bajos
niveles enzimédticos cumndo son empleados como Unica
fuente de nitrdgeno, en ocambio utilizando esos com-
puestos juntamente con pequefias cantidades de caseina
hidrolizada, se estimula la produccién.

En sus experiencias de produccién de amilasas

con una cepa de Aspergillus Oryzae, Corman (13) utili-

28 fuentes de nitrbgeno inorgénicas, tales como
nitrato y nitrito de sodio y orgénicas como urea,
dcido aspértico y asparagina, obteniendo rendimientos
similares con ambos tipos de fuentes.

Musaeva (14) estudid el efecto de fuentes
de nitrbgeno orgénicas tales como la gelatina, caseina,
extracto de mu{m y peptona, agregados al medio Czapek,



en la formacidn de enzimas por una cepa de Aspergillus

awamori.Ninguna de las fuentes nitrogenadas dié mayor
actividad amilol{tica que el control que contenfia ni-
tratos.

También han sido estudiadas otras fuentes de
nitrégeno complejas tales como hidrolizados de pro-
teinas, harina de soja, sorgo, malta, eto. . Le Men-
se, Corman y Van Lanen (12), en un trabajo muy com=-
pleto, estudiaron la influencia de harina de soja,
agua de maceracién de maiz y vinazas sobre la produc-
cién de alfa amilasa con Aspergillus niger N.R.R.L. 337.
ios rendimientos obtenidos con medios que contienen
agua de maceraocién de maflz y vinazas, sin agregado de
carbohidratos, fueron muy bajos, pero se logrd aumen=—
tar considerablemente la actividad enzimftica si se
reemplazaban esas fuentes nitrogenadas por harina de
sojae

Erb y Wistoff (15), con la misma cepa, obser-
varon que el agregado de urea a un medio base de ha-
rina de mafz, estimula la produccibén de alfa amilasa.

Con respecto a las salea que comunmente 8se
usan en la formulacién de los medios, podemos mencio-
nar foafatos, sulfatos, cloruros y nitratos. Estudian=
do el efecto de distintas sales como cloruro de pota-
sio, sulfato de magnesio, fosfato monopotédsico y sul-
. fato ferroso sobre el desarrollo y actividad enzimé-
tica de una cepa de Aspergillus, Musaeva (16) obser-
v8 que el sulfato de magnesio es sumamente importan-
te ¥ que 8in esa sal en el medio, se inhibe completamen-
te la sintesis de amilasa.



Por otro lado, investigadores japoneses (17)
establecieron que el ién calcio y el 1én magnesio in-
crementan la formecifn de amilase por Aspergillus
oryzaes

EL rol del calcio en la estructura esteble

de alfa amilasa es mencionado por muchos investiga-

dorec. Yoshimura (18) demostrd con Aspergillus oryzae

su importancia en experiencias de captaoibn de dicho
ién con EDTA.

Valle y Oikawa (19, 20) han establecido que la
enzima contiene 1 4tomo gramo de calcio por molécula
graﬁo de alfa amilasa que es esSencial para su activi-
dad, razdn por la cual ese 16n,ee€;ndiepensable como
un componente del medio.

Le Mense, Corman y colaboradores (12) demostra-
ron la influencia favorable del carbonato de caléio co-
mo regulador del pH utilizado al 0,5% en un medio que
contenfa harina de mafz y vinazas. Esto fué confirmado
por otros autores que con un medio base de herina de
ma{z acidificado obtuvieron aumentos notables en la pro-

duccién de alfa amilasa por Aspergillus niggr 337. Los

mismos investigadores demostraron que pequefias canti-
dades de cloruro de sodio y cloruro de potasio actdan
estimulando la prodﬁcci6n‘de amilasa por esa cepa.(l5).
Asimismo, Seliber y Golovkina (21) observaron
que el agregado de cloruro de sodio del 0,5 al 1,5 % a
un medio de cultivo que contenfa glucosa, incrementa la
produccién de enzima, atribuyendo dichos resultados a
un efecto de presidn osmdtica.
Comparando los efectos de distintas sales inor-
génicas y de vitaminas, sobre la formacibén de amilasa por

Asvergillus oryzae, Mihashi y Tatsumi (22) establecieron




que el cloruro de aodio, el 4cido ascérbico y el é&ci-
do para-aminobenzoico, fueron los més efectivos para
la produccidén de la enzima.

Se han mencionado otras-sustancias en la for-
mulacién de medios con el objeto de aumentar los ren~
dimientos enziméticos, tales como sales del 4cido f£i-
tico, fluoruros y agentes tensioactivos. As{, Talkami
y Wataru (23) observaron que la actividad amilolf{tica
de varias cepas de Aspergillus, es incrementada en me-

" dios conteniendo trazas de fludruro de sodio, fluoruro
de calcio y fluoruro de potasio. Estos mismos investi=-

gadores (24) determinaron que la actividad amilolitica

es también incrementada por adicién de vitaminas B, »

32 y 36 s en cambio la vitamina C hace decrecer la ac-

tividad. Yamada y Casey (25), trabajando con la cepa

K.ReReLe 337, de Aspergillus niger, observaron que el

agregado de fitato de calcio o &cido fitico a un me-

dio sintético, incrementa la produccidén de alfa amilasas
Reese y Maguirre (26) estudiaron la influencia

de algunos tensioactivos sobre la produccién de amila-

8sa porlvarias cepas de hongos, observando un efecto

ngOrable de dichas sustancias. Por otro lado, Takahashi,

Abekawa y Yamada (27) analizaron la influencia de temsio--

activos noidnicos sobre la forma de crecimiento y la

produccidén de amilasa por una cepa de Aspergillus niger,

Con algunos tensiocactivos obtuvieron mayor rendimiento
enzimdtico y forma de crecimiento tipo filamentosa, y
con otros observaron une disminucién en la producciédn
enzimidtica, con predominio de la forma de crecimiento

tipo "pellets".



De la bibliografi{a comentada surgen las siguien-

tes oonolusiones oon respeoto a los ocomponentes funda-

mentales de los medios:

10)

2°)

3°0)

La fuente de carbono puede tener, aparte de sus
funciones espec{ficas, incluyendo .la energética,

un efecto inductor o represor. Como ejemplo del
primer oaso tenemos al almidén o la maltosa, y del
segundo caso la glucosa. La fuente utilizada de
preferencia es el almidén.

Con respecto a las fuentes de nitrégeno las referen=-
cias son amplias y a menudo contradictorias. Debe
tenerse en cuenta en primer lugar las diferencias
debidas a las cepas. En segundo lugar es necesario
distinguir entre experiencias de produccién o sim-
plemente de formacién. Por otra parte, como es bien
conocido, la influencia de una fuente puede depen-
der de la presencia de otras o Ge las condiciones
operativas empleadas. Aunque existen referencias bi-
bliogréficas sobre la posibilidad de utilizar fuentes
de nitrégeno inorgdnicas, se considera de mayor im-
portancia, dada la naturaleza de los trabajos reali-
zados y del enfoque de los mismos, la utilizacién

de fuentes de nitrégeno orgénioas de origen natural
como el agua de maceracidén de maiz, residuos de des-
tiler{a o bien harina de soja o su extracto.

La presencia de determinadas sales es fundameﬁtal
para la produccidén de la enzima: Es evidente que,
como ocurre con todos los medios es necesario el a=-
gregado de fésforo, azufre, potasio y magnesio. En
el caso que nos ocupa es ademéds esencial la presen=-

cia de calcio. No es necesaria la adicién de otros
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elementos estimuwlantes mencionados, como el menga-
neso, zinc, hierro, etc. en raz6n de que se encuen-
tran.en concentracidn suficienté’en las fuentes nea~-

turales utilizadas, como ocurre en la harina de soja.

b) Medios utilizados en la produccidn de amilasas bacterianas
Estudiando el efecto de distintos glicidos sobre

la produccién de alfa amilasa de Bacillus subtilis, Fu=-

kumoto (28) observé que la lactosa y la galactosa son

los estimulantes més efectivos en la sintesis de la en-
zima. La glucosa y la fructosa favorecen la nédxima res-
piracién pero no son eficaces para la sintesis. Se es-
tablecid que la glucosa, en elevadas concentraciones es-—
timula la respiraci6ﬁ celular, pero inhibe la formacidn
de alfa amilasa por un efecto de represidén catabdlica. No
obstante cuando se la emplea en bajas concentraciones pue-
de estimular su bios{ntesis.

Segin Coleman y colaboradores (29), la maltosa es

la mejor fuente de glicidos para Bacillus subtilis, si-

guiéndole luego el almidén, el glicerol y la glucosa. Por
otro lado, para otra cepa de Bacillus subtilis, Windish

(30) afirma que la utilizacibén de glucosa, fructosa y sa-
carosa estimula el crecimiento pero reduce la produccién
de amilasa; a su vez observa lo inverso para glucdgeno,
lactosa, galactosa y xilosa.

En lo que se refiere a las fuentes nitrogenadas,
Nomura y colaboradores (31) han ensayado el efecto de
verias sustancias sobre la formacidén de amilasa, utili=

zando células lavadas de Bacillus subtilis. El hidroli-

zado de caseina juntamente con la glucosa, estimula la

produccién de amilasa, pero la preparacidén mis activa

de las ensayadas, fué un extracto acuoso de células.
Tsuru (32) establece que la glicina y sus pép-

tidos inhiben la sintesis de amilasa por Bacillus
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subtilis, aunque no explican los motivos. Este efecto
inhibidor.de la glicina puede ser suprimido por adicién
de alanina o metionina.

El efecto de proteinas como fuente de nitrdgeno
agregadas al medio, depende en gran parte de su consti-
tucién en aminodcidos. As{, Fukumoto (28) establece que
las fuentes nitrogenadas més adecuadas para la produc-
cibén enzimdtica son de naturaleza compleja como los hi-
drolizados de case{na, extractos de soja, gelatina, ex=-
tractos de levadura y otros. Esto ha sido confirmado
por muchos otros investigadores. ‘

Yohikawa y Maruo (33) extrajeron un factor ac-

tivo de células de Bacillus subtilis que fué purificado.

Este factor, que por su comportamiento se asemeja a
alquildieminas, estimula la formacién de alfa amilasa

por Bacillus subtilis. As{ mismo Nomura (31) encontrd

que ciertas aminas como la putrescina, cadaverina y es-
permina estimulan la produccién de la enzima.

En cuanto a los constituyentes inorgénicos, han
8ido mencionados varios iones que tienen efecto estimu-~
lante sobre la formacién de alfa amilasa, tales como el
zinc, hierro, sodio y manganeso (28, 48). El idn calcio
que forma parte de la molécula de la enzima, y es im=-
portante en la estabilidad de la misma, debe estar pre-~
sente en el medio.

Segin Stein y Fischer (34) el idn zinc seria
también parte integrante de la molécula de alfa amila-
sa. Este metal induce la dimerizacién de la molécula de
la enzima. La formacién del complejo zinc-protei{na pare-
ce ser un céso particular de la alfa amilasa de Bacillus
subtilis.

Por otro lado los fosfatos han demostrado tener
un efecto estimulante en la produccién de amilasa por
Bacillus subtilis (35,28).
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Con respecto a la inflvencia de otras sustancias
sobre la formacién de amilasa, Nomura, Maruo y Akabori
(36), estudimron el efecto de la &dicién de polietilen=
glicol al medio de cultivo de une cepa de Bacillus
subtilis, observando que la velocidad de formacién de
la enzima es acelerada por el polietilen glicol a una
concentracién del 10 %.

| Resumiendo la bibliograff{a consultada sobre com—
posicibén de medios de cultivo para la produccién de a-
milasa bacteriana, surgen conclusiones generales simi-
lares que para el caso de enzimas fingicas.
1°) Fuentes de carbono adecuadas son la lactosa y el al-
middn.
29) Las fuentes de nitrégeno preferidas son las de na=-
turaleza orgénica y natural o sea que nuevamente
nos encontramos con la conveniencia de la utiliza-
cién de los residuos de destilerfa o de la harina
de soja, de preferencia ésta $ltima en forma de
extracto.
39) Con respecto a las sales, se destaca nuevamente la
importancia de los elementos esenciales ya mencio-

nados, incluyendo al calcio.

En la totalidad de los trabajogs recopilados, tan-
to en lo que se refiere a amilasa fuingica como bacteriana,
se dan unicamente valores de actividad enzimitica volu-
métrica; por lo teanto no es posible saber, como se dijo
anteriormente, 8i los componentes estudiados aumentan
realmente la biosintesis de la enzima o si lo que aumen=-
ta es la concentracién de microorganismo.

La Ynica referencia bibliogrdfica relacionada
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con nuestro interés es la de Tikomirowa (11), en la cual
Se menciona que el peso se00 de micelio aumenta con el
contenido de almidén del medio, pero no se dan datos so-
bre la influencia del almidén en la actividad enzimitica
especifica.

IV.- CONDICIONES DE OPERACION

ks importante establecer en cada caso las condi-
ciones Sptimas del proceso, en relacién a la produccidn
enzimdtica. Es as{ que, pardmetros como aeracién, agita-
cién, pH y temperatura deben ser fijados convenientemen-
te. A continuacidén se mencionan brevemente los aspectos
esenciales vinculados a las condiciones de operacidn.
a) Amilasa fungica

En un trabajo de investigacidn realizado en e-
quipos de fermentacién de 500 y 3000 litros de capacidad
(37), se estudibd la influencia de la aeracidén y agita-
cién en la produccién de amilasa fingica utilizando una

cepa de Aspergillus niger. Los resultados mostraron que

aumentando la potencia de agitacién, de 0,5 a 1,5 wattios
por litro, se logra un aumento de la concentracidn de
ox{geno disuelto y de la relacidén consumo a demanda de
ox{geno. lLas mayores concentraciones de actividad enzi-
mética se obtienen empleando una potencia de agitacién
intermedia (0,7 w/1).

Un aspecto que se considera importante y que debe
ser tenido en cuenta en la produccién de enzimas fungicas,
es la forma de crecimiento que pueden adoptar los hongos.
Como consecuencia de la forma de crecimiento se producen
cambios fisicos y fisicoqui{micos en los caldos, que pue-
den modificar sensiblemente fenémenos de transferencia

que se traducen finalmente en alteraciones del metabo-
lismo celular, afectando los rendimientos del proceso.
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La forma de crecimiento adoptada por los hongos depen-
de, entre otros factores, de la cantidad de siembra. En
general, cuando el numero de esporos sembrados es infe-
rior a lO6 esporos por mililitro, se obtiene desarrollo
en forma de conglomerados denominados comunmente "pe=
llets". En trabajos realizados anteriormente en &sta
Facultad (38), los niveles més altos de alfa amilasa

Se observaron en caldos con desarrollo tipo filamen-
toso.

En lo que se refiere a pH, Tsuchiya, Corman y
Koepsell (39), han estudiado el efecto del pH sobre la
estabilidad y produccidén de alfa amilasa con una cepa de
Aspergillus niger. Ellos observaron que el rendimiento
de alfa amilasa fingica decrece cufndo el pH inicial en
el medio de cultivo es inferior a 4,5. Por otro lado,
Roy (40) establece un rango §ptimo de estabilidad de
amilasa fdngica entre pH 5,5 y 8,5,

b) Amilasa bacteriana
En experiencias realizadas en nuestra Facultad,

utilizando una cepa de Bacillus subtilis, se demostrd

la importancia de la agitacidén en los rendimientos de
la enzima. En ensayos en fermentadores, al aumentar la
velocidad de agitacién de 380 a 970 rpm, se obtuvo un
aumento de 2,5 veces‘en la actividad amilol{tica (41).
Markbanen y Bailey (42), trabajando con otra

cepa de Bacillus subtilis estudiaron el efecto de ve~

locidades de agitacién entre 750 y 1000 rpm, sobre el
rendimiento enzimdtico. En éste caso, la menor veloci-
dad estudiada (750), fué la més favorable para la pro-

duccidn de amilasa.
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En otros estudios realizadoy sobre la influen—
cia del pH y aeracidn en la formacidn de amilasa (43),
se demostr§ que la producciédn de la enzima puede ocu-
rrir sin aeracién despuéds que se alcanza la fase esta—
cionaria de desarrollo, sise controla el pH llevéandolo
a los valores correspondientes a los ensayos aereados.

Zajic y Liu (44) determinaron el efecto de mez-
clas de aire y dibéxido de carbono sobre la sintesis de
amilasa. Estos investigadores observaron que el aire at-
mosférico conteniendo de 2,5 a 13 % de 002 v/v, inhi-
be la sintesis de alfa amilasa durante las primeras 48
horas pero supera luego al testigo (con aire solamen-
te) observando la méAxima actividad para la mezcla oon
2,5 % a los 4 d{as. Mezclas con 17 % de CO, inhibe la

s{ntesis de amilasa.

2

En un trabajo muy reciente sobre produccidn de
amilasa bacteriana, Markbanen y Bailey (42), estudiaron
la influencia de la temperatura en un rango de 30 a 42,5°Cs
Ellos demostraron que el rendiﬁiento de amilasa aumenta
con el aumento de temperatura, llegando al mAximo valor
de actividad enzimética a los 40°C,
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PARTE EXPERIMENTAL

I.- AMILASA FUNGICA

a) Microorganismo

El microorganismo utilizado corresponde a una
cepa de Aspergillus niger del N.R.R.L. identificada
con el nimero 337. Para su conservacién se la mantuvo
en medio Czapek-agar (45) bajo vaselina. Se procedid
de la siguiente formas sobre medio Czapek—-agar soli-
ficado en forma vertical en tubo de ensayo, se sembra-
Ton esporos y s8e incubaron a 30°C. Después de una se-
mana y estando ya desarrollado el micelio de fructifi-
caci6ﬁ con abundantes esporos de ®¥olor negro, se adi-
ciond a cada tubo una cantidad de vaselina liquida es-
téril como para formar una capa de dos centimetros de
alturae.

b) Indculo

En todas las experiencias se utilizé como i-
néculo una suspensidn de esporos en agua estéril adi-
cionada de humectante . Esta suspensibén se.obtuvo co-
mo siguet se Sembraron esporos en tubos inclinados con
medio Czapek-agar y sSe mantuvieron en estufa a 30°C
durante una semana.. El contenids de cada tubo se sus=
pendié en tres a cuatro mililitros de agua destilada
estéril y se transfirid a un erlenmeyer de 500 ml de
capacidad que contenia 50 gramos de cebada perlada pre-
viamente adicionada de 5 ml de una solucibén esporulan-
te (asparagina lg, glicerina 30g, agua destilada 1000ml).
Este erlenmeyer se incubé a 30°C durante una semana. A

continuacién se adicioné agua destilada estéril que

17



contenfa tres a cuatro gotas de tween 80, para fa-
cilitar la suspensidén de los esporos.

La siembra se efectud de forma tal de alcan-
zar una concentraciéa inicial en el medio del orden
.de lO6 esporos por wmililitro, con lo que se asegura
un desarrollo del tipo filamentoso. En todos los ca-
sos, antes de realizar la siembra se determind el
nimero de esporos presentes en la suspensién inoculan-
te con el propdsito de transferir en cada ensayo, una

suspeusidn con igual ndmero de esporos.

c) Medios de Cultivo

Los medios empleados se indican en la Taola I.
Los valores indicados en dicha Tabla corresponden a
la concentracién inicial de cada componente. Cuando
se indica un asterisco (% ) significa que se hicieron
agregados periédicos durante el proceso, que se deta-
llan en cada caso en particular.

La composicién del medio base fué decidida de
acuerdo a las consideraciones generales ya comentadas,
y con la idea de disponer de un medio que facilitara
la determinacién del microorganismo (sin sélidos en
suspensién). Por ese motivo se ha evitado el uso de
harinas o cereales que, aunque podrfan aumentar los
rendimientos, ocasionarfan dificultades en la deter-
minacién mencionada.

El pH inicial de los medios fué ajustado & 7.
La eleccién de &ste valor se decidid enm base al ran—

go 6ptimo de estabilidad de la amilasa féngica y -de
formacién de la misma por la cepa empleada, gque de

acuerdo a experiencias realizadas én nuestra Facul-
tad, est4 entre 7 y 8.
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El extracto de soja utilizado en la composi-
cibén de los medios se obtuvo por tratamiento de 1 par-
te de harina de sojJa desengrasada con 10 partes de
una solucidén de hidrdxido de sodio al 0,1 %, en auto-
clave a vapor fluente, durante 2 horas. Una vez en-
friado a temperatura ambiente se centrifugd y el 1{i-
quido 1{fmpido obtenido fué llevado a sequedad en es-
tufa de aire a 40°C y posteriofmente molido y tami-
zado.

Cuando se analizd la influencia de las distin-
tas sustancias estudiadas, éstas se agregaron a los me-
dios al comienzo del proceso o en forma periddica, se-
gin se indica en cada caso.

El agregado perifdico de las fuentes de carbo-
no y de nitrégeno o de ambas en forma conjunta, se e-
'fectud con dos finalidades. lLa primera para determinar
la influencia de mayores concentraciones de algunas
fuentes, pero adicionadas durante el tramscurso del
proceso, y la segunda con el objeto de comparar los re-
sultados de experiencias realizadas con la misma canti-
dad de una fuente determinada, pero agregada. en un caso
al comienzo del proceso y en el otro durante el trane-

curso del mismo.

d) Determinaciones Anal{ticas

Determinacibén de pH. La determinacidén de pH fué

efectuada por medio de un medidor de pH marca Metroam
Harisen, modelo E 396 B.

Determinacién del Ndmero de Esporos. El recuen-

to del nimero de esporos fué efectuado en una cémara de

Neubauer.
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Determinacibédn de la Actividad Amilol{tica. El
método usado es el de Sandstedt, Eneen y Blish (46),

que se basa en la accibén de la enzima sobre un sustra-
to de almidén a 30°C, determindndose la hidrdlisis
producida por medida del tiempo que tarda la mezcla
enzima-sustrato adicionada de solucién iodo-ioduro de
potasio en igualar a un color tipo. El método origi-
nal utiiiza un sustrato formado por almidén soluble,
al cual se le incorpora una solucidén de beta amilasa.
En el presente trabajo se ha empleado una modificacién
del método, ya practicado con anterioridad en investi-
gaciones en ésta Facultad, que consiste en usar como
sustrato una solucién de almidén soluble solamente, sin
agregado de beta amilasa. Los resultados obtenidos se
llevan a Unidades S.X.B. por mililitro, multiplicdndo-
los por un factor que surge de determinaciones compa-
rativas realizadas con una enzima de t{tulo conocido
( Mylose 100 Cia Wallerstein de U.S.A.)usando dos sus—
tratos distintos: uno constitufdo por una solucién de’
almidén soluble y el otro por una solucibén del mismo
almidédn, adicionada de un extracto de harina de trigo-
duro que esuna fuente de beta amilasa.De la razén entre
&stos dos resultados, es decir, actividad amilolitica
con sustrato almidédn mas beta amilasa, sobre la activi-
dad amilolfitica obtenida con almidén sin beta amilasa,
surge dicho factor . En nuestro caso utilizando almidén
soluble Litner's de B.D.H. el factor resultd ser igual
a 8.

Las determinaciones se realizaron en el l{qui=-
do sobrenadante obtenido por centrifugacién de las
muestras. Los valores de actividad enzimédtica se ex-

presan como actividad enzimdtica volumétrica (A.E.V.)
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en unidades S.K.B. por mililitro y como actividad en-
zimdtica espec{fica (A.E.E.) en unidades S.EK.B. por

gramo de peso seoo de microorganismo.

Determinacién de Microorganismo. La determina-

cibén de microorganismo se efectud en todos los casos
por gravimetria, empleando el volumen total de medio
contenido en un erlenmeyer, por filtracibém a través
de papel. De ésta manera se evitan errores que son
comunes cuando se trabaja con hongos filamentosos al
extraer muestras de pequefio volumen. El sedimento mi-
crobiano obtenido se lavé tres véces con solucién de
4cido acético diluida y tres veces con agua destilada,
con el fin de eliminar el carbonato de calcio y demés
componentes del medio. Finalmente fud colocado en pe—
safiltro previamente tarado, secédndolo en estufa a 90°C
durante 6 horas.

Los resultados se expresan en todos los casos

en gramos por litro (g./1).

e) Condiciones de Operacidn

Las experiencias fueron realizadas en erlenme-
yers lisos de 1000 mililitros de capacidad, contenien-
do 200 ml de medio. Los erlenmeyers fgeron esteriliza-
dos en autoclave a 120°C y 1 atmbésfera de presidén duran-
te 20 minutos.

Para el desarrollo del proceso los erlenmeyers
se colocaron en agitador rotatorio a 235r.p.m. (excen—

tricidad 2,5 cm) y a temperatura constante de 30°C.

f£) Resultados y Discusidn

Se realizé un conjunto de experiencias prelimi-
nares sin determinacién de la concentracidén de micro-

organismo, con el objeto de verificar algunos resultados
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ya mencionados en la bibliograffa, como son los gque se
refieren a influencia del inductor y concentracién de

extracto de soja y las distintas relaciones fuente de

carbono/ fuente de nitrégeno.

A fin de establecer el comportamientc de almidén,
maltosa y lactosa como inductores, se programé un expe-
rimento con tres series de ensayos: 1) serie testigo
con almidén (medio n°l), 2) serie con maltosa y 3) serie
con lactosa (medios n® la y lc respectivamente). Los
resultados indicados en la tabla-IIl, muestran que la male
tosa es tan buen inductor como el almidén, dado que los
rendimientos son simileres. kn cambio se obtuvieron va-
lores de actividad enzimidtica menores para los medios
conteniendo lactosa.

Se realizaron también experiencias prelimina-
res con sSeis series de ensayos utilizando los medios cu-
ya composicidn corresponde a los nimeros 2a, 2b (testi-
g0), 2c, 23, 2e y 2f de la Tabla I. Como puede observar-
se en ésta, se mantuvo constante en el medio la concen-
tracién de la fuente de carbono y se varibé la cantidad
de extracto de soja desde 25 a 150 gramos por litro, sien-
do la relacién fuente de carbono/ fuente de nitrdgeno de
1/1,25 a 1/7,5. Los valores de actividad enzimidtica vo-
lumétrica obtenidos, aumentan a medida que aumenta la
concentracién de extracto de soja en los medios, llegan-
do a un méximo de 116 Unidades/ml para los medios con
150 gramos por litro ( ®abla III),

Todos los resultados concuerdan con las obsexr-
vaciones mencionadas en la bibliografia, que como se di-
jo anteriormente no incluyen determinaciones de actividad

espec{fica.

22



copedTTdTay o opsvdTTdnp Jod ESOPBZTIBEIX 80L

~8EUd 9P E9JIOTRA 9p sorpoamoad fs0eB8O SOT s0PO} U8 ‘uUo0s 6BTO

-udTI9dXd 8p S6TI98 E8BLUTESTP 6BT U0 0096 o0sad £ gd sap owod

BOT4PUTZUS DPBPTATEOB 3P o0jus] ‘ofeqeaq 8469 Ud UBUITEUOD 38

anb soT s0pog owod ¢w¥TQqeR] BLEd US weandtJ aunb sojep sOT

*BOTJIGRUNTOA BOTIPUIZUH DPBPTATIOY 1°A°H°Y

0°ST 0f94 ommm

2'6T 0°09 0°09
09T 0°gs 0°9g
o‘st 1A} o‘g¥
- o‘ot o‘ov
(Tw/*g°I°S°N) "A°H°Y
BS0308T BE50% T8N oBtge9y

£0J010NPUT E04UTISTP 8P BVFOUSMNTIUT

II V14Vl

144"
0ctT
96
2L

1204
os9ooxd
op SBIOH
/taeg

23



0°90T ¥¢90T 0°€oT 0%¢€6 0f0g gtq YT
09Tt g*eTT 8°90T ¥zot 2‘Lg 009 02T
0°80T yf90T 0°00T 0°96 9¢gL 9¢9¢ u 96
0°08 g9L g¢alL 9'¢tlL 0%9¢ ofs¥ A
0¢g9 009 889 0°gs 0f06 oot 24
AHE\.mQMomo.D.v .> om ¥y 0s9820xd
8p SBJIOH
9 [ E T z T 9TJa98

OUS5QJI3TN 9P 9juamny /OUOQIB) Op ©3UINJ S0UOTOBV[SJI SBIUTISTP

ITI VIgvi

3p BroueNTJul

24



1) Influencia de agregados peridédicos de la fuente de carbono

Las primeras experiencias se realizaron sin de-
terminacidén de microorganismo j--con el objeto de esta-
blecer si el agregado de una cantidad adicional de una
fuente de energfa incorporada al medio de cultivo duran—
te el proceso, conduce a la obtencién de caldos con ma-
yor actividad enzimdtica. Con tal fin se realizaron tres
series de ensayos: la primera con el medio base n°® 1,
Testigo y las otras dos series con l1los medios 3a y 3b res-
pectivamente. A partir de las 48 horas de comenzado el
proceso y cada 24 horas se efectuaron los agregados de las
fuentes de carbono. A la serie 3a se le agregaron 4 gramos
totales de almidén (20 g./1) en 4 veces, es decir 1 gra-
mo suspendido en 3 ml de agua destilada estéril por vez.

A la serie 3b, la misma cantidad de sacarosa, siendo cada
agregado de 1 gramo disuelto en 5 ml de agua destilada
estéril.

Los resultados se indican en la figura n°® 1, don-
de se observan mayores valores de actividad enzimdtica
volumétrica en series en las cuales se efectuaron agregados

v almidén.

v

periédicos de sacarosa

Otra serie de ensayos se realizd con el fin de
comparar la actividad enzimdtica obtenida en medios que
inicialmente contenfan almidén y a los cuales se agregd
sacarosa periédicamente, y aquellos que inicialmente con-
ten{an sacarosa y a los que se agregé almidén.

La composicidn de los medios utilizados se indi-
ca en la Tabla I con los n® 4a y 4b. Se realizaron tres
series de ensayos: la primera serie Testigo T empleando
el medio base n® 1l; la segunda el medio 4a al cual se le

incorporaron 30 gramos por litro de sacarosa, y la tercera
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serie con el medio 4b al que se le agregaron 20 gramos
por litro de almidén. . |

Los agregados se realizaron cada 24 horas y a
partir de las 48 horas de iniciado el proceso. A la se-
gunda serie se le hicieron 4 agregados de 1,5 gramos de
sacarosa cada uno, disueltos en 5 ml de agua destilada
estéril.A la tercera serie se le hicieron también 4 a-
gregados de un gramo de almidén cada uno, suspendido en
3 ml de agua destilada estéril.

En la figura n® 2 se representan los valores ob-
tenidos, donde se pone de manifiesto nuevamente que los
agregados peribdicos de ambas fuentes de carbono produ-—
cen caldos con mayor actividad enzimética volumétrica.

En cuanto al pH, se puede observar que la evolu-
cidén del mismo es tal, que las curvas se encuentran por
debajo del pH presentado en los ensayos testigos. Esto
puede ser debido a una mayor concentracidén de &cidos or-
génicos ( posiblemente glucbdnico) producidos por la ce-
pa al aumentar la concentracién de la fuente de carbono.

En las experiencias que sSe mencionan a continua-
cibn se procedid en forma similar, pero efectuando &sta
vez determinacién de microorganismo.

En primer lugar se realizaron dos series de en-
sayos para estudiar la influencia del agregado periddi-
co de sacarosa, que denominamos T (testigo) y S (con a-
gregado de sacarosa) empleando el medio base n° 1. 4
partir de las 48 horas de iniciado el proceso, se comen=-
zaron los agregados de sacarosa a la serie S, que se re-
pitieron cada 24 horas. En total fueron 4 agregados de
1 gramo de sacarosa por vez (20 g./l), disuelto en 5 ml
de agua destilada estéril.

Los resultados obtenidos para ambas series se

nmuestran ean la Tabla IV.

27



100

(S 4]
o

\

AEV [UskB/ml)

Aurcgados periodicos de la fuente de carbeno

_—-———-0
. S
e

testigo

!

' -
48 72 96 120 144 168
tiempo=horas

Figzura n° 2

28



BOTJIJO8dsd BOTIPUTZWI PBPTATIOV :°H°H°Y
009s osad s°s°d

BOTJIGQUWNTOA BOTRRUTZUH PBPTATIOV $°A°H°Y

02€T 513 896 9°L 008T . 92 o‘gy 0‘g 144
8EYT LE 9'€q Gt 006T G2 o‘gt 6°L 02T
99T 1 ogt peL 026T 92 oot 9%L 96
€16 143 o¢ecE 6%9 806 2€ 9¢62 6’9 2L
- - - %9 006 GE QLT 0%9 g
- - - 0‘9 - - 0°9T 6 ve
(8/aas0) (1/2)  (Tw/a3sn) (8/a2sn) (1/3) (Tu/g3s0) 0890017
ey eorre ] og o>omod mg oﬂoﬂod mog ->.m.< mﬁ
g°q 4 =] - 0.@ SedOH
3 T CREETS
BE0JIBOBE 9D S00TPQTISd £0PeS3IFB &P BIOUINTIUI

AT VISV

29



At ZOOO?Agreqados periodicos de sacarosa
1500+ ; PR —
A - - xS
N/
1060 - / vomrm i §
fos) ..f"’%‘f
o _x"'T::'-O"“"'"OT
o X T
s
li / ’lo
L ’/'/,’
% 500 | &
,/
’I
o=
0 ] | | | | !
24 48 72 86 120 144
tiempo=horas
Fig. 2° 3

30

40

20

AEV = USKB /ml



De la observacién de los resultados indicados
en la Tabla IV y de su representaciédn gréfica (figura
n° 3) se deduce que la mayor actividad enzimdtica de
la serie S se debe a una mayor concentracidén de micro-
organismo. Por el contrario la aotividad enzimética es-
pecifica es mayor en la serie testigo T.

En otra experiencia similar a la anterior, se
realizaron los ensayos con agregados periédicos de al-
midén, empleando también el medio base n® l. Se efec-
tuaron dos series de ensayos, serie T(testigo) y serie
A (con agregado de almidén). Los agregados comenzaron
a las 48 horas de iniciado el proceso y se repitieron
cada 24 horas. Se incorporaron 20 g./l totales de almi-
dén a la serie A, en 4 veces de 1 gramo cada una , sSus—
pendido en 3 ml de agua destilada estéril. En la Tabla V
se indican los valores obtenidos y en la figura n® 4 su
representacién gréfica .

Como en el ensayo anterior, el valor méds alto
en actividad enzimitica volumétrica que corresponde a la
serie A, es debida a una mayor cantidad de microorganis-
mo, observdndose as{ mismo una actividad espec{fica mayor
en el caso de la serie testigo T.

De éstas experiencias se deduce gue una mayor
cantidad de hidrato de carbomo incorporada al medio, fa-
vorece solamente el crecimiento del microorganismo y no

la biosi{ntesis de la enzima.

2) Influencia de los agregados periédicos de la fuente
nitrogenada
Se realizaron tres series de ensayos empleando

los sigulentes medios : la serie testigo T con el medio
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base n2 1, y las series 1 y 2, con los medios indicados
en la Tabla I como 5a y 5b respectivamente. A la serie
1l se le agregd a partir de las 48 horas de iniciado el
proceso y cada 24 horas, 50 g./1 de extracto de soja,
de manera tal que llegara a una concentracién de 100g./1,
semejante al contenido inicial del medio de la serie 2.
Se efectuaron 4 agregados de 2,5 gramos de extracto de
soja por vez, disueltos en 10 ml de agua destilada es-
téril.

Los resultados obtenidos se indican en la Tabla
VI. Como puede observarse, los valores de actividad en-
zimdtica especifica son semejantes para las series 1 y
2, lo cual podria ser el resultadg\de que ambas, al fi-
nal del proceso, tienen composicidn similar. En cuanto
a la concentracién de microorganismo resulta mayér en
dichas series que en la indicada para la serie T, lo
cugl nos permite deducir gue una concentracién superior
de extracto de soja favorece Unicamente el crecimiento

del microorganismo.

3) Influencia de los agregados periédicos conjuntos de las
fuentes de carbono y nitrogenada

Se realizaron tres serieé de ensayoss T, 1 y 2.
La serie testigo T, con ei medio base n° 1 y las series
ly 2, con los medios n° 6a y 6b. & los erlenmeyers de
la serie 2 se le agregaron a partir de las 48 horas de
iniciado el proceso y cada 24 horas, 25 g./l totales de
extracto de soja y 10 g./1 totales de almidén, de tal
manera que la composicidn de éste medio de la serie 2,
llegue a igualarse al correspondiente de la serie 1. Se
efectuaron 2 agregados de 1 gramo de almidén por vez,
suspendido en 3 ml de agua destilada estéril y 2 agre-

gados de 2,5 gramos de extracto de soja por vez, di-
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sueltos en 10 ml de agua destilada eatéril.

Los resultados se indican en la Tabla VII. Co-
mo se observa en dicha tabla, los valores de actividad
enzimdtica para las series 1 y 2 son similares, mientras
que la serie testigo T alcanza los mayores niveles de
actividad enzimdtica especifica.

También aquf las series 1 y 2 muestran mayor
concentracién de microorganismo, lo gue nos lleva a
pensar que los agregados conjunfos de las fuentes de car=—
bono y de nitrégeno, favorecen dnicamente el crecimien-~
to de microorganismo, sin influir en el valor de la ac-

tividad enzimdtica especifica.

4) Influencia de tensioactivos y otras sustancias

Considerando que algunos temnsiocactivos y otras
sustancias pueden afectar la excrecidén de enzimas mi-
crobianas, se realizaron ensayos con la finalidad de
observar el efecto que sobre la actividad amilolitica
de la cepa ensayada tuvieran 2 temnsioactivos: el poli-
oxietileno sorbitan mono-oleato (tween 80: p.e. 1,03 &
{ndice HLB: 15) y el sorbitan monopalmitato (span 40:
p.e. 1,03 é {ndice HLB: 6,7) (47), 2 hidrocarburos co-
mo el decano y hexadecano, 4cido oleico y sales de man-
ganeso.

Las experiencias con los tensioactivos se reali-
zaron en tres series de ensayos: la primera Serie testi-
go T, con el medio base n® 1 ; la segunda serie Tw y 1la
tercera serie Sp con 1los medios indicados en la Tabla I
como 7a y T7b respectivamente.

Los resultados obtenidos se indican en la Tabla
VIII. |
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