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OBJETIVOS

En el presente trabajo se persiguieron los siguientes
objetivos:

—aislamiento de cepas salvajes pertenecientes al Genero
Bacillus productoras de enzimas amiloliticas.

- determinación de las capacidades amiloliticas de las mismas
y su comparación respecto de las cepas de colección.

- caracterización microbiológica de las cepas aisladas de
acuerdo a criterios internacionalmente empleados.

- caracterización de las actividades enzimáticas
intervinientes en la degradación de almidones en las cepas
seleccionadas.

- EStUdiOS de DFDÜUCCiOnde las enzimas detectadas empleando
distintos sistemas de cultivo.

- determinación de los efectos de la temperatura y el pHsobre
las diferentes actividades enzimáticas detectadas.



1.- INTRODUCCION

1.1.- Antecedentes
La conversion de productos naturales efectuada por

microoganismos ha sido empleada desde hace milenios por el
hombre. Sin embargo, la utilizacion industrial de las
capacidades biosinteticas de las celulas para la produccion en
gran escala es relativamente reciente, y se debe
principalmente a 1a necesidad de resolver problemas globales
concernientes a salud, alimentos y energia, entre otros.

Paralelamente a los avances de la Biologia y la Quimica
modernas, 1a importancia de los procesos microbiológicos ha
experimentado un incremento notable en las últimas decadas.
Ello se debe a 1a busqueda de nuevas sustancias con mayor
efectividad en su accionar, mayor capacidad microbiana de
sintesis de moleculas activas respecto de los metodos
quimicos, sumadoa una elevada selectividad biosintetica a
pesar de emplear materias primas con bajos niveles de pureza.
Entre estas últimas debemosdestacar la importancia de la
degradación de polímeros naturales, comoel almidón, en
constituyentes de menor peso molecular, que ha sido y es
motivo de estudio desde larga data debido a la importancia del
mismoen diversas actividades del hombre.

Ungrupo de sustancias de particular interes
biotecnológico son las enzimas, cuyo explosivo auge a mediados
de los años 70 ha tenido un gran impacto en la sociedad que
puede observarse por la producción de vitaminas, aminoácidos,
antibióticos, edulcorantes, etc...; y de las cuales pocas se
han podido sintetizar en el laboratorio y ninguna enzima de
uso industrial se ha sintetizado artificialmente (Phaff,
1981).



1.2.- Almidón

El almidón es el polimero vegetal de reserva más
abundante en la naturaleza y desde la antiguedad distintas
civilizaciones lo han empleado con diversos fines. Prueba de
ello son los adhesivos encontrados en papiros egipcios que
datan entre 3500-4Ü00años A.C., las descripciones persas de
la obtención de "miel artificial" por degradación parcial de
almidón utilizada en el tratamiento de heridas (975 años
D.C.), o en los documentos chinos de papel cubiertos con una
delgada cobertura de almidón que datan 3mmaños D.C.
(Whistler, 1984).

Los primeros estudios sobre su composicion quimica datan
de principios del siglo XIXy demostraron que es un
homoglucano compuesto por unidades a-D-glucopiranosil con
enlaces (1->4) y (1->ó) de glucosa. Pero fue recien en la
decada del 40 cuando diversos grupos de investigación llegaron
a la conclusión de que esta constituido por dos tipos
distintos de compuestos 2 amilosa y amilopectina (Radley,
1976).

La amilosa es un polimero lineal de glucosa con uniones
a-(1->4), cuya unidad repetitiva es la maltosa (4-0-(a-D
glucopiranosil)-a-D-glucopiranosa) (Figura la). La mismaposee
estructura helicoidal y un peso molecular promedio que oscila
entre 20 a 60 kD. Entre sus propiedades fisicoquimicas más
importantes se destacan la de precipitar de soluciones acuosas
en presencia de elevadas concentraciones de alcoholes y la
capacidad de formar complejos en soluciones de iodo-ioduro,
los que presentan una coloración azul caracteristica con un
maximo de absorción a 65m nm (Whistler, 1984).

La amilopectina es un polímero ramificado que posee
uniones a-1,4 y a-1,ó, estas últimas denominadas puntos de
ramificación, en donde la unidad repetitiva es isomaltosa (ó
O-(a-D-glucopiranosil-)-D-glucopiranosa) y cuyas
ramificaciones poseen en promedio 25 a 30 moleculas de glucosa



(Figura lb). El polímero posee una estructura al azar y un
peso molecular promedio que va de 100 a 100m kD; es soluble en
solventes polares y los complejos de iodo-ioduro son
escasamente coloreados de rojo-violeta, con un maximode
absorción a 550 nm.

Actualmente se ha encontrado una tercera fracción, que
posee caracteristicas intermedias respecto a las anteriores, y
que puede considerarse comouna amilopectina menos ramificada.
Las caracteristicas estructurales de dicha fracción son
dependientes del procesamiento del almidón (Whistler, 1984).
En general, las proporciones de amilosa y amilopectina varian
según la fuente de origen, aunque para los almidones de papa
(Solanum tuberosum) y de maiz (Zea mays), comúnmente empleados

en la industria, las composiciones son de aproximadamente 20 Z
de amilosa y 80 Z de amilopectina (Zajac, 1989).

Para poner de manifiesto la importancia económica del
almidón, es conveniente considerar la producción mundial anual
estimada en 8.1Ü° Toneladas, siendo de aproximadamente 500.000
toneladas anuales en America Latina. Las fuentes de obtención

y su distribución mundial se observan en las figuras 2a y 2b
respectivamente (Zajac, 1989).

Actualmente, existen múltiples aplicaciones industriales
de los almidones, ya sea en estado nativo o modificado por
algún tratamiento fisico o quimico. Asi, el nacimiento de los
procesos enzimáticos industriales iniciado a partir de su
conversión en jarabes de glucosa y/o fructosa con elevado
poder edulcorante condujo a la busqueda de sistemas con mayor
eficiencia. Los mismos han propulsado el descubrimiento de
enzimascon diferentes actividades cataliticas, posibilitando
la transformación de almidón en moleculas con distintas



Figura 1a. Amllosa.
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propiedades y aplicaciones, a bajos costos y con mayores
rendimientos.

Otra area de importancia industrial, debida
principalmente a los elevados costos requeridos para la
obtención de energia, es el uso de almidón o subproductos del
mismopara la producción de solventes, etanol principalmente.
A su vez, la producción de componentes de plásticos
biodegradables, fabricación de papel, absorbentes especiales y
aditivos en sistemas de recuperación terciaria de aceites, han
ido incrementándose en los últimos años e implican una gran
potencialidad.

Por último, la tercer gran area de empleo de almidón es
la industria alimentaria: tradicionalmente, los hidratos de
carbono constituyen el 802 de las calorias consumidas por el
hombreen su dieta diaria y dos tercios de ellas son obtenidas
a partir de almidón o de la conversión del mismo (Knigth,
1969; Whistler, 1984).

1.3.- Edulcorantes
La degradación parcial o total del almidón en

oligosacaridos tiene comoresultado un tipo de compuestos con
propiedades organolepticas particulares que se denominan
comúnmenteedulcorantes. Dichos productos se emplean como
componentes de alimentos, bebidas, farmacos y principalmente
en la producción de confituras. Ellos incluyen, jarabes
liquidos y sólidos, maltodextrinas, fructosa y glucosa.

Tradicionalmente, la degradación de almidón en escala
industrial se realizaba mediante hidrólisis quimica, la cual
involucraba elevadas concentraciones de acido y altas
temperaturas. Dichas condiciones no sólo convierten a los
polímeros en sus unidades monomericas, sino que promueven la
degradación de glucosa a productos no deseados como



Figura 2a. Producción mundial de almidón.
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furfurales, acido fórmico, etc...(Radley, 1976). Con la
aparición en escena de las técnicas enzimáticas, las
reacciones secundarias fueron reducidas y aumentó en forma
considerable el rendimiento de la conversión desde 86 al 96-97

Z de glucosa (Kooi y Armbuster, 1967). Actualmente los jarabes
se obtienen a partir de almidón refinado empleando enzimas que
hidrolizan en forma selectiva amilosa y amilopectina en
cadenas de corta longitud. El control del proceso permite la
obtención de diferentes "cortes" con distinta composición
quimica y por lo tanto con diferentes propiedades de
viscosidad, retención de agua, dulzura, pardeamiento por
calor, etc.... Los mas conocidos, debido a su masivo empleo
por su elevado poder edulcorante son los jarabes de glucosa,
los jarabes de alto contenido de maltosa (que poseen un minimo
contenido de glucosa y un 28-65 Z de maltosa), y los jarabes
de maltosa de alto contenido de fructosa (Hobbs, 1983). Un
esquema de la obtención de los mismos se muestra en la
Figura 3.

Las maltodextrinas son un conjunto de oligosacaridos,
producto de la hidrólisis parcial del almidón, que poseen un
elevado contenido polimerico y bajo poder edulcorante. Se
emplean en coberturas de dulces y confituras, y como
espesantes de alimentos en donde reemplazan a la albúmina
bovina (Mc Donald, 1984).

La dextrosa, denominación comercial de la D-glucosa,
posee una capacidad edulcorante equivalente a un 75-80 Z de la
sacarosa. Por efecto de la temperatura sus soluciones
adquieren un color pardo no deseado, Sin embargo, por sus
propiedades de elevada higroscopicidad, compresibilidad y
contenido de humedad, es empleada en la confección de
gelatinas, jaleas, coberturas de masas y chocolates (Hobbs,
1983).



FIGURH3. Produccion de edulcorantes.
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La fructosa, resultado de la isomerización enzimática de
la glucosa, es 1,3 a 1,7 veces mas dulce respecto de la
sacarosa y debido a que este producto está alcanzando precios
competitivos en el mercado paulatinamente esta desplazando el
uso de glucosa y/o sacarosa. Por otro lado dado que puede
metabolizarse sin insulina, se la utiliza en la preparación de
alimentos para diabéticos.

La búsqueda de edulcorantes con propiedades especiales,
comoser baja capacidad de producir caries o bajo poder
calórico, ha motivado el desarrollo de una nueva area de
productos: los hidrolizados hidrogenados de almidón,
denominadosalcoholes-azúcares, comoser maltitol, manito],
sorbitol (Figura 3), etc...(Appl y col., 1989).

La relevancia económica del área de edulcorantes

originados como productos de la degradación de almidón puede
observarse en la tabla I (Durand, 1982).

Tabla I. Producción de edulcorantes
C.E.E. E.E.U.U. JAPON

Producto Toneladas
Jarabes de Glucosa 950.00Ü 2.600.Ü00 4Ü0.000
Maltodextrinas 50.000 70.000 35.000
Glucosa cristalina 250.000 600.000 140.000
Fructosa cristalina 12.708 4.200 - - 
Sorbitol 98.000 92.080 103.0m0
Manitol 2.00Ü 4.000 700
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1.4.- Enzimasde uso industrial
Todas las formas conocidas de vida producen enzimas que

puedenser obtenidas de tres fuentes naturales diferentes:
plantas, animales y microorganismos.

El concepto del empleo de enzimas en actividades
industriales, se puede remontar al año 1894 cuando J. Takamine
patenta en E.E.U.U. una enzima que denominó diastasa
(actualmente amiloglucosidasa) de origen fungico para la
produccion de etanol.

En los años 30 se inicia el empleo de pectinasas para la
clarificacion de jugos de fruta en Alemania (Mehlitz, 1930).
Pero no fue sino hasta los años 50, en donde las industrias de
licores comienzan la busqueda de sistemas enzimáticos mas
eficientes con la finalidad de reemplazar las enzimas
obtenidas de cereales, iniciándose los estudios en los
sistemas microbianos.

En el periodo gue va desde 1965 a 1975, comienza una

expansiva etapa en la produccion industrial de enzimas, a
partir de los logros obtenidos con una proteasa producida por
una cepa de B. Jicheniformis, que tuvo gran exito en la
industria de detergentes; de igual modotres reninas
microbianas fueron introducidas al mercado de consumoeuropeo.
En ese mismo periodo, el elevado costo de la sacarosa y la
gran disponibilidad de glucosa hizo posible el desarrollo del
proceso industrial de isomerizacion a fructosa.

La industria cervecera comienza a aplicar enzimas como
a-amilasas, proteasas y B-glucanasas microbianas. Asimismolas
industrias farmaceúticas inician el empleo de enzimas
microbianas para la sintesis de antibióticos con mayor
efectividad.

De las aproximadamente 2000 enzimas descriptas, menos del
3X poseen alguna importancia industrial, pero en la decada de
los años 70 han sido patentados más de 1mmdiferentes procesos
enzimáticos nuevos o modificaciones de los mismos (Aunstrup y



col., 1979; Taylor y col., 1979). En el mercado industrial son
escasas las enzimas de origen animal y vegetal, ello es debido
a los inconvenientes de producción que presentan:
disponibilidad limitada en el caso de las enzimas de origen
animal o variaciones de la producción estacionales-climáticas,
en el caso de las de origen vegetal. Por otro lado, los
conocimientos adquiridos en las últimas decadas sobre el
metabolismo microbiano, las tecnicas de manipulación genetica,
asi comoel desarrollo de nuevas tecnicas de fermentación y
recuperación de productos, sumado a los bajos costos de
producción, han motivado la búsqueda de enzimas microbianas
comocatalizadores para su potencial uso industrial. Entre
ellas se destacan en particular las enzimas intervinientes en
la degradación de almidón, como se muestra en la Tabla II
(Aunstrup, 1977; Stewart, 1987).

En 1982, se producían aproximadamente 14mmtoneladas de

enzimas, con una venta anual estimada cercana a los 350
millones de dólares norteamericanos (Stewart, 1987). Si se
efectúa una discriminación por sectores, se puede comprobar
que el 60 Z de la producción corresponde a uso alimenticio, el
25 Z a uso como componente en agentes detersivos, 10 Z a uso
farmacológico y un 5 Z a otros rubros (Eveleigh, 1981). Sin
embargo la producción en gran escala de enzimas esta
restringida a unas pocas, correspodiendo una cifra cercana al
80 Z del mercado a ó enzimas, como puede verse en la tabla
III.

Se debe destacar ademas que el 60 Z de la producción de

enzimas se concentra en tres empresas de origen europeo (Katz
y col., 1987), con la consequente polarización tecnológica que
ello representa.



Tabla II. Enzimas microbianas de importancia industrial en la
degradacion de almidones.
Enzimas

Alfa-¿milasas bacterianas

Alfa-amilasas fúngicas

Alfa-glucosidasas

Amilasas "sacarificantes"
bacterianas.

Amilasas "maltogenicas"

Y

enzimas
desramificantes.

Amiloglucosidasas

Microorganismos
Bacillus acidocaldarius,

amyloliquefaciens,
caldolyticus,

" licheniformis.
Aspergillus niger,

oryzae.
Paecilomyces subglobosum.
Penicillum expansum.
Bacillus cereus,

circulans.
Mucorjavanicus.
Bacillus amylosacchariticus,

natto,
" subtilis Márburg.

Bacillus amyloliquefaciens,
cereus ,
circulans,
megateríum,
polymyxa.

Pseudomonas deramosa.

Streptomyces spp.
Aerobacter aerogenes.
Aspergillus spp.,
Ehdomyces sp.

Rizhopus spp.,
T. viridae.

En America Latina, el desarrollo de procesos
biotecnológicos es escaso, en consecuencia existe una gran
deficiencia en la producción de enzimas de uso industrial. Es
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asi, que Argentina importa enzimas por un monto aproximado al
millon de dolares norteamericanos al año (INDEC,1990).

Tabla III. Produccion de enzimas industriales.
Enzima Origen Cantidad“ Monto* Referencia

Proteasas fungica y 530 66 Taylor y col., 1979
bacteriana

a-Amilasa 380 12

Glucoamilasa fungica 320 36
Glucosa
isomerasa bacteriana 120 56
Renina 26 64

Pectinasa fúngica 2B 8.5 Aunstrup, 1979
" Cantidad expresada en toneladas anuales. l"Losmontos estan
expresados en millones de dolares (E.E.U.U.).

1.5.- EnzimasAmiloliticas
Se denominan genéricamente enzimas amiloliticas a las

proteinas con actividad catalitica capaces de degradar
polímeros con configuracion a-D, almidón o sus componentes y
oligomeros. Desde el punto de vista de su accionar, comose
observa en 1a Figura 4, pueden ser clasificadas dependiendo
del tipo de union glucosidica que hidrolizan en las seis
clases que se describen a continuación (Fogarty y Kelly,
1979):
1. Endo a-1.4 glucanohidrolasas, son enzimas que hidrolizan
las uniones a-1,4 y no poseen actividad catalitica sobre las
uniones a-1,ó. Ejemplo de ello son las a-amilasas (1,4-a-D
glucan-4-glucanohidrolasa, E.C. 3.2.1.1), denominadasasi en
base a los productos de 1a reaccion que retienen la
configuracion a-D en el carbono 1 de la glucosa; estas enzimas
actuan hidrolizando exclusivamente las uniones a-1,4
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localizadas en regiones internas de amilosa y amilopectina,
sin producir niveles significativos de glucosa. Actúan
mediante un mecanismo al azar y donde no exista impedimento
esterico para su actividad catalitica (Greenwoody Milne,
1968).

2. Exo a-1,4 olucanohidrolasas, son enzimas que actúan sobre
las uniones a-1,4, pero la presencia de uniones a-1,ó detiene
su actividad catalitica. Su accionar se produce desde los
extremos no reductores del sustrato, hidrolizandolos en forma
secuencial por un mecanismo procesivo. En el caso de las B
amilasas (1,4-a-D-glucan maltohidrolasa, E.C. 3.2.1.2), el
producto principal es maltosa. Estas enzimas ampliamente
distribuidas en el reino vegetal (Fogarty y Kelly, 1980) han
sido descriptas en algunas especies pertencientes a1 genero
Bacillus (Griffin y Fogarty, 1973; Higashhara y Ükada, 1974;
Takasaki, 1976). En cepas de Bacillus subtiJis se ha
hallado en oportunidades la presencia simultanea de a-amilasas
"sacarificantes" y "licuantes", las cuales no han sido
caracterizadas en profundidad (Nindish y Mhatre, 1965; Fogarty
y Kelly, 1980). Las B-amilasas difieren en sus propiedades
inmunológicas y electroforeticas de las a-amilasas (Welker y
Campbell, 19ó7a; Aunstrup, 1977). A principios de la decada de
los 80, se reporto la presencia simultanea de a y B-amilasas
en cepas pertenecientes al Genero Bacjllus (Stark y col.,
1982), aunque el analisis de los productos de reaccion
indicarian la presencia de "una enzima" que presenta
propiedades cataliticas comunesa a y B-amilasa (Fogarty y
Kelly, 1980). Estudios conducentes a 1a caracterización de
este tipo de enzimas mediante la purificación de B-amilasa
extracelular, permitieron la deteccion de tres fracciones
(Shinke y col., 1975). Estos resultados pueden ser
interpretados en el marco de un reciente trabajo donde se ha
descripto la presencia de un único gen que codifica para a- y
B-amilasa (Uozumi y col., 1989).



3. Enzimas capaces de hidrolizar uniones a-1,4 y a-1.ó, son
aquellas cuyo principal producto es la glucosa. Ejemplo de
estas son las amiloglucosidasas (1,4-a-D-glucan
glucohidrolasa, E.C. 3.2.1.3) las cuales pueden actuar sobre
almidón hidrolizando las uniones a-1,4 y a-1,ó aunque a
velocidades de reaccion muy bajas (Fogarty y Kelly, 1983).
4. Enzimas a-1.ó glucanohidrolasas, comúnmentedenominadas
desramificantes, hidrolizan las uniones a-1,ó pero no
presentan actividad catalitica sobre las uniones a-1,4. Dentro
de este grupo han sido descriptas dos tipos de enzimas:
pululanasa e isoamilasas. Las primeras, pululano ó
glucanohidrolasa (E.C. 3.2.1.41), cuyo nombre deriva de la
actividad catalitica sobre pululano (polímero lineal de
maltotriosas ligadas entre si por uniones a-1,ó glucosidicas),
posee tambien actividad catalitica sobre amilopectina. Las
isoamilasas, glucbgeno ó-glucanohidrolasa (E.C. 3.2.1.68),
actuan también sobre la amilopectina pero con la diferencia
que no hidrolizan pululano (Lee y Whelan, 1971; Urlaub y
Nober, 1975a).
5. Enzimas que hidrolizan uniones a-1,4 oligosacaridos, como
por ejemplo las a-glucosidasas (a-D-glucosido glucohidrolasa,
E.C. 3.2.1.20).
ó. Ciclodextrina glicosiltransferasas, las cuales al actuar
sobre almidón producen polímeros cíclicos con uniones D
glucosilo denominadosdextrinas de Schardinger (Kato y col.,
1988).
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1.6.- Producción de enzimas de uso industrial con cepas del
Genero Bbcillus

El genero Bacillus es uno de los mas importantes
protagonistas en la produccion de enzimas de empleo industrial
debido principalmente a que en la mayoria de los casos éstas
son de tipo extracelular (Priest, 1977). Entendiendo por
enzimas extracelulares aquellas que siendo sintetizadas por
las celulas, se localizan mayoritariamente en el medio cercano
a las mismassin mayores alteraciones en las estructuras
celulares que las compatibles con los procesos de crecimiento
y reproduccion (Pollack, 1962).

Las razones de mayor importancia que justifican el papel
del genero BaciJJus en la produccion industrial son:
- Excrecibn de una gran variedad de proteinas en el medio de
cultivo (Priest, 1977).
- Requerimientos nutricionales minimos con velocidades de
crecimiento relativamente altas (Debavov, 1982).
- Amplia variedad de especies, con una gran diversidad
metabólica (Claus y Berkeley, 1986).
—Carencia de patogenicidad en mamíferos de la mayoria de las
especies del genero, con excepcion de B. anthrachis (Gordon,
1977).
- Ausencia de toxinas en proteinas purificadas (Debavov,
1982).
- Sistemas que permiten su manipulacion genetica (Piggot y
Hoch, 1985).

Actualmente enzimas provenientes de cepas seleccionadas
de este genero, se producen a escala industrial (tabla IV).
En el inicio de los estudios sobre produccion y cinética de
enzimas extracelulares producidas por cepas del genero
Bacíllus, en particular de a-amilasas, se detectaron dos tipos
de enzimas que se pueden diferenciar primariamente por su
actividad catalitica sobre almidon, denominándose: licuantes y
sacarificantes (Matzuzaki y col., 1974). Las primeras producen
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una disminucion de la viscosidad de la solucion de almidón,
mientras que las segundas producen un incremento del poder
reductor de al menos de dos ordenes de magnitud mayores que
las licuantes (Priest, 1977).

Estudios posteriores permitieron detectar otras
actividades enzimaticas que intervien en la degradación de a
glucanos, como las B-amilasas (Higashihara y Ükada, 1974;
Marshall, 1974a; Shinke y col., 1974), las isoamilasas y las
pululanasas (Griffin y Fogarty, 1973; Nakamuray col., 1975;
Urlaub y Nóber, 1975a, 1975b) que actualmente estan cobrando
importancia desde el punto de vista industrial.

Tabla IV. Enzimas de uso industrial producidas por cepas del
genero BaciJJus.
Enzima Especie Aplicacion
Amilasas

licuantes B. amyloquuefacjens Panificacion,
B. Jicheniformis Ind. alimentaria,
B. stearothermophilus Ind. cervecera,

sacarificantes B. subtilis var. Ind. papelera,
amylosacchariticus Ind. textil.

Proteasas
alcalinas B. amyloliquefaciens Detergentes,

B. chheniformjs Ind. alimentaria,
B. pumiJus Ind. cervecera.
B. subtilis

Proteasas neutras B. amyloliquefacjens Curtiembres.
B. subtilis
B. thermoproteolyticus

Estearasas B. subtilis Ind. alimenticia
y farmaceutica.

Glucosa isomerasa B. coaunans Ind. alimenticia.
(Fuente: Debavov, 1982).
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Otras enzimas detectadas y caracterizadas que se
encuentran asociadas a los procesos de degradación de almidón
son las a-glucosidasas, cuya actividad ha sido evidenciada en
diferentes especies del genero BaciJJus. Se localizan en
algunos casos extracelularmente (Suzuki y col., 1976) y en
otros estan unidas a la membranacelular (Urlaub y Nober,
1978). Estas enzimas, si bien no poseen un interes comercial
inmediato, son importantes por su papel en el metabolismo de
los organismos empleados para la producción de las enzimas
intervinientes en la degradación de a-glucanos (Aunstrup,
1978).

Se debe destacar que 32 de las 34 especies conocidas del
genero BaciJJus son capaces de degradar almidón y una gran
mayoría pueden degradar caseina (Claus y Berkeley, 1986). A su
vez, estudios realizados en algunas cepas han permitido
detectar mas de una actividad enzimática relacionada con la
hidrólisis de a-glucanos (Urlaub y Nóber, 1975b; Sata y col.,
1987a, b).

1.7.- Taxonomíadel genero Bacillus
El genero Bacillus esta constituido por una elevada

cantidad de especies (Claus y Berkeley, 1986) que poseen una
gran diversidad metabólica. Cepas de este genero han sido
aisladas de habitats muydisímiles, comosuelos de zonas
deserticas, fuentes termales y fondos marinos, aunque
mayoritariamente se encuentran en la rizósfera (Norris y col.,
1986).

A pesar de la existencia de un gran número de especies y
de que los primeros estudios realizados en el genero datan del
siglo XIX, su taxonomía es compleja. Los esquemas taxonómicos
que comprenden ensayos morfológicos y bioquímicos clásicos
(Gordon, 1977; Claus y Berkeley, 1986), no permiten
identificar algunas cepas a nivel de especie de manera
definitiva, principalmente a aquellas que presentan caracteres
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intermedios, respecto a las cepas empleadas comoreferencia
(Priest y col., 1988a). A su vez, dichos esquemas presentan a
menudoproblemas de normalización entre laboratorios, lo que
dificulta la extrapolacion de datos (Logan y Berkeley, 1984).
Otros esquemas taxonomicos sistematizados y especificos como
el sistema comercial Api 50 CH (anonimo, 1983), poseen 1a

ventaja de la normalización. Sin embargo, en muchos de los
casos sblo permiten identificar a nivel de especie empleando
pocos caracteres distintivos, ademasde poseer un elevado
costo para su empleo rutinario en el laboratorio. Estas
situaciones vuelven compleja la identificación cuando se
estudian cepas altamente relacionadas entre si. Noobstante,
estudios sistemáticos empleando taxonomía numérica (Priest y
col., 1988a,b) con cepas representativas del genero, lograron
construir matrices para 1a identificacion probabilistica de
grupos y especies muy relacionados. Uno de los parametros más
difundidos en su empleo con ese fin es el coeficiente de
similitud (Sa) (Colwell y Austin, 1981), que se define asi:

En donde a es el conjunto de reacciones positivas en las
cepas a comparar, B y 8 son los conjuntos de reacciones que
presentan caracteres positivos para una de las cepas y
negativos para la restante.

En el Genero Bacillus, uno de los mas ampliamente
empleadosen biotecnología es el grupo subtilis constituido
por las especies subtilis, amyloliquefaciens, Jicheniformis y
pumiJus (Priest y col., 1987). Las tres primeras son las
responsables mayoritarias de la producción industrial de
enzimas por cepas de este genero.

Desde el punto de vista taxonbmico, las especies Bacillus
chheniformjs y B. pumilus se diferencian de las restantes en
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base a varios caracteres bioquímicos sencillos (Claus y
Berkeley, 1986). No es el caso de la especie amyloquuefaciens
(Fukumoto, 1943; Nelker y Campbell, 1967), que ha sido
considerada en numerosos trabajos debido a estudios
incompletos como una subespecie (Robyt y Ackerman, 1973) o
comoperteneciente a la especie subtilis.

Trabajos posteriores empleando hibridizacion de ADN-ADN
(Seki y col., 1975), asi comoestudios bioquímicos y
moleculares mas profundos complementados con un tratamiento
estadístico adecuado, han permitido establecer la
diferenciación entre ambasespecies (Priest y col., 1987 y
1988a).
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1.8.- Cultivos microbianos
En los procesos biotecnológicos, resulta de fundamental

importancia el conocimiento de la cinética de crecimiento de
los organismos y de la producción de metabolitos, ya que
permiten la predicción del desarrrollo de la fermentación, la
evaluación de las velocidades, de los rendimientos y de las
productividades, suministrando información útil para
establecer las estrategias de producción y optimización del
proceso (Aiba y col., 1965).

En un cultivo de microorganismos en medio liquido con
agitación constante se puede establecer una serie de
suposiciones y restricciones que permiten desarrollar modelos
sencillos de estudio:
1.- Los microorganismos se encuentran distribuidos
uniformementeen el recipiente de cultivo.
2.- No se producen fenómenos de adherencia celular.
3.- El reactor se encuentra perfectamente agitado.
4.- La población celular consiste en una cantidad discreta de
"particulas", cuyo tamaño es despreciable frente al volumen
del reactor.
5.- No se producen alteraciones genéticas en la población
durante el cultivo.
6.- Todas las celulas son viables.
7.- La cantidad de materia (biomasa) que contienen los
organismos es una constante a un tiempo dado y depende del
metabolismo celular, asi comode las condiciones de cultivo.
8.- Los microoganismos producen en el cultivo una serie de
respuestas especificas, comoresultado de los cambios del
medio (ambiente).
9.- Noexiste inhibición del crecimiento celular por los
productos.

El comportamiento cinético de una población es
determinado por un complejo conjunto de factores genéticos y
ambientales. Entre estos últimos se destacan las denominadas



24

condiciones de operaciOn: composicion de medio, temperatura,
pH, etc..., y la modalidad de cultivo (en lote o continuo).

Se puede definir el cultivo en lote comoaquel que se
realiza en un sistema cerrado, o sea sin transporte de materia
entre el medio circundante y el cultivo, con la excepcion del
intercambio gaseoso que se realiza sin restricciones. En esta
modalidad de trabajo, inicialmente se cargan en el reactor los
nutrientes y luego se inocula con una determinada cantidad de
celulas viables iniciándose asi el cultivo. Primeramentese
produce un reacomodamiento de la composicion macromolecular de
las celulas al nuevo ambiente en donde son cultivadas

denominandose a dicha etapa fase de latencia. A continuación
las celulas comienzan a reproducirse a una velocidad que es la
maximaen las condiciones experimentales imperantes, esta fase
se denomina de crecimiento exponencial. Posteriormente la
limitación del crecimiento provocada por falta de algún
nutriente determina el cese del mismo, denominandose dicha
etapa fase estacionaria. A continuacion de la mismase
presenta la etapa de muerte celular producida por accion de
enzimas autoliticas que son inducidas por las condiciones de
inanicion pre-existentes.

El crecimiento de una poblacion microbiana puede ser
representado por:

p.x = dx/dt (Ec. 1)
En donde p simboliza la velocidad especifica de

crecimiento y es una constante durante la etapa de crecimiento
exponencial, x es la concentracion de biomasa y t el tiempo.
La velocidad especifica de crecimento depende del
microorganismo en cuestion y de todos los factores que
determinan el ambiente en que se desarrrolla la poblacion.
Dtro parametro relacionado con el crecimento celular es el
tiempo de duplicación (td), que se define comoel intervalo de
tiempo entre dos divisiones celulares sucesivas:

td = ln 2/p (Ec. 2)
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El cultivo por lotes ofrece comoprincipal caracteristica
su simplicidad, tanto desde el punto de vista del equipamiento
comode operacion. Sin embargo, esta modalidad de cultivo
presenta diversas limitaciones comoser: la falta de control
del investigador sobre los parámetros de cultivo y el hecho de
que los microorganismos se desarrollen en un medio cambiante,
producto de su metabolismo. Una tecnica que permite superar
estos inconvenientes es el cultivo continuo, ya que posibilita
mantener la población celular en un estadio fisiológico
definido, constante y seleccionable.

Adicionalmente el cultivo continuo presenta una
productividad mayor que el cultivo por lote, posee mayores
posibilidades de automatizacion y permite obtener productos de
calidad mas uniforme. Sin embargo, presenta algunos puntos
adversos como5er una creciente complejidad de equipos,
mayores riesgos de contaminacion y la posibilidad de cambios
poblacionales debidos a la seleccion de mutantes durante
tiempos de operacion prolongados. Los procesos fermentativos
continuos pueden realizarse en diversos equipos y con
distintos sistemas de control de operacion. El tanque agitado
es el fermentador continuo mas empleado debido a su simpleza y
costos. Básicamente consiste en un reactor que contiene las
celulas y que posee una entrada para el suministro de medio de
cultivo, una salida para el efluente, asi comoequipamiento
auxiliar de control de parametros asociados al crecimiento
celular y/o la produccion de metabolitos (agitación, pH,
temperatura, etc...), un diagrama sencillo del mismopuede
verse en la Figura 5.

Los fermentadores continuos se basan principalmente en el
quimiostato, sistema en el cual el control del proceso se
efectúa sobre la composicion quimica del sistema, lo que se
logra manteniendo constante la composición de la corriente de
alimentacion y su velocidad de flujo. La composición del medio
de cultivo a la entrada del bioreactor determina, por la
limitación de alguno de sus componentes, la densidad celular.
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Figura 5. Esquema de un qulmlostato slmple de una sola etapa.
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D = velocldad de dlluolón (1/h).
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Por otro lado, la variación de la velocidad de alimentacion
permite regular la velocidad de division celular y por
consiguiente la cinética de crecimiento de 1a población. Por
lo tanto, se pueden controlar el crecimiento celular y la
densidad de población en forma independiente.

E1 tratamiento cuantitativo del quimiostato cuyo
desarrollo teorico corresponde a los estudios simultáneos
efectuados por Monody Novick-Szilard en 1950, se basa en la
aplicacion de balances de masa y ecuaciones cinéticas,
considerándose ademasdos suposiciones adicionales:
1.- La funcion que describe la relacion entre 1a velocidad
especifica de crecimiento y la concentracion de sustrato
limitante es de tipo hiperbolico.
2.- La conversion de sustrato en componentes celulares
(rendimiento) es constante. Definiendose rendimiento (Y) a la
cantidad de biomasa formada por unidad de sustrato consumido.
A partir de estas hipótesis se pueden plantear una serie de
ecuaciones:
Variación de la composicion= entradas - salidas - consumo+

+ produccion (Ec. 3)
Balance de celulas:

d(xV)/dt = Fxa - Fx + uxV (Ec. 4)

Como1a operacion se efectúa a volumen constante (V):
dx/dt = F (xa-x)/V + px (Ec. 5)

El cociente de los parametros F y V, se define como
velocidad de dilución, D:

D = F/V (Ec. ó)

considerando que en el medio de alimentación no hay celulas,
xa = 0, entonces

dx/dt = - Dx + px (Ec. 7)
Balance de nutriente limitante:

ds/dt = D(sa - s) - ux/ YN,- (Ec. B)
En donde YH,- (rendimiento), se define como la masa

celular producida por unidad de sustrato consumido.



Balance de producto, considerando que el mismo no se
suministra en la alimentacion (po= Ü):

dp/dt = -Dp + Gp (Ec. 9)

Para completar la descripcion del quimiostato se recurre
a expresiones de tipo cinetico y en ausencia de inhibidores se
emplea comúnmente la ecuacion de Monod (1958):

p = un (s/ K. + s) (Ec. 10)

Las ecuaciones precedentes describen el comportamiento en
el quimiostato operado en cualquier regimen. Sin embargo, en
la mayoria de los casos la operacion se efectúa en estado
estacionario, donde el valor de las variables es independiente
del tiempo, por lo que las ecuaciones anteriores resultan:
De la ecuación 7: p = D (Ec. 11)

De la ecuación 8: x = Yk,. D (se - s)/ p (Ec. 12)
Introduciendo la ecuación 11 en la 12:

x = Y./. (sa - s) (Ec. 13)

De la ecuacion 9: Gp = Dp (Ec. 14)

Reemplazando s de la ecuacion 132

x = Y./. {sa - D K./ (un - D)} (Ec. 15)

P = Op/D (Ec. 16)

Puede observarse de la ecuación 11, que el valor de u
puede variar entre ciertos intervalos modificando la velocidad
de dilución (D), cambiandoel flujo de alimentacion (F). Esto
último permite controlar la velocidad de crecimiento
especifica de los organismos en estudio. Por otro lado, la
ecuacion 15 revela que la concentracion final de sustrato (s)
depende solo del parametro de operacion D, de las constantes
caracteristicas del microorganismo y su medio (un y Ke), y por
lo tanto es independiente del valor de sustrato inicial (Sc)
(Calcott, 1981).
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2.- MATERIALES Y METODOS

2-1- Tecnicas microbiologicas
2.1.1.- Mediosde cultivo

Los reactivos empleados en la preparacion de medios de
cultivo fueron de grado microbiológico (Mercko similar),
excepto cuando se efectúe la aclaracion pertinente.

La esterilización de los medios de cultivo se realizo a
1,22 Newton/mz durante 15 minutos cuando el volumen de los

mismos fue inferior a 500 ml, con volúmenes mayores, la
duracibn fue de 30 a 120 minutos. Las soluciones acuosas de

las fuentes de carbono fueron esterilizadas por separado y se
agregaron asepticamente al medio previamente esterilizado.
En los ensayos realizados en placa, los medios de cultivo se
suplementaron con agar (15 g/l).

En todos los casos los componentes de los medios estan
expresados en gramos por litro.

2.1.1.1.- Medios complejos
medignnuggitixgz extracto de carne 3,0, peptona de caseina
5,0, pH=7,0 i 0,2.
Mgd¿9_ggmgugia:Triptona 10,0, extracto de levadura 5,0, NaCl
10,0, pH=7,1 i 0,1.
medio Müller-Hinton: almidón soluble 1,50, extracto de carne
2,0, peptona de caseina 17,5, pH=7,3 i 0,1.
Mediode microcultivo: peptona 5,0, extracto de levadura 20,0,
D(+)-Glucosa 10,0, KH2P042,0, monolaurato de sorbitano 0,1,
pH= 6,7 1 21,2.



2.1.1.2.— Mediossinteticos

30

Medio

annnnente MZ<*’ MT<”’ MP"’

AlmidOn 5,00-30,00 5,00-15,00 4,0-10,00
NH4Cl -- 0,54

(NH4)2SD4 5,00 -— 1,00

CaC1=.2HzÜ 0,05 0,022 0,002

Zn804.7HzO 0,001 -- -
HCl -- -- 0,036
Cu804.5H20 -- 0,0001
FeSÜ4.7H20 0,010 0,003 0,001

MgSOa.7H20 0,200 0,120 0,020

MnC12.4H20 -— 0,002 -—

MnSO..4H20 0,010 —- 0,005

KNO; -- -- 5,00

KzHPÜ. 6,00 -- 1,00

KH=P04 3,00 3,50 0,50

Na2Mo4.2H20 -- -- 0,0001

Na-citrato 1,00 -- -
NazHP04.12H20 -- 8,00
pH 6,9 i0,1 6,9 i0.1 7,1 i0,2
‘*’ Zhang y col., 1983. ‘“’ Darland, 1971. ‘F’ Norris y col.,
1981.

2.1.1.3.- Mediossintéticos suplementados
Los medios sintéticos suplementados (MS)se prepararon

empleando los medios minimos previamente descriptos, con el
agregado de triptona (5,0) y extracto de levadura (3,0).
2.1.2.- Aislamiento y seleccion de microorganismos

Conel objeto de aislar cepas salvajes pertenecientes al
Genero BaciJJus, que presenten actividad degradadora de
almidon, se recolectaron muestras naturales de distintos
origenes. Las mismas, se colocaron en tubos de ensayo, las
sblidas en cantidad aproximada de un gramo, fueron
resuspendidas en 4,0 ml de soluciOn fisiológica ([NaCl]= 145



mM).Para las muestras líquidas, la relación de volúmenes fue
unitaria entre ambas, procediendo de acuerdo al esquema de
aislamiento de cepas que se muestra en la Figura ó. En primer
lugar, se calentaron en baño de agua a 80 gC durante 10
minutos (Claus y col., 1986). Alicuotas de las mismas se
sembraron en medios enriquecidos (MS), liquidos y agarizados
incubandose entre 37 y 45 EC. En la etapa siguiente sólo se
utilizó medio salino (MZ), con temperaturas de incubación de
45 a 55 gC. Para el caso de los ensayos en medio sólido se

empleó el mismoprotocolo que en el anterior. Las muestras
cuyo crecimiento fue negativo fueron sembradas nuevamente en
medio fresco, aumentando el volumen de inóculo y descartandose
en el caso de no detectarse crecimiento a1 cabo de 48 a 72
horas de incubación.

Las colonias aisladas que exhibian actividad amilolitica
fueron repicadas cinco veces comominimo en forma consecutiva,
empleando medios liquidos y agarizados alternativamente. Los
cultivos fueron controladas por microscopía, morfología de las
colonias y tinción de Gram.

La selección de cepas se efectuó en medio sintetico
modificado (Zhang y col., 1983), reemplazando maltosa por
almidón de maiz comercial (10,0 g/l). Las placas sembradas se
incubaron entre 40 y 45 EC durante 36 a 4B horas, revelándose
a continuación. Cada una de ellas contenía una cepa de
colección productora de amilasas comocontrol positivo. Para
una selección primaria se escogieron aquellas colonias cuya
relación entre el diametro promedio del halo y su cociente con
el diametro promedio de la colonia fue mayor. Las cepas
surgidas del relevamiento se transfirieron a medio liquido
(almidón de maiz comercial 30,0 g/l) y se incubaron en iguales
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Figura 6. Esquema de alslamlento de cepas.
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condiciones que las precedentes, determinandose la capacidad
amilolitica (actividad dextrinizante). Los ensayos se
realizaron por duplicado.

2.1.3.- Cepasde referencia
En el presente trabajo se emplearon cepas de coleccion

comocontrol para la caracterización microbiologica y
actividad de a-amilasa de las cepas salvajes seleccionadas:
Género BaciJJus
B. brevis ATCC8185 B. cereus ATCC14579

B. coagulans ATCC5038 B. globigii IA 32

B. Jicheniformis ATCC21424 B. megaterium ATCC12872

B. ponmyxa ATCC10401 B. pumilus ATCC2589

B. stearothermophilus ATCC7953 B. subtilis ATCC6633
B subtilís IAM1521 B. subtilis NCIB8565

Otros microoganismos
Escherichia coli HB101 Staphilococcus aereus ATCC25923

2.1.4.- Cultivos Microbianos
Se realizaron en un fermentador de un litro de capacidad

(Gallenkamp, Inglaterra), con control de los siguientes
parametros: agitación, temperatura, pH, aereacion y velocidad
de alimentación. El volumen de trabajo usado fue de 500 ml. El

pH fue ajustado empleando soluciones de NH40Ho/y H3P04 (1,5

M). El oxigeno disuelto fue determinado con un electrodo
galvanico. El medio de cultivo empleado fue MZ(Zhang y col.,
1983) modificado.

En la modalidad de operacion de cultivo continuo, las
muestras fueron obtenidas en estado estacionario, considerado
al efectuar el recambio del volumen del fermentador por cinco
veces en las mismas condiciones experimentales.

Los experimentos en los que se estudio el efecto de la
temperatura y el pH en la produccion de enzimas se
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desarrollaron utilizando la tecnica de cultivo continuo,
empleandose una velocidad de dilución constante.
2.1.4.1.- Preparación del inóculo

Las cepas se sembraron en Erlenmeyers de 250 m1 de

capacidad, conteniendo 50 a 70 ml de medio de cultivo MZ. Los

cultivos se incubaron en un baño agitado (Aproximadamente 18m
rpm) y termostatizado a la temperatura de trabajo en cada
caso. A diferentes tiempos se retiraron alícuotas para
efectuar controles microscópicos y de crecimiento en medio
sólido empleando medio de cultivo MZenriquecido.
Al alcanzar el cultivo 1a fase exponencial tardía, luego de
aproximadamente 12 horas, se procedió a repicar la cepa en
iguales condiciones experimentales empleando un inóculo del 5
Z (v/v). Luego de dos repiques consecutivos la cepa fue
sembrada en el fermentador manteniendo el mismo porcentaje de
inóculo.

2.1.5.- Caracterización Microbiológica
La caracterización microbiológica de las cepas se efectuó

de acuerdo a las tecnicas descriptas en la literatura (Gordon,
1977; Norris y col., 1981; Claus y col., 1986; Mac Faddin,
1980). Las cepas se cultivaron sucesivamente en medio
agarizado (MS) por 48 horas a 40 nC y en medio liquido

(Erlenmeyers de 25 ml de capacidad con 5 ml de medio) e

incubadas en baño agitado (lBÜ rpm) termostatizado a 40 EC
durante 12 horas, repitiendo este procedimiento dos veces; en
cada etapa se realizaron controles microscópicos y
morfológicos.
2.1.5.1.— Estudios morfológicos

La morfología de las colonias se examinó en placas de
agar nutritivo despues de 48 hs. de incubación a 37 9€. La
morfología celular fue observada luego de realizar tinción de
Gram (Priest y col., 1988a). La morfología de las esporas se



estudió empleando la tinción de verde de malaquita (Cowan,
1974).

2.1.5.2.- Estudios bioquímicos
2.1.5.2.1.- Ensayos de degradación

Se realizaron a 37 9C desarrollándose por 24 a 36 horas
de incubación.
2.1.5.2.1.1.- Deaceite de oliva

Se empleó el siguiente medio de cultivo, expresado en
g/l: solución A, compuesta por peptona 5,0, extracto de
levadura 3,0, CaC12.2H200,10, agar 15,0 disueltos en 500 ml
de agua destilada. Solución B, compuesta por una emulsión de
aceite de oliva (10,0 m1) en 490 m1 de agua destilada. Las dos
soluciones se mezclan despues de la esterilización.

Las placas asi preparadas presentan una turbidez
caracteristica debido al aceite emulsionado; la aparición de
halos traslúcidos en torno a las colonias se considera como

señal de degradación del aceite.
2.1.5.2.1.2.- De ADN

La composición del medio empleado en este ensayo se
detalla a continuación y expresado en g/l esta compuesto por:
triptona 20,0, NaCl 5,0, acido desoxiribonucleico (ADN)2,0 y
agar 15,0.

La detección de la actividad degradativa agregando verde
de metilo (cuyo intervalo de viraje es de 4,2 a 6,3 unidades
de pH) al medio de cultivo en una concentración de 5 g/l . El
mismose purificó previamente, mediante 5 extraccions
consecutivas con CISCH(en relación 1:1 en volumen). De la

solución acuosa purificada se adicionaron 10 m1 por litro de
medio de cultivo, antes de esterilizar. Se considera como
positiva, la formación de halos mas claros en torno a las
colonias, en contraste con el medio de cultivo que permanece
de color verde (Smith y col., 1969).
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2.1.5.2.1.3.- De almidon
La detección de actividad amilolitica en placa se realizó

en medio sintetico suplementado (MS)y el revelado se efectuó
mediante alguno de los tres procedimientos siguientes:
- Revelado en frio: se dejan las placas a 5 aC durante 36 a 48
horas produciendose la precipitación del almidón por lo que la
placa adquiere color blanco. Las colonias con actividad
amilolitica presentan un halo transparente.
- Revelado con solventes: se cubre la placa con etanol (951,
comercial) produciéndose 1a precipitación del almidón en 30
minutos a 25 9C. La reacción es positiva cuando aparecen halos
claros.
- Revelado con solución de lugol: la interacción entre
soluciones de lugol ([I:]<.q.,= 2,0 g/l, [KI]¿-q_,= 20,0 g/l)
y almidón, produce complejos de color azul. La ausencia de
coloración alrededor de las colonias indican la degradación
del polímero.
2.1.5.2.1.4.- Decarboximetilcelulosa

Los estudios de degradación de carboximetilcelulosa (CMC)
se efectuaron empleando el medio de cultivo que se detalla a
continuación, expresado en g/l: peptona 5,0, extracto de
levadura 3,0, NaCl 2,0, CMC10,0, agar 15,0. El revelado de
las placas se efectuó cubriendo las mismas con 2 ml de
solución acuosa de rojo Congo (2,0 g/l) e incubando durante 5
minutos a 25 9C, luego de descartar el colorante, se lavan dos
veces con solución de NaCl (1 Molar). Se considera como señal

de degradación de CMC,la presencia de un halo traslúcido en
torno a la colonia, que contrasta con el color rojo del resto
de la placa (Skipper y col., 1985).
2.1.5.2.1.5.- Decaseina

Los experimentos de degradación de caseina se efectuaron
en el medio de cultivo, expresado en g/l y constituido por la
solución A: peptona 5,0, extracto de levadura 3,0, NaCl 1,0,
agar 15,0. Solución B: caseina 10,0. Luegode esterilizar,
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ambas soluciones fueron mezcladas asepticamente en proporción
de 1:1 (v/v). La presencia de halos de clarificación
alrrededor de las colonias se considera señal positiva (Claus
y Berkeley, 1986).
2.1.5.2.1.6.- Dedextrano

Las pruebas de degradación de dextrano se efectuaron en
el siguiente medio de cultivo, que contiene en g/l: triptona
2,0, extracto de levadura 2,0, NaCl 2,0, dextrano 10,0. El
revelado de las placas se efectuó agregando etanol (95 Z,
comercial) a 25 9C durante 30 minutos, produciéndose la
precipitación del polímero. Las colonias que se encuentren
rodeadas de halos transparentes se consideran como
degradadoras de dextrano.
2.1.5.2.1.7.- Degelatina

Los experimentos se desarrollaron simultaneamente en
tubos de ensayo y placas de Petri, empleando el siguiente
medio de cultivo (expresado en g/l): extracto de levadura 3,0,
peptona 5,0, gelatina 4,0 y agar 15,0. La temperatura de
incubación fue de 30 EC y la duración del ensayo 7 dias. El
revelado de las placas se efectuó cubriendo la superficie del
medio de cultivo con una solución de H9C12 (150 g/l) en HCl

(1,7 N). Zonas de clarificación se consideran señal positiva.
El cambio observado en los tubos de ensayo fue la liquefacción
del medio a 25 EC, que es considerada como señal positiva.
2.1.5.2.1.B.- Depoli-oxietilen sorbitanos

Los ensayos de degradación de monolauratos y monooleatos
de poli-oxietilen sorbitanos (comercialmente conocidos como
Tween 20 y Tween 80, respectivamente) se realizaron en el
siguiente medio de cultivo, expresado en g/l: peptona 5,0,
extracto de levadura 3,0, NaCl 2,0, CaCl=.2H=Ü2,20, Tween 10

ml/lt y agar, 15,0.
La aparición de precipitados blancos en torno a las

colonias por formación de complejos entre ácidos grasos y
Ca=*, es considerada comoseñal positiva (Sierra, 1957).
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El revelado Se EfECtUOcubriendo la superficie de las
placas durante un minuto con solucion de lugol, y descartando
a continuación el liquido remanente. Esta tecnica aumenta la
resolucion del ensayo clasico (Sierra, 1957), probablemente
debido a la formacion de complejos entre (13)1‘ y Ca2* libre.
2.1.5.2.1.9.- Depululano

Las condiciones del ensayo de degradación de pululano y
su revelado fueron las mismas que en el caso de dextrano
(Morgan y col., 1979).
2.1.5.2.1.10.- Deurea

Los experimentos se desarrollaron en el medio que se
detalla a continuacion y que expresado en g/l esta compuesto
por: peptona 1,0, D(+)-glucosa 1,0, NaCl 2,0, KH2P042,0, urea
20,0, extracto de levadura 0,1, rojo de fenol 0,01 y agar
15,0.

La hidrólisis de urea produce la alcalinizacion del medio
de cultivo provocandoel viraje del indicador acido-base (6,4
a 8,2) de color amarillo a color rosado-rojo (MacFaddin,
1980).
2.1.5.2.2.- Ensayosde tolerancia

Los ensayos de tolerancia se realizaron en todos los
casos empleando comomedio basal agar nutritivo y observando
crecimiento microbiano.

En los ensayos a distintas temperaturas las lecturas de
los resultados se efectuaron entre las 48 y las 96 hs.

Los experimentos de crecimiento empleando distintas
concentraciones de NaCl (20,0, 50,0 y 70,0 g/l) se efectuaron
a 40 EC, incubandose por 72 hs.

Los diferentes pH ensayados se ajustaron empleando una
solucion de HCl (1,0 M) en el medio de cultivo antes de
esterilizar. Las placas fueron incubadas, efectuandose
lecturas cada 12 horas con un maximode 96 horas (Priest y
col., 1988a).
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2.1.5.2.3.- Otros ensayos
2.1.5.2.3.1.- Crecimiento anaerobico

Se ensayo en un medio que contenía, expresado en g/l:
triptosa 20,0, D(+)-glucosa 10,0, NaCl5,0, tioglicolato de
sodio 15,0, extracto de levadura 15,0. El medio se distribuyó
en tubos de ensayo y, luego de efectuar la siembra de la cepa
a ensayar, la superficie del medio de cultivo se cubrió con
1,0 m1 de parafina. A continuacion , se incubo por 7 dias a 37
EC. La aparicion de turbidez en el medio de cultivo es
indicativa de crecimiento microbiano y se considera señal
positiva (Claus y Berkeley, 1986).
2.1.5.2.3.2.- Crecimiento en agar MacConkey

El experimento se desarrollo en un medio que contenía, en
g/l: peptona 20,0, NaCl 5,0, Lactosa 10,0, sales biliares 1,5,
rojo neutro 0,03, cristal violeta 0,001 y agar 15,0.
Las placas sembradas con los microoganismos en estudio se
incubaron por 10 dias a 37 aC. La aparicion de colonias se
considera comoseñal positiva (Gordon, 1977).
2.1.5.2.3.3.- Desaminacibnde fenil-alanina

La composicion del medio empleado en este ensayo

expresado en g/l fue: D,L-fenilalanina 2,0, extracto de
levadura 3,0, NaCl 5,0, NazHPO.1,0 y agar 15,0. Alicuotas de
4,0 ml de medio de cultivo estéril fueron colocados en tubos
de ensayo, dejándolos solidificar en forma oblicua.
Los tubos inoculados se incubaron por 24 a 36 horas a 37 EC.

Se revela agregando 4 o 5 gotas de solucion de FeCl; (120 g/l)
en HCl concentrado (25 ml/l). La aparicion de color verde
brillante en la superficie del mediode cultivo se considera
señal positiva (MacFaddin, 1980).
2.1.5.2.3.4.- Ensayode catalasa

En este ensayo se siguio el siguiente protocolo: una
alícuota de 10 pl, proveniente de de un cultivo microbiano
liquido de 12 horas, fue colocado en un portaobjetos,
posteriormente se agregaron dos gotas de H202 (30 Z, V/V). El



desprendimiento gaseoso indica actividad de catalasa (Mac
Faddin, 1980).
2.1.5.2.3.5.- Produccionde dihidroxiacetona

La prueba se realizo en un medio que contenía, expresado
en g/l: triptona 5,0, extracto de levadura 15,0, KzHPÜA3,0,
glicerol 20,0 ml y agar 15,0. Las placas de Petri sembradas
con las cepas en estudio, se incubaron a 37 QCdurante 3 dias.
El revelado se efectuo cubriendo las mismas con una solucion

compuesta por 35,0 g de CuSOa, 173,0 g de tartrato de sodio y
potasio, y 50 g de NaÜHen un volumen de un litro. Luego de

incubar las placas por 15 minutos, se efectua su lectura. La
aparición de un halo rojo en torno al crecimento celular se
considera comoseñal positiva.
2.1.5.2.3.6.— Producción de gas

La produccibn de gas a partir de la fermentación de
glucosa se observo en un medio de cultivo que contenía, en
g/l: peptona 10,0, extracto de carne 1,0, NaCl 5,0, D(+)
glucosa 10,0. Alicuotas de 5,0 ml de medio de cultivo fueron
distribuidas en tubos de ensayo conteniendo tubos de Durham, e
incubando a 37 EC por 24 a 4B horas. La formacion de burbujas

en los tubos de Durham es considerado como señal positiva (Mac

Faddin, 1980).
2.1.5.2.3.7.- Producción de indol

Esta prueba se desarrollo en un medio cuya composicion,
en g/l fue: peptona de caseina 20,0, NaCl 5,0.

Los tubos de ensayo con 5,0 ml de medio se incubaron a 37

HCpor 48 horas. Al cabo de ese lapso, una alícuota de 2,0 ml
del mismoes retirada, a continuacion se le agregan 5 gotas de
un reactivo que contiene 150 m1 de n-butanol, 10,0 g de p
dimetilaminobenzaldehido y 50 ml de HCl concentrado.
La formacion de un anillo rojo en la fase alcohólica se
considera como prueba positiva del ensayo (Mac Faddin, 1980).
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2.1.5.2.3.B.- Reaccion de VogesProskauer-Rojo de metilo
El ensayo se desarrollo en un medio de cultivo que

contenía, en g/l: peptona 7,0, D(+)-glucosa 5,0, KzHPÜA5,0,
KH2P042,5. Alicuotas de 5,0 ml del medio previamente
esterilizado se distribuyeron en tubos de ensayo, los que una
vez sembrados se incubaron a 37 EC por 4B a 72 horas.

El revelado es efectuado sobre una alícuota de 2,5 ml de
cultivo por agregado de los siguientes: Primero se adicionan
0,6 ml de una solucion de a-naftol (50,0 g/l) empleando etanol
absoluto comosolvente; a continuación se agregan 0,2 ml de
solución de KOH(40 Z) se agita y luego de 10 a 15 minutos se

observa el cambio producido. La formación de color rojo es
considerada reaccion positiva del ensayo de Voges Proskauer.
El ensayo de rojo de metilo (intervalo de viraje de 4,4 a 6,2
unidades de pH) se realizo luego de 72 horas de cultivo, se
tomo una alícuota de 2,5 ml del mismo, a la que se le
agregaron 5 gotas de una solucidn alcohólica del indicador
(3,0 g/l). El viraje del mismose considera resultado
positivo. (MacFaddin, 1980).
2.1.5.2.3.9.- Reducciónde nitratos

En el ensayo de reduccion de nitratos se empleo el
siguiente medio de cultivo, expresado en g/l: extracto de
carne 3,0, peptona 5,0 y KNO;1,0.

Los cultivos (5,0 ml), se incubaron a 37 9C por 12 a 24
horas. La reducción de nitrato se evidencio agregando 1 ml de
solucion conteniendo a-naftilamina (0,5 Z), dimetil-a
naftilamina (0,6 Z), adicionando a continuacion 1 ml de una
solucibn de acido p-aminobenceno-sulfónico (8,0 gr) en acido
acetico (5,0 M). La aparicion de coloración roja es
considerada señal positiva (Gordon, 1977).
2.1.5.2.3.10.- Utilización de citrato

Se empleo el medio de cultivo cuya composicion en g/l
fue: M9804 0,2, (NH4)H2PÜ41,0, KzHPO41,0, citrato de sodio

2,0, NaCl 5,0, Azul de bromotimol 0,08 y agar 15,0. Los
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cultivos fueron incubados a 37 SC y e] crecimiento microbiana
fue seguido durante 24 a 48 horas. La aparición de color azul
indica la utilización de citrato (Bailey y Scott, 1966).
2.1.5.2.4.- Sistema Api

El fundamento del sistema Api 50 CH (Anónimo, 1983)

radica en la distinta capacidad microbiana de metabolizar
hidratos de carbono. Para las diversas reacciones se emplean
50 cavidades que contenien cada una de ellas, una determinada
fuente de carbono y el indicador acido-base rojo de fenol
(cuyo intervalo de viraje esta entre 6,4 a 8,2). Unavez
sembrada cada capsula con una concentración celular aproximada
a 10’ celulas/ml, se incuba a 37 EC, efectuandose lecturas a
las 24, 36 y 48 horas. La utilización de la fuente de carbono
por el microorganismo en estudio provoca la acidificación del
medio de cultivo con el consiguiente viraje del indicador, lo
que se considera comoseñal positiva.

2.1.6.- Ensayode sensibilidad a antibióticos
Los ensayos se efectuaron en placas de Petri conteniendo

20 ml de medio Müeller-Hinton. Se sembraron alicuotas de 0,1 a
0,2 ml provenientes de cultivos desarrollados durante 12 horas
de crecimiento, cuyas densidades ópticas fueron equivalente a
0,50 - 0,75 (560 nm).

Se ensayaron cinco antibióticos por placa usando discos
de papel de filtro de 5 mmde diametro humedecidos en ellos,
mantenidos a 25 2C por 30 minutos, y a continuacion los
cultivos fueron incubadas a 37 nC.

El diametro promedio de la zona de inhibición fue
estimada luego de 16 a 18 horas de incubación. La resistencia
o sensibilidad a los distintos antibióticos fue establecida de
acuerdo a los criterios de la Organización Mundial de la Salud
(boletin O.M.S., 1977). Para cada cepa ensayada las pruebas se
realizaron por duplicado.
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2.1.7.- Determinacibnde actividad dextrinizante en placa
Conel objeto de cuantificar la concentracion de

a-amilasa en medios agarizados, se realizo una curva de
calibración empleando una enzima comercial obtenida de una
cepa de Bacillus sp. (Sigma Chemical Co., St. Louis,
E.E.U.U.). La enzima (aproximadamente 200 mg) se disolvió en
una solución reguladora de fosfato de potasio (100 mM,pH=
7,Ü0), efectuandosele diluciones seriadas empleando el mismo
solvente. Alicuotas de 50 ul se ensayaron colocandolas en
cavidades de 5 mmde diametro realizados en el agar
conteniendo almidon soluble (10,0 g/l) e incubados durante 30
minutos a 45 EC. Al cabo de ese lapso, las placas fueron
reveladas con solución de lugol, obteniéndose una relacion
lineal (r= 0.98) entre el diametro del halo respecto del
logaritmo de la concentración de enzima (figura 7).
Las unidades enzimáticas se determinaron de acuerdo a las

especificaciones suministradas por el fabricante.

Flgura 7. Relación entre diametro de halo y concentración de enzlma.
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2-2-- Tecnicas espectrofotométricas
Se realizaron en espectrofotómetros de doble haz

(Beckmann modelo 25 o similar), empleando cubetas de 1 cm de

paso óptico.
Las experiencias de cinética enzimática se realizaron

empleando un equipo de termostatización de cubetas. Todas las
determinaciones fueron efectuadas por triplicado.

2.2.1.- Determinación de Hidratos de Carbono
Estas determinaciones se efectuaron en los sobrenadantes

obtenidos al centrifugar los cultivos a 10.000 x g durante 10
minutos a 5 nC.

2.2.1.1.- Determinación de Almidón

El polisacarido se determinó por la tecnica de indice de
azul (Radley, 1976) a 640 nm con una solución acuosa de Iz/KI
(2,0 - 20,0 g/l). Se realizo una curva de calibración
empleando un estandar de almidón soluble (grado analítico) de
500 mg/ml, y la reaccion fue lineal hasta una concentración de
50 pg/ml del mismo (r= 0,998).
2.2.1.2.- Determinación de Azúcares Reductores

Los mismos fueron dosados por el metodo denominado del
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)en medio alcalino (Miller,
1959). En la realización de la curva de calibración se utilizó
comoestandar maltosa (grado analítico) de 30,0 umoles/ml,
observando respuesta lineal hasta 15,0 umoles/ml a 590 nm (r=
0,995).
2.2.1.3.- Determinación de Glucosa

Este hidrato de carbono se cuantificó por el sistema
enzimatico acoplado de glucosa oxidasa-peroxidasa (Werner y
col., 1970). Para ello se realizó una curva de calibración
empleando un estandar de glucosa (1,00 mg/ml). La respuesta
lineal fue observada en el intervalo comprendido entre 1,00 a
10,00 pg/ml (r= 0,998).
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2.2.2.- DeterminaCíOnde Actividades Enzimáticas
En las determinaciones enzimáticas ensayadas se

verificaron las condiciones de velocidad inicial de reacción y
se efectuaron los siguientes blancos:
1.- De sustrato endógeno: las muestras a dosar fueron
incubadas en las condiciones de ensayo establecidas para cada
enzima en ausencia de sustrato.
2.- De enzima: los reactivos se incubaron en ausencia de
muestra.

Los ensayos enzimáticos se efectuaron en las fracciones
que definimos comoextracelular, a la proveniente de los
sobrenadantes de las muestras centrifugadas a 10.000 x g
(10 minutos, 5 nC); y total, y en la muestra total obtenida
del fermentador sin realizar ningún tratamiento.
2.2.2.1.- Actividad de Alfa-Amilasa

Fue dosada por 1a medida de su actividad dextrinizante
(Manning y col., 1961): 200 ul de sustrato (almidón soluble,
500 pg/ml) disuelto en solución reguladora de fosfato de sodio
(100 mM, pH= 7,0) y NaCl (15 mM), fueron incubados con un

volumen de 50 pl de muestra durante 7 minutos y medio a 40 EC.

La reacción fue detenida por el agregado de 200 pl de una
solución de 12 (2,0 g/l) y KI (20,0 g/l) en HCl 20 mM;

posteriormente se adicionó agua destilada en cantidad
necesaria para obtener un volumen final de 2,0 ml. Las
lecturas se efectuaron a 640 nm.

Se definió una unidad enzimática de a-amilasa (E.C.
3.2.1.1) comola cantidad de enzima necesaria para
desramificar 10 ug de almidón en 30 minutos, determinada por
el decaimiento de color del complejo iodo-almidón.
2.2.2.2.- Actividad de Alfa-Glucosidasa

Fue determinada empleando una solución de 500 ul

conteniendo maltosa (5,00 mg/ml), EDTA(1,35 mM), solución

reguladora de acetato de sodio (100 mM,pH = 6,0) e incubando
con 150 ul de muestra a 45 RC durante 1 hora. A intervalos
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FEQUIBFESde t'iE‘mPCJse 8081120 glucosa empleando la tecnica
enzimática previamente descripta (Dahlqvist, 1984).

Unaunidad de a-glucosidasa (E.C. 3.2.1.20) se define
como la cantidad de enzima que produce un umol de glucosa por
minuto en nuestras condiciones experimentales.
2.2.2.3.- Actividad de Beta-Amilasa

Para determinar actividad de B-amilasa se ensayo la
capacidad sacarificante, evaluandola comoaparicion de
azúcares reductores (Stark y col., 1982). Para ello se
incubaron a 45 EC, 300 ul de una mezcla de reaccion

conteniendo almidón soluble (10,0 mg/ml), disuelto en solucion
reguladora de fosfato (100 mM, pH = 6,0), NaCl (15,0 mM), EDTA

(1,00 mM)y 100 pl de muestra; el tiempo de reaccion fue de 30

minutos y 1a misma se detuvo por agregado de solucion alcalina
del reactivo de DNSpreviamente descripto.

Una unidad de B-amilasa (E.C. 3.2.1.2) fue definida como

la cantidad de enzima necesaria para producir un umol de
azucar reductor determinado como maltosa por minuto a 45 EC
(tecnica de DNS).
2.2.2.4.- Actividad de Isoamilasa

Se ensayo empleando 250 pl de una solucion, que contenía

glucogeno (10,0 mg/ml), CaClz (2,0 mM), solucion reguladora de
fosfato de potasio (200 mM, pH = 6,0) y 250 ul de muestra. La
mezcla de reaccion fue incubada a 40 EC durante 60 minutos,
retirandose alicuotas a intervalos regulares y determinándose
azúcares reductores por la tecnica de DNSpreviamente
descripta (Gunja-Smith y col., 1970).

Se define una unidad de isoamilasa (E.C. 3.2.1.41) como

la cantidad de enzima necesaria para producir un micromol de
azúcar reductor, determinado comomaltosa, por minuto, en las
condiciones experimentales especificadas anteriOrmente.
2.2.2.5.- Actividad de Proteasas

Se determino empleando comosustrato azocaseina de
acuerdo a una tecnica previamente descripta (Rowley y Bull,
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1977), siendo la misma modificada de la siguiente manera: 100
pl de una solucion con azocaseina (5,0 mg/ml), CaCl: (1,0 mM)
y solucion reguladora de fosfato de potasio (200 mM,pH=6,9)
se incubaron a 40 EC por una hora con 100 pl de la muestra a

ensayar. La reaccion se detuvo por el agregado de 800 ul de
TCA(solucibn de 50,0 g/l) incubandose durante 30 minutos a 0
2C. A continuacion las muestras fueron centrifugadas a 10.000
x g durante 3 minutos (5 RC). Alicuotas de 500 pl de cada uno
de los sobrenadantes se neutralizaron con 800 pl de solución
de NaÜH(1,0 M). Posteriormente se determinó 1a absorbancia en
espectrofotometro a 440 nm.

Se define una unidad de proteasas como la cantidad de
enzima necesaria para solubilizar 1,0 pg de proteína por
minuto.
2.2.2.6.- Actividad de Pululanasa

Fue ensayada en 1,00 m1 de mezcla de reaccion que

contenía 250 ul de pululano (20,0 mg/ml), 500 pl de solucion
reguladora de citrato de sodio (100 mM,pH= 6,0) y 250 pl de
muestra. Se incubo a 45 EC por 30 minutos, al cabo de los
cuales se ensayaron azúcares reductores en alicuotas de 1a
mezcla de reaccion, por la tecnica de DNSpreviamente
descripta (Bender y Wallenfels, 1966).

Una unidad de pululanasa (E.C. 3.2.1.41) se define como
1a cantidad de enzima requerida para producir un pmol de
azúcares reductores (determinados comomaltosa) por minuto, en
las condiciones experimentales antes mencionadas.

2.2.3.- Determinaciónde Proteinas
Se realizo en semimicroescala (1,00 m1), empleando como

estandar de calibración Albúminade suero bovino (fracción V).
La misma fue preparada en una concentración de 100 mg/ml

empleando soluciOn fisiológica (NaCl= 145 mM)como solvente y
cuantificada a 280 nm [E(280, 1,0 Z): 6,6] (Kirschenbaum,
1970). Alternativamente se emplearon las siguientes tecnicas:
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1.- Metodobasado en la interacción del colorante azul de
Coomassie (Bradford, 1976) con proteinas, modificado de
acuerdo a lo descripto posteriormente (Sedmaky Grossberg,
1977). Las lecturas se efectuaron a 595 nm.

2.- Metodo de Lowry (Lowry y col., 1951).

3.- Métodode Neocuproina, el cual fue desarrollado en nuestro
laboratorio, y cuyo principio se basa en la reducción en medio
alcalino de Cu=*por residuos aminoacidicos, produciéndose
Cu1+el que es complejado por 2,9 dimetil-1,10 fenantrolina,
comúnmente conocido como neocuproina (Smith y col., 1952). Se
procedió a la optimización de las condiciones experimentales,
a saber: selección de longitud de onda, tiempo de incubación,
concentracion de reactivos y pH (figuras B a 13).

Flgura 8. Barrldo espectral.
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Figura 9. Efecto de la concentración de neocuprolna.

A (460 nm)
5 _ -0.6

04* —o4

0.3 b - 0.3

02r?\0/‘/0_—_—°_ 0.2
O1 l l l l l l l l l l

Neocuproína (‘25)

BSA (ug/ml)

+ 20.0 + 40.0

Flgura 10. Efecto de la concentraclón de Carbonato de sodio.
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Flaura 11.Efecto del pH.
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Figura 13.Tlempo de reacción.
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Las condiciones experimentales se seleccionaron con el
objeto de obtener una lectura minima de 105 b1anc05 de

reactivos, y por otro lado, que fuera maximay lineal la
respuesta obtenida con la concentración de proteinas. Estas
fueron: solución reguladora de pH a 11,25 unidades, compuesta
por Na=CÜg (226 mM), NaÜH (60 mM) y tartrato de sodio (42 mM),

Cu2* (2,7 mM)y clorhidrato de neocuproina (640 nM); con una

temperatura de incubación de 40 gC, longitud de onda de 450 nm

y el tiempo de incubación de 30 a 60 minutos (dependiendo de
la concentración de proteinas a ensayar).

El intervalo de concentración de proteinas para la cual
fue optimizada esta tecnica es de 0,5 a 40,0 ug/ml (r = 0,995
a 0,998); a su vez, se ensayaron las respuestas con diversas
proteinas (figuras 13 y 14).

2.2.4.- Determinaciónde crecimiento celular
El crecimiento microbiano fue determinado por

turbidimetria a 560 nm (Spectronic 20 o similar) en el
intervalo de 0,05 a 1,00 unidades de densidad óptica. En el
caso de obtener densidades superiores a este último valor, se
efectuaron diluciones apropiadas de las muestras con solución
fisiológica ([NaCl]= 145 mM).

Alternativamente, y con el objeto de determinar el
crecimiento celular en el fermentador, se desarrolló un
equipo, basado en medidas turbidimetricas diseñado y
construido en nuestro laboratorio, cuyo diagrama sencillo se
observa en la figura 15.



quura 16. Esquema del detector celular.
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La calibracion del equipo se realizo empleando la escala
de Mc Farland (Barry, 1980), como se muestra en la figura 16.
Por otro lado, con el objeto de estudiar el comportamiento del
dispositivo en condiciones de alta y baja absorbancia de medio
de cultivo, se realizaron curvas de crecimiento microbiano a
37 aC, empleando para ello una cepa de coleccion (B. subtilis
IAM1521) con medio de cultivo MZutilizando almidón (10,0

g/l) o glucosa (5,0 g/l) comofuente de carbono, y efectuando
simultaneamente determinaciones de densidad optica (figuras 17
y 18).

Las caracteristicas destacables de este equipo son su
facil instalacion y operacion, destacándose la posibilidad de
esterilización en el fermentador; calibracion rapida, medicion
continua y directa, posicion variable dentro del fermentador,
relacion lineal entre la señal obtenida y la densidad optica
(560 nm), con una lectura maximaequivalente de 2,0 unidades,
y por ultimo respuesta similar en medios con diferentes
absorbancias.
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Figura 16. Curva de calibración del detector celular.
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Flgura 18. Curva de creclmlento con glucosa.

Señal D.O. (660 nm)

10 í 718 08
V

6 ‘06
í .

V
4 o 0-4

0

2 - " 0.2

D

o l l l l o
0 1 2 3 4 6

Tiempo (horas)

'AF‘Señm '**'Denmdadcmflca

2.3.- Determinación de pH y Temperatura óptimos.
Con el objeto de estudiar el efecto de la temperatura y

el pHen la actividad enzimática se procedió a la purificación
parcial de las muestras, empleando los sobrenadantes
provenientes de la centrifugación a 10.ÜÜÜx g por 20 minutos
(4 2C) que denominamosfracción extracelular. Para ello, hemos
utilizado 1a adición de solventes como2-propanona y/o etanol
utilizados a diferentes concentraciones, los cuales poseen la
propiedad de precipitar proteinas de fase acuosa. La
precipitación se efectúa a 5 QCpor un periodo de 12 a 16
horas, a partir del cual las muestras son centrifugadas a
12.000 x g por 15 minutos a 4 EC descartandose el
sobrenadante. El precipitado es disuelto en solucion
reguladora adecuada para la determinación de cada enzima.
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3.- RESULTADOS

3.1.- Relevamiento y selección de cepas
Se procedió al aislamiento de cepas nativas partiendo de

diversas fuentes naturales. Para ello fue diseñado un esquema
de trabajo que permitió seleccionar cepas termoresistentes
productoras de enzimas amiloliticas (figura ó). Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla V.

Tabla V. Relevamiento de cepas productoras de amilasas.
Muestras Aislamientos Porcentajes
Oriqen Cant. T. A.+ T./M. A.+/M. A./T.

Tierra 27 650 492 24 18 75,7

Agua B 73 15 9 2 20,5

Otros 4 18 8 5 2 4544

Totales 39 741 515 19 13.2 69.5

Abreviaturas: Cant., cantidad; T., clones totales; A +, clones
amilasa positivos; M., muestra.

Los ensayos en placa para determinar degradación de
almidón, se efectuaron primeramente y con fines comparativos,
mediante las tres tecnicas descriptas en materiales y metodos,
empleando para ello una cepa microbiana de colección
productora de a-amilasa (B. subtilis NCIB8565). Los
resultados obtenidos fueron concordantes entre las mismas, por
lo que se procedió a emplear la tecnica de lugol para la
detección de actividad amilolitica dada la rapidez de la misma
y el mayor contraste entre los halos de hidrólisis de almidón
y el color azul resultante de la formación del complejo. En
aquellos clones en que se detectó la hidrólisis de almidón se
realizaron estudios comparativos de producción de amilasas,
adoptandose comocriterio para la selección de cepas al
cociente entre el diametro promedio del halo producido por la
acción del revelador y el diametro promedio de la colonia.
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Figura 19. helevamiento de cepas productoras de amilasas.



Posteriormente los 8 aislamientos se cultivaron en diferentes
medios sintéticos definidos, observándose que la produccion de
amilasas fue mayor en el medio MZ, por lo que fue elegido para
los experimentos posteriores.

En los aislamientos seleccionados, que se denominaron MIR
acompañados del número de colonia, se estudio la produccion de
amilasa. Para los cultivos en medio liquido se emplearon
frascos Erlenmeyers de 50 ml de capacidad conteniendo 10 ml de
medio de cultivo, incubandose a 45 gC con agitación. A las 12
horas de iniciado el cultivo se retiraron muestras
determinandose el crecimento microbiano, proteinas y a-amilasa
en los extractos libres de celulas. Los ensayos en placa se
realizaron de acuerdo a lo descripto en materiales y metodos.
Los resultados de los experimentos se muestran en la tabla VI.

Tabla VI. Actividad amilolitica de los aislamientos
seleccionados.
Cepa Activ. Enzimatica D.O. Prot. Activ. Especifica

Placa Liquido AA/Prot. AA/D.Ü.

MIR 5 7,9 6,60 1,05 11,5 0,57 6,29

MIR 41 23,4 14,40 0,85 10,0 1,44 16,94

MIR 61 7,8 4,80 0,68 12,8 0,38 7,06
MIR213 16,1 13,00 1,90 18,6 0,70 6,84
MIR310 9,4 16,80 1,28 14,6 1,15 13,13
MIR419 7,3 12,60 0,75 10,7 1,18 16,80

MIR 550 16,9 20,50 1,82 13,2 1,55 11,26
MIR621 13.7 17.20 1.68 13.5 1.27 10.24

ATCC6633 7,6 5,40 1,75 10,3 0,52 3,09
NCIB8565 18.0 12.50 1.15 9.8 1.28 10.87

Abreviaturas: D.0., densidad optica (560 nm); Prot., proteinas
(pg/m1); AA, la actividad de a-amilasa se expresa en kU/ml.

58



59

De los ocho aislamientos se consideraron como

caracteristicas de importancia en la seleccion de una cepa
promisoria productora de a-amilasa, poseer una alta actividad
enzimática extracelular en medio liquido, asi comoelevadas
actividades especificas en funcion de la concentracion celular
y de la concentracion de proteinas en el medio de cultivo. En
funcion de estos resultados y de los observados en la tabla
VI, se selecciono la cepa MIR41, por producir la máxima
actividad especifica en funcion de la concentracion celular y
una de las más elevadas actividades especificas respecto de la
concentracion de proteinas.

En un ensayo posterior se estudio el crecimiento de las
ocho cepas seleccionadas, reemplazando el almidón por
diferentes a-glucanos, a saber: amilopectina (10,0 g/l),
glucogeno (5,0 g/l) y pululano (5,0 g/l). Con excepcion de la
cepa MIR5, la cual no fue capaz de degradar glucógeno, las
restantes crecieron determinandose densidades opticas
comprendidas en el intervalo de 0,6 a 2,3 unidades,
dependiendo del glucano y del aislamiento.

Por los resultados mostrados en la tabla VI se considero

la cepa MIR5 interesante para su estudio, ya que posee una
baja actividad dextrinizante respecto de las otras cepas
seleccionadas, y es llamativa su incapacidad para degradar
glucogeno aunque es capaz de degradar pululano.

3.2.- Caracterizacion microbiológica
Se realizó de acuerdo a los criterios internacionales

establecidos para microorganismospertenecientes al genero
Bacillus, efectuandose 97 ensayos para las cepas en estudio,
los que se muestran en las tablas VII y VIII.



Tabla VII- EnsaYOSmorfOIOgicos y bioquímicos en las cepas
seleccionadas.
Ensayo Cepa

MIR 5 MIR 41

Morfología de colonia
1. Rugosa/lisa
2. Lisa
3 Rizoidal
4. Opaca
5. Pigmentada
ó. Motilidad

+

I++I++ l++l|

Horfologia celular
7. Extremos redondeados
8. Células aisladas
9. Formacion de cadenas

10. Vacuolas
11. Espora elipsoidal
12. Espora cilindrica
13. Espora central
14. Espora terminal
15. Espora deformante

l+l+|+++
++l+ll++

Degradación de
16. Aceite de oliva
17. ADN
18. Almidon
19. Caseina
20. CMC
21. Gelatina
22. Pululano
23. Tween 20
24. Tween 80
25. Urea

I++++++++

+

l+++l++l

Crecimiento
26. pH= 4,5
27. pH:
28. pH=
29. 30
30. 37
31. 45
32. 50
33. 60
34. NaCl (2,0 Z, p/v)
35. NaCl (5,0 Z, p/v)
36. NaCl (7.0 Z. p/v)

,0
,0

¿ágááuo

+++I++++++l

Otros ensayos
37. Catalasa +
38. Crec. anaeróbico - —
39. Crec. en Mac Conkey - 
40. Desaminacion de F - +

+

Otros ensayos
41. Gram positivo
42. Gramvariable ++ ++



Tabla VII continuación. Ensayos morfológicos y bioquímicos en
las cepas seleccionadas.
Ensayo Cepa

MIR 5 MIR 41

Otros ensayos
43. Produccion de DHA
44. Produccion de indol
45. Prod. de gas (glucosa)
46. Reducción de nitratos
47. Rojo de metilo
48. Utilización de citrato
49. Voqes-Proskauer

+ +

+I++l +|+|

Abreviaturas: ADN,ácido desoxiribonucleico; CMC,carboximetil
celulosa; DHA,dihidroxiacetona; F, fenilalanina.
Simbolos: - y + resultados negativos y positivos
respectivamente.

Tabla VIII. Ensayos bioquímicos empleando el sistema Api 50 Ch
en las cepas seleccionadas.
Ensayo Cepa

MIR 5 MIR 41

Utilización de
1. Adonitol 
2. Almidon + +
3. Amigdalina + +
4. D-Arabinosa - 
5. L-Arabinosa + +
ó. D-Arabitol - 
7. L-Arabitol - 
8. Arbutina + +
9. Celobiosa + +

1m.Eritritol - 
11. Esculina + +
12. D-Fructosa + +
13. D-Fucosa - 
14. L-Fucosa - 
15. Galactosa + 
16. Galactitol 
17. B-Gentobiosa —
18. Glicerol +
19. Glucógeno 
20. Gluconato 
21. 2-Ceto-gluconato 
22. 5-Ceto-gluconato —
23. D-Glucosa
24. N-acetil-glucosamina
25. a-Metil-D-glucosido
26. Inositol
27. Inulina
28. Lactosa
29. D-Lixosa
30. Maltosa

l+++|

+|++++I+ +|+I++l+
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Tabla VIII continuacion. Ensayos bioquímicos empleando el
sistema Api 50 CHen las cepas seleccionadas.
Ensayo Cepa

MIR 5 MIR 41

Utilización de
31. Manitol + +
32. D-Manosa + +
33. a-Metil-manosido - 
34. Melibiosa + +
35. Melizitosa - 
36. D-Rafinosa + +
37. Rhamnosa - —
3B. Ribosa + +
39. Sacarosa + +
40. Salicina + +
41. Sorbitol + +
42. L-Sorbosa - 
43. D-Tagatosa - 
44. D-Turanosa + +
45. Trehalosa + +
46. Xilitol - 
47. D-Xilosa + +
4B. L-Xilosa — 
49. B-Metil-xilosido - 

Simbolos: - y + resultados negativos y positivos
respectivamente.

Debido a la falta de coincidencia en la totalidad de los
ensayos efectuadas con las cepas en estudio, respecto a los
mismosconsiderados en las diferentes especies pertenecientes
al Genero BaciJIus descriptas en la literatura (Gordon, 1977;
Claus y col., 1986; Logan y col., 1984; Priest y col., 1987,
1988a), se procedió a efectuar un tratamiento estadístico
sencillo empleando el coeficiente de Jaccard (Sa) (Colwell y
Austin, 1981). Para efectuar el cálculo del SJ se utilizaron
los resultados de los ensayos obtenidos de la literatura
(Claus y col., 1986; Logan y col., 1984; Priest y col.,
1988a). Los resultados de cada prueba se consideraron
negativos cuando el porcentaje de positivos para la especie
considerada estuviera comprendido entre 0 y 49 Z, y son
considerados positivos cuando el porcentaje fuera mayor o
igual al 50 Z. Los resultados del cálculo de los coeficientes



63

realizados sobre 92 ensayos, cuyo valor fue superior a 0,6 se
muestran en la tabla IX.

Tabla IX. Coeficientes de Jaccard de las cepas en estudio.
CeDas MIR 5 MIR 41

B. amyJoliquefaciens 0,763 0,821
B. círculans 0,606 0,631
B. lentus 0,683 0,702
B. Jicheniformis 0,734 0,714
B. megaterium 0,719 0,677
B. polymyxa 0,703 0,656

B. pumiJus 0,645 0,633
B. subtilis 0.831 0.783
MIR 5 1.000 0.800

Los resultados obtenidos con las cepas en estudio,
muestran una alta homologia de las mismas con los grupos
circulans, lentus, megateriumy subtilis, sin embargose debe
notar que los mayores valores se observan en el grupo
subtilis. En este grupo se identificaron las cepas por su
mayor homologia en el coeficiente de Jaccard con las especies
aceptadas oficialmente por el Comite Internacional en
Bacteriología Sistematica (Claus, 1986). Por lo que la cepa
MIR5 es identificada como subtiljs (SJ: 0,831) y la cepa MIR
41 como amyJoJiquefacjens (Sa: 0.821). Por otro lado, se debe
notar que existe un elevado coeficiente de Jaccard entre ambas
cepas aisladas (Sa: 0,800).

Las pruebas de sensibilidad a antibióticos efectuadas con
cepas de coleccion asi comocon las cepas en estudio,
permitieron establecer una elevada correlación entre 1a cepa
MIR5 y las cepas pertenecientes a la especie subtilis (ATCC
6633, NCIB8565, IAM1521). Los resultados obtenidos para el
grupo subtiJis y las cepas en estudio se muestran en la
Tabla X.



Tabla X. Pruebas de sensibilidad a antibioticos.
Cenas Subt. MIR 5 Lich. Pum. MIR 41

ANTIBIDTICDS (ug)
1. Amicacina (3D)
2. Ampicilina (1m)
3. Carbencilina (100)
4. Cefalosporina C (30)
5. Cefotaxima (Self
ó. Ceftazidina (30)
7. Ceftriaxona (30)
8. Cefuroxima (30)
9. Clindamicina (2)

10. Colistina (10)
11. Dicloxacilina (5)
12. Eritromicina (15)
13. Gentamicina (10)
14. Mezlocilina (75)
15. Netilmicina 139)
16. Norfloxacina (10)
17. Penicilina (ó)
18. Rifampicina (5)
19. Ticarcilina (75)

UJUJIJU'JUJUJUJUJUJCÜUJUJIIIJUJUJUJCHUJ mmmmmmmmmmmmmnmmwmm mmmmmmmmmmnmmmmmmmm mwmmmmmmmmmmmmmmmmm JUIJIILDLDJUUJUJUIIIUJUJUJZDIUCDUJJDLD

Abreviaturas: Subt., B. subtilis NCIB8565; Lich., BaciJJus
Iichenjformis ATCC21424; Pum., B. pumilus ATCC2589.
Simbolos: R, resistente y S, sensible.

Por otro lado, las pruebas de sensibilidad a antibióticos
efectuadas en cepas de Bacillus polymyxa, B. circulans y B.
subtilis, aisladas y caracterizadas en nuestro laboratorio,
permitieron comprobarla presencia de perfiles característicos
de cada cepa. En base a ello, se procedió a emplear el perfil
de sensibilidad a antibióticos comouno de los criterios de
control microbiológico de los cultivos durante las
fermentaciones.
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3.3.- Cultivo de B. amyloliquefacjens y B. subtilis.
3.3.1-- PFDÜUCCiDnde Alfa Amilasa

3.3.1.1.- Cultivo por lotes
Las actividades totales y extracelulares de a-amilasa

detectadas en los cultivos por lote de B. subtilis MIR5
mostraron diferente perfil de actividad (Figura 23). Sin
embargo, las actividades enzimaticas en función de ¡a
concentraciOn celular presentan una relacion lineal (Figura
24).

Las actividades extracelulares y totales de a-amilasa en
B. amyloliquefaciens MIR41 en cultivos por lotes controlados
mostraron un elevado paralelismo (Figura 31). Si se comparan
las curvas de crecimiento celular y actividad enzimatica
(Figuras 28 y 31 respectivamente) se puede establecer una
relación lineal entre ambas comoen el caso anterior (Figura
32). Los resultados obtenidos luego de 12 horas de alcanzada
1a fase estacionaria de crecimiento muestran un aumento en la

CDHCEHtFaCiOnde la enzima extracelular de 23 Z en promedio

respecto del inicio de 1a misma (Figura 31). De esta manera,
la sintesis mayoritaria de a-amilasa es observada en la fase
exponencial de crecimiento.

En B. amyloliquefaciens MIR41, la actividad especifica
de a-amilasa en funciOn de la concentracion de proteinas
alcanzo su maximovalor en el inicio de la fase estacionaria,
y fue aproximadamente un 1ÜÜZ mayor respecto de 1a actividad
especifica obtenida entre las 24 y 28 horas (Figura 32). Una
tendencia similar se observo al considerar 1a actividad
especifica en funcion de la concentracion celular. A su vez,
si efectuamos el cociente entre la actividad enzimática
extracelular y total, se observa un maximoen la fase
estacionaria temprana (Figura 33).
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3.3.1.2.— Efecto de la temperatura y el pH
Para estudiar el efecto de la temperatura y el pHsobre

la DFOÜUCCiOnde a-amilasa en B. amyloliquefaciens MIR 41 se

UtiliZO un quimiostato con una velocidad de dilución de 8,15 
0,16 h‘l. El analisis de las muestras obtenidas en condiciones
de estado estacionario, empleando temperaturas de cultivo de

36; 40 Y 44 3C, revelaron que la produccion de a-amilasa se
encuentra afectada por el pH y la temperatura (Figuras 41, 42
Y 43). La maximaactividad enzimática fue detectada en todos
los casos a pH 6,8 observandose una disminución del 21 Z a 40

EC y del 47 Z a 44 9C de la misma en la fraccion extracelular,

respecto de 36 EC considerado como 100 Z (41,2 kU/ml).
Los perfiles obtenidos a las tres temperaturas ensayadas

son similares. Sin embargo, se debe notar que a 44 EC no se
observa un maximode actividad comoen los restantes casos.

Si se considera la actividad especifica de a-amilasa calculada
en funcibn de la concentracion de proteinas (Figura 38), la
variacibn de la misma respecto de la temperatura es mucho
mayor: 2,82, 2,24 y 1,31 kU/ug de proteina a 36, 4m y 44 ec
respectivamente. Sin embargo, la relacion obtenida entre la
actividad extracelular/total con la excepcibn de los puntos de
pH extremos es mayor a 44 2C que a las restantes temperaturas
(Figura 44). La concentracion de proteinas detectadas en el
medio de cultivo (Figura 38), en ausencia de significativos
niveles de lisis celular, en general aumenta con el incremento
de temperatura.

3.3.1.3.- Cultivo continuo
En B. amyloliquefacjens MIR41 se estudio la sintesis de

a-amilasa en un quimiostato a los valores de pH y temperatura
correspondientes a la mayor actividad enzimatica observada.
Los resultados obtenidos revelan que la produccion de



a-amilasa disminuye al aumentar la velocidad de dilucion
cuando se utiliza almidón comofuente de carbono (Figuras 62).
Similares resultados fueron obtenidos en B. subtilis MIR5.

La maximaactividad enzimática de a-amilasa producida por
H. amyloliquefaciens MIR41, al igual que la actividad
especifica calculada en base a la concentracion de proteinas
en el medio de cultivo, se detecta a la menor velocidad de
dilución utilizada (D=0,11 h“1). Sin embargo, se observa que
la máximaproductividad se obtiene a D= 0,16 h’l (Figura 66),
de manera coincidente con el maximodel cociente de

actividades enzimáticas extracelular-total, observándoseque
en todos los casos el porcentaje de a-amilasa extracelular
supera el 75 Z de la actividad enzimática total.

Resultados similares han sido obtenidos en la producción
de a-amilasa producida por B. subtilis MIR5 (Figura 53). Sin
embargo, 1a productiVidad maxima de a-amilasa se alcanza en D=
0,25 h‘1 para esta cepa.

3.3.2.- Producción de Alfa-Glucosidasa
3.3.2.1.- Cultivo por lotes

Son significativamente escasos los trabajos que describen
la prodUCCiOnde otras enzimas vinculadas a 1a degradación de
a-glucanos, en particular de almidones, en el Genero Bacillus
(Marshall, 1975; Aunstrup, 1978).

En los primeros estadios de crecimiento celular de B.
subtilis MIR5 y B. amyJoJiquefaciens MIR41 en cultivo por
lotes, fue detectada una marcada disminución de la
concentracion de almidón (Figuras 21 y 29), asociado al
aumento de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo
(Figuras 22 y 30). Las bajas concentraciones celulares y la
escasa actividad de a-amilasa detectadas en esta etapa del
cultivo hicieron presuponer la existencia de a-glucosidasas.
E5 ¿Si que en ambas cepas fue detectada dicha actividad
enzimática (Figuras 26 y 34), observándose que 1a expresión de



68

la actividad es temporal y diferente respecto del perfil de
eXPFE’SiOnde a-amilasa (Figura 23 y 31).

En B. amyloliquefaciens MIR41 la actividad de
a-glucosidasa se detecta principalmente en 1a fraccion total
(Figura 34). Alcanzando un maximola actividad extracelular en
la fase estacionaria (28 horas de cultivo).

Experimentos similares realizados con B. subtilis MIR5
permitieron detectar actividad de a-glucosidasa, con un perfil
temporal similar al obtenido para Bacillus amyloliquefaciens
MIR41. Sin embargo, en este caso las curvas obtenidas de
actividad total y extracelular muestran un gran paralelismo

entre Si (Figura 26). Y comparativamente, los niveles de
actividad extracelular máximosdetectados en H. subtilis MIR5
(65 U/l) duplican a los respectivos producidos por B.
amyJoJiquefacíens MIR41 (3B U/l) y esa diferencia es
aproximadamente 20 veces mayor, considerando la actividad
espeC1fica en funcion de la concentracion celular.

3.3.2.2.- Efecto de la temperatura y el pH
Los estudios de los efectos de la temperatura y el pH

SOÜFEla PrÜdUCCiOnde a-glucosidasa realizados en B.
amyjoliquefaciens MIR41 utilizando cultivo continuo, a
VElOCidadde dilUCiDn 0,15 a 0,16 h‘l, arrojaron los
siguientes resultados: al igual que en el caso de la
PFDÜUCCiOnde a-amilasa existe un notorio efecto del pH y de
la temperatura en la sintesis de la misma (Figuras 42, 43 y
44). A las distintas temperaturas ensayadas se observa que la
actiViddd maxima se detecta a 36 gC y a pH 6,8. Actividades

enZimaticas aproximadamente 5 y 14 veces menores se observaron
a 40 y 44 2C respectivamente. Un fenomeno similar al descripto
para a-amilasa se detecto para la relacion de actividades
extracelular-total de a-glucosidasa (Figuras 42, 43 y 44).
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3.3.2.3..- Cultivo continuo

La DrOdUCCiDnde a-glucosidasa empleando B. subtilis MIR
5 no se ve afectada practicamente por la velocidad de dilución

en_e1 intervalo comprendido entre D=0,11 y 0,45 h“ (Figura
55). Sin embargo, se observa que a D= 0,45 h‘1 la produccion

de enzima extracelular se incrementa levemente y disminuye la
actividad en la fraccion tota1.

Los ensayos en quimiostato realizados a 36 EC y pH 6,8
con Velocidades de diluciOn variables, empleando Bacillus
amyloliquefaciens MIR41 mostraron los siguientes resultados:
la DFOÜUCCiOnde a-glucosidasa presenta un maximo relativo a

D= 0,16 h-l, observandose una disminución de la producción de
la misma con el aumento de la velocidad de dilución (Figura
63). La productividad de la enzima alcanza un maximo a D= 0,33
h‘l, mientras que la actividad extracelular es maximaa D=
0,24 h-l (Figura 67).

3.3.3.- PFDduECiOnde Pululanasa

3.3.3.1.— Cultivo por lotes
Estudios en cultivos por lote permitieron detectar

actividad de pululanasa en B. amyloquuefaciens MIR41,
localizandose en la fracción celular el 93 a 96 Z de la

actividad enZimatica total (Figura 35). La actividad de
pululanasa en B. amyloquuefaciens MIR41 presenta un perfil
temporal, coincidiendo los maximusvalores de actividad
enzimática, 189 U/l, con una rapida disminución de almidón
(Figura 29), y el incremento en la concentración de azúcares
reductores (Figura 30). Con posterioridad se produce la
disminUCion de la actividad de pululanasa previo al comienzo
de la fase estacionaria y en forma paralela decae 1a
CODCEÑÏFBCÍOnde los azúcares reductores.

La actividad de pululanasa no pudo ser detectada en
cultivos de B. subtilis MIR5.
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3.3.3.2.- Efecto de la temperatura y el pH
Los estudios del efecto de 1a temperatura y el pH en la

Sintesis de pululanasa con B. amyloliquefaciens MIR41, en
condiciones de estado estacionario utilizando cultivo continuo
(D=0,15 - 0,16 h“) se obtuvieron los siguientes resultados:
El analisis de las curvas de actividad de pululanasa ensayadas
en la fracción total (Figura 49) revela que la sintesis de 1a
misma tiende a un maximoal elevarse la temperatura de cultivo
de 36 a 44 EC. De esta manera la mayor actividad fue

encontrada a 44 EC y en condiciones de pH acido: 5,6 unidades;
no detectandose actividad en la fracción extracelular.

3.3.3.3.- Cultivo continuo
Estudios realizados en B. amyloliquefaciens MIR41

empleando cultivo continuo, en condiciones de estado
estacionario y variando la velocidad de dilucion permitieron
detectar la maximade actividad de pululanasa, 81 U/l,
empleando una velocidad de dilucion de 3’24 h-L y detectandose
únicamente en la fracción total (Figura 64), comoocurría en
los cultivo por lotes. Si se comparanlas actividades
enZimaticas en cultivo por lotes y continuo, se observa en
este última modalidad una disminución de la expresión de la
actividad de pululanasa cercana a un 60 Z. A su vez, la
PrOdUCtiVidad maxima de esta enzima se detecta a la velocidad

de dilución de 8,24 h‘JL (Figura 68).

3.3.4.- Producción de beta Amilasa
3.3.4.1.- Cultivo por lotes

Estudios en cultivo por lotes empleando B. subtilis MIR5
permitieron detectar actividad de B-amilasa (Figura 25). La
misma 95 expresada pOr las Celulas desde el comienzo de la

fase exponencial de crecimiento y posteriormente, al alcanzar
la fase estacionaria disminuye en mas de un 53 Z su actividad_
E1 maximode actividad coincidió con el de excreción y se
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obtuvo a las ó horas de iniciado el cultivo. El perfil de
Sintesis muestra que la localizacion de la enzima es
mayoritariamente extracelular: 63,0 a 88,6 Z respecto de la
actividad total (Figura 25).

La actividad de B-amilasa no pudo ser detectada en
cultivos efectuados con B. amyloquuefaciens MIR41.

3.3.4.2.- Cultivo continuo

Fue EStUdiada la DFOÜUCCiÜnde B-amilasa en quimiostato,

observándose que la actividad enzimática no estuvo
practicamente afectada por la velocidad de dilucion. La máxima
concentraciOn obtenida fue de 814 U/l, de las cuales el 57 Z
fue extracelular (Figura 54). La productividad de B-amilasa
tiende a un maximocerca de la velocidad de dilución critica

(D=0,47 h'l) poseyendo 40 Z de actividad extracelular.

3.3.5.- Presencia de proteasas.
3.3.5.1.- Cultivo por lotes

Con el objeto de estudiar la posible degradacion por Via
enzimática de las enzimas amiloliticas producidas por las
cepas seleccionadas, se procedio a 1a determinación de
actividad de proteasas en las muestras libres de células,
obteniendose los siguientes resultados: empleandoBacillus
subtilis MIR5 se puede observar el incremento en la
concentración de proteasas durante el transcurso del cultivo,
cuya actividad alcanza un maximoen la fase estacionaria
(Figura 27). Similares resultados fueron obtenidos en B.
amylolíquefaciena MIR41 (Figura 36).

3.3.5.2.- Efecto de la temperatura y el pH
En los estudios de sobre el efecto del pH y la

temperatura e“ la Sintesis de enzimas amiloliticas empleando
Bacillus amyloliquefacjens MIR41, se utilizo 1a modalidad de
cultivo continuo, operando en condiciones de estado
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estacionario (D=0,15 - 0,16 h“). Los resultados obtenidos
fueron los siguientes: la sintesis de proteasas
extracelulares, revela una maximaactividad a 40 EC y con un
pHde 6,8 unidades. En este caso la variación de la actividad

enZimatica es cercana al 10 Z en el intervalo de pH y
temperatura analizado (Figura 50).

3.3.5.3.— Cultivo continuo

En B. amyloliquefaciens MIR41, la maximaactividad de

proteasas extracelulares (1,9 kU/l) fue detectada a la menor
ve10Cidad de dilUCiOn empleada (D= 0,11 h"), disminuyendo

rapidamente con el incremento de la velocidad de dilución, con
un minimo cercano a los 0,5 kU/l en D= 0,44 h‘1 (Figura 65).
Similares resultados se obtuvieron en los cultivos de Bacillus
subtjlis MIR5.

Considerando la actividad enzimatica maximaen BachJus
amyloliquefaciens MIR41, se observa que se duplica la misma

FESPECÏOdEl maximo obtenido en la modalidad de cultivo por
lotes.
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Flgura 20. Crecimiento celular y oxígeno disuelto. B. subtllls MIR5.
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Figura 21. Concentraclón de almidón y proteínas extracelulares.
B. subtllls MIR 6.
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Figura 22. Hidratos de carbono. B. subtilis MIR6.
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Flgura 23. Actlvldad de alfa amllasa. B, subrllls MIR6.
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figura 24, Síntesis de alfa amllasa en cultlvo por lote. B. subtílls MIR6.
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Flgura 26. Actividadde alía glucosldasa.
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Figura 27. Actlvldad de proteasas. B, subtllls MIR6.
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Flgura 28. Crecimiento celular y oxigeno disuelto. B. amy/ollquefaciens
MIR 41.
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Flgura 29. Concentración de alrnldóny proteínas extracelulares,
B. amy/oliquefaolens MIR 41.
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Flgura ao, Hldratos de carbono reslduales. B. amy/cliquefaclens MIR41.
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Flgura 31. Actividad de alfa Amllasa. B. amylollquefaclens MlR41.
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Flgura 32, Actividad específica de alta amllasa. B. amy/ollquelacíens MIR 41.
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Flgura 33. Relaciónde actlvldades extracelular/total de alfa amllasa.
B. amy/oliquefaclons MIR 41.
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Flgura 34, Actividad de alfa Glucosldasa. B, amy/ollquefaciens MIR41.

U/It
30 _ D ' " 30

D

26 L- “ 26n "
16 r A 15

3

1o - - 1oJF6FW _6
I I I I I I I l
2 4 6 a 1o 12]] 24 26 99

Tiempo (horas)oo

-B- Total -9- Extracelular

37 'c. pH - 7.o

Flgura 35. Actlvldad de pululanasa. B. amy/ollquefaclens MIR41.
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Figura 37. Concentración celular. B. amy/ollquefaclens MIR41.
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Flgura 38. Concentración de proteínas extracelulares.
B. amy/ollquefacíens MIR 41.
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25 F

1o l I l l l L l I I
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Flgura 39. Concentración de glucosa resldual. B. amonI/quefaclens MIR41.

mg/ml
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pH
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Flgura 40. Concentración de azúcares de reductores reslduales.
B amylollquefaclens MIR 41,

mg/ml

'62 a4 ae ae e 62 c4 ae ae 7 ¡2'

Temperatura ('C)
+ 36.0 + 40.0 + 44.0
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Flgura 41, Efecto del pH en la actividad de alfa amllasa a 36 "G
B. amy/oliquefaclens MIR 41.

kU/ml
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Flgura 42, Efectodel pH en la actividad de alfa amllasa a 40 l'C.
B. amylollquefaclens Mir 41.
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Flgura 43, Efecto del pH en ia actividad de alia amilasa a 44 'C.
B. amy/olíquefaoíens MIR 41.

kU/ml
25 "

o l l l l l l l l 1 o
5.2 5.4 5.6 5.8 6 6.2 6.4 6.6 6.8 7 7.2
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Figura 44, Relaciónde actividad extracelular/total de alfa amilasa.
B. amy/oilquefaolens MIR 41.
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Figura 45, Efecto dai pH en ia actividad de alfa giucosidasa a 36 'C.
B. amy/cliquefaclens MIR 41.
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Figura 46.Eíecto del pH en la actividad de alfa giucosidesa a 40 'C.
B, amonI/quefaolens MIR 41.
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Figura 47, Efecto del pH en la producción de alía glucosldasa a 44 'C.
B. amy/oliquefaclens MIR 41

U/lt
O

Actividad Enzlmátlce

+ Extracelular + Total

Flgura 4a, Relaciónde actividad extracelular/total de alfa glucosldasa.
B. amy/ollquefaoiens MIR 41,

o l l l l l l l l l o
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pH
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Flgura 49, Efecto del pH en ia actividad de pululanasa.
B. amyioliquofaciens MIR 41.

un
4o - 40

Temperatura ('C)
‘9- 36.0 + 40.0 + 44.0

Flgura 50, Efecto de ia temperatura en la actividad de proteasas.
B, amylollquefaclens MIR 41.
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Figura 61. Crecimiento celular y proteinas extracelulares.
B. subti/¡s MIR 5.
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Flgura 52. Hldratos de carbono residuales. B. subi/¡Is MIR6.
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Flgura 63, Actividad de alfa Arnllasa. B, subi/lis MIR5.
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Figura 64. Actlvldad de beta Amllasa. B, subrllls MlR6.
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Figura 56, Actividad de Alfa glucosldasa. B. subtills MIR6.
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Flgura 56, Actlvldad extracelular de proteasas. B, subtllls MIR6.
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Figura 57, Productlvldad de alía Amllasa. B. subtllls MIR6.
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Flgura 58. Productlvldad de beta Amllasa. B, subrllls MIR6.
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Flgura 59_Productlvldad de alfa glucosldasa. B. subtllls MIR5.

U/I.h
14 - - 14

12 - D - 12

10 - - 10

e _ “ 8

6 ‘ - e

4 - - 4

2 - .1 2

0 l l l L l l l o
0.1 0.16 0.2 0.26 0.3 0.36 0.4 0.46 0.6

D (1/h)

-9- Extracelular -9- Total

45 'c. pH - 7.o

Flgura 60, Crecimientocelular y proteínas extracelulares.
B, amy/ollquefaclens MIR 41.
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Flgura 61. Hidratos de carbono residuales. B. amy/olíquefaciens MIR41.
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Figura 62. Actividad de alfa Amllasa. B, Amy/ollquefaclens MIR41.
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Figura 63, Actlvldad de alía Glucosldasa. B. amy/olíquefaciens MIR41.
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Figura 64_ Actlvldad de pululanasa. B, amy/ollquefaclens MlR 41.

U/ I

1o l l l l l l
0.1 0.15 0.2 0.26 0.3 0.36 0.4 0.46

D (1/h)

-9- Total

38 'C. DH- 6.8



96

Flgura 66. Actividad de proteasas. B. amonI/quefaciens MIR41.
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Figura 66.Produotlvldad de alfa Arnllasa. B. amy/ollquefac/ens MIR41.
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Hgm-a 67,Productlvldad de alfa Glucosldasa. B. amy/ollquefaclons MIR41.
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Flgura aa_Productlvldad de Pululanasa. B. amy/ollquefaclens MIR41.
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3.4.- Propiedades de las enzimas en estudio
Con el objeto de determinar la temperatura y el pH

Optimo de reacción de a-amilasa en B. subtilis MIR5 y B.

amyloliquefaciens MIR41 se procedio a purificar parcialmente
1a fracción extracelular, obteniéndose los siguientes
resultados:

1.- Purificacion parcial de a-amilasa producida por Bacillus
subtilis MIR5.

Vol. Prot. a-Amil. A.E. Purif. kU Tot. Rend.

(ml) (uu/m1) kU/ml (kU/uq) (Z)

Sob. 50,0 10,1 13,6 1,35 1,0 680,0 100,0
A. 50% 5,0 4,5 62,6 13,8 10,2 313,0 46,0
A. 40% 1,0 2,7 78,5 29,1 21.6 78.5 11.5

Abreviaturas: Vol., volumen;Prot., proteinas extracelulares;
a-Amil., a-amilasa; A.E., actividad especifica; Purif.,
purificicaciOn; kUTot., unidades amiloliticas totales; Rend.,
rendimiento; A. 50%, acetona 50 Z; A. 40X, acetona 40 Z.

2.- PurificaCiOn parcial de a-amilasa producida por Hacillus
amyloliquefaciens MIR41.

Vol. Prot. a-Amil. A.E. Purif. kU Tot. Rend.
(ml) (uu/m1) kU/ml (kU/ua) (Z)

Sob. 50,0 15,8 32,3 2,0 1,0 1615 100,0
A. 50X 5,0 9,3 117,8 12,6 6,3 589 36,5
A. 40X 1.5 3.5 169.0 48.3 24.2 169 10L5

Abreviaturas: Vol., volumen;Prot., proteinas extracelulares;
a-Amil., a-amilasa; A.E., actividad especifica; Purif.,
purificicacion; kUTot., unidades amiloliticas totales;
rendimiento; A. 50X, acetona 50 Z; A. 40%, acetona 40 Z.

Rend.,

Los precipitados obtenidos de la purificacion parcial de
los sobrenadantes de cultivo fueron disueltos en soluciOn
reguladora de fosfatos (100 mM,pH=7,0). En las fracciones se
ensayaron actividades de proteasas, no detectandose en los
precipitados resultantes del tratamiento con acetona.
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Las determinaciones de los pH optimos de las enzimas se
realizaron en condiciones de temperatura Optima, empleando
soluciones reguladoras 100 mMde acetato de sodio (pH= 4,0 a
5,6), citrato de sodio (3,m a 6,2), fosfato de sodio (5,8 a
8,0) y borato de sodio (pH= 8,1 a 9,0) (Mc Kenzie, 1969). Los

resultados obtenidos sobre las temperaturas y pHoptimos de
las enzimas ensayadas se observan en la tabla XI.

Tabla XI. Temperatura y pH optimo de reacción.
Enzima T(2C) pH

a-Amilasa (MIR 5) 45 7,5

a-Amilasa (MIR41) 47-49 6,4-7,0
B-Amilasa (MIR 5) 55 5,8-6,Ü

a-Glucosidasa (MIR5) 52 6,5
a-Glucosidasa (MIR41) 37 6,2-ó,4
Pululanasa (MIR41) 52-55 5.8
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4.- DISCUSION

4.1.- Relevamiento y seleccion de cepas
La posibilidad de optimizar procesos biotecnológicos

empleandomicroorganismos con mejores cracteristicas de
produccion, es uno de los motivos por lo cual es de gran
importancia el aislamiento de microorganismos a partir de
fuentes naturales. En particular, en el caso de la produccion
de enzimas es de publico conocimiento que las empresas
productoras poseen sus propias colecciones microbianas, no
registradas en los bancos de microorganismos y, en el caso de
emplear cepas pertenecientes a los mismos, estas son
modificadas para su uso.

Por otro lado, el aislamiento y preservación de un
considerable numero de microorganismos con capacidad
amilolitica posibilita la futura realizacion de estudios, de
los cuales podria obtenerse un mayor conocimiento sobre
algunas de las caracteristicas de diversas especies
pertenecientes al Genero BachJus, lo que es de primordial
importancia considerando las dificultadas taxonomicas del
genero.

Un tercer argumento en favor del aislamiento de cepas de
fuentes naturales, es la ausencia de trabajos sobre
microoganismospertencientes al genero Bacillus de origen
sudamericano pese a la gran diversidad y abundancia natural
del mismo.

Las cepas aisladas, en algunos casos presentaron
producción de a-amilasa mas elevada que las observadas en las
cepas de coleccion empleadas como control corroborando en
principio, la utilidad del aislamiento de cepas de la
naturaleza. Los resultados de las 8 cepas seleccionadas
obtenidos en cultivo por lotes comparadas con la producción de
a-amilasa en placa de las mismas, indican que la producciOn de
enzima empleando similares condiciones de cultivo no se



101

correlacionan linealmente con la produccion enzimática
extracelular detectada en medio liquido. Ello podria ser
atribuido a gradientes de concentración de nutrientes y
productos producidos en medios agarizados en torno a las
colonias (Prosser y Tough, 1991); asimismo debe considerarse
la transferencia de gases (oxigeno y 602) comoun factor
importante en la producción de enzimas (Gandhi y col., 1975;
Markkaanen y col., 1975). Ademas, debido a que la producción
de a-amilasa a escala industrial se efectua en medio liquido,
la tecnica en placa debe ser considerada comouna etapa
preliminar en la selección de cepas, utilizada debido a la
practicidad en el manejo y a la posibilidad de comparar gran
número de aislamientos; sin embargo, la etapa de cultivo en
medio liquido es decisoria para la selección final.

Por otro lado, en las tecnicas de relevamiento de cepas y
producción de a-amilasas debe contemplarse la posible
existencia de otras actividades relacionadas a la degradación
de a-glucanos, como: a-glucosidasas, B-amilasas, isoamilasas y
pululanasas entre otras, encontradas en varias especies
pertenecientes al genero Bacillus (Marshall, 1975; Priest,
1977), y cuyas actividades podrian alterar la expresión de
a-amilasa mediante mecanismos de inducción y/o represión por
catabolito (Windish y Mhatre, 1965; Fogarty y Kelly, 1983).

4.2.- Caracterización microbiológica
La taxonomía del genero Bacillus es altamente compleja y

se han descripto mas de 150 especies sobre la base de estudios
fisiológicos y/o ecológicos simples (Gordon, 1977). Debido a
su gran abundancia en la naturaleza y a la diversidad de
habitats, muchascepas salvajes no han podido clasificarse
entre las especies oficialmente aceptadas, 43 en total (Claus
y Berkeley, 1986). Estudios moleculares realizados empleando
hibridización de ADNy mapeo genómico con enzimas de

restricción en varias especies, mostraron la existencia de una
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gran diversidad genetica (Priest y col., 1988a), confirmando
los estudios fisiológicos previos. Los estudios taxonómicos
mas modernos, empleando metodos estadísticos y un número
considerable de caracteres, postulan que Eacillus podría ser
subdividido en tres o mas generos microbianos (Logan y col.,
1981) y consideran a las especies en grupos (clusters), que
poseen un conjunto de caracteres en comun(Priest y col.,
1988a y b).

Por estos motivos, en el presente estudio, fueron
efectuados un elevado numero de ensayos (97) con la finalidad
de obtener una mayor certeza en la identificacion de los
microoganismos aislados. El analisis taxonomico de las cepas
empleando el coeficiente de Jaccard y su comparación con las
especies oficialmente aceptadas permitio la identificacion de
las mismas. Sin embargo, se observa un elevado coeficiente de
Jaccard entre las cepas MIR5 y MIR41 (tabla IX). Este hecho

indica que MIR5 MIR41 son mas similares entre si que cada

una de ellas respecto a las especies tipo con las cuales
presentan mayorsimilitud.

4.3.- Cultivo de B. amyloliquefaciens y B. subtilis.
Las tecnicas empleadas para la seleccion de cepas,

basadas en la actividad dextrinizante, permitieron evidenciar
microorganismos con elevada actividad de a-amilasa. Sin
embargo, en los primeros estadios de los cultivos por lotes de
B. amyJonquefaciens MIR41 y B. subtilis MIR5, se detecto
una marcada disminución de la concentracion de almidón
asociado a un aumento de la concentracion de azúcares

reductores y glucosa en el medio de cultivo. Sumadoa ello,
las bajas concentraciones celulares y una escasa produccion de
a-amilasa en esta etapa del cultivo, hicieron presuponer la
existencia de diferentes actividades enzimáticas relacionadas
con la degradaciOn de a-glucanos. Es asi, que en Bacillus
amyJoJiquefaciens MIR41 fue detectada la presencia de
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a-glucosidasa y pululanasa, y en B. subtilís MIR5 se
detectaron actividades de a-glucosidasa y B-amilasa. Ademasse
ha observado que la expresión y localización de las diferentes
enzimas es temporal y distinta en cada cepa.

4.3.1.- Cutivos en lote.
4.3.1.1.— Producción de a-amilasa

Estudios sobre la producción de a-amilasa realizados en
cultivos en lote han arrojado resultados contradictorios; en
algunos casos la actividad mayoritaria de esta enzima se ha
detectado en la fase exponencial de crecimiento (Toda y col.,
1979; Davies y col., 1980; Khovrychev y col., 1987), mientras
que en otros casos fue detectada en la fase estacionaria
(Welker y Campbell, 19ó7b; Saito y Yamamoto, 1975;

Thirunavukkarasu y Priest, 1985). Una de las causas posibles
de la sintesis y expresión de a-amilasa puede ser la
composición del medio de cultivo. Es asi, que cultivos
realizados en presencia de almidón soluble presentaron mayor
actividad de a-amilasa que otros realizados en presencia de
maltosa y glucosa (Emanuilova y col., 1984; Yoo y col., 1988a)
y, recientemente, se ha detectado sólo una proteina
extracelular, a-amilasa, en la fase exponencial de crecimiento
empleando almidón como fuente de carbono (Pazlarova, 1987).
Dichos resultados podrian ser atribuidos a un efecto de
represión por catabolito descripto previamente (Priest, 1977),
debido a que la concentración de glucosa remanente en el
cultivo debe ser un balance entre la concentración de glucosa
producida por hidrólisis de almidón y/o malto-oligosacaridos y
el consumo de glucosa debido a las celulas. Tambien debe
considerarse el efecto de inhibición de la actividad
enzimática debido a la presencia de glucosa en el medio de
cultivo comootra causa posible que impediria la detección de
actividad de a-amilasa (Sata y col., 19B7a; Yooy col.,
1988a). Con respecto a la fuente de nitrógeno, se ha descripto
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que la sintesis de a-amilasa en presencia de nitrógeno
inorgánico se produce en forma paralela al crecimiento celular
alcanzando un maximoal final de la fase exponencial de
crecimiento (Coleman y col. 1966), mientras que en medios de
cultivo enriquecidos la expresion de a-amilasa se produce en
la fase estacionaria (Emanuilovay col., 1984; Srivastava y
Baruah, 1986).

Por estos antecedentes, y con la finalidad de obtener
elevados niveles de a-amilasa en la fase exponencial, que
posibilita la utilizacion ventajosa de cultivo continuo, se
decidio emplear medio sintetico definido con almidón como
fuente de carbono, y una sal de amonio como fuente de
nitrógeno.

En las condiciones experimentales previamente descriptas,
la actividad de a-amilasa en cultivo por lotes, tanto
utilizando Bacillus subtiJis MIR5 comoB. amyloquuefacjens
MIR41 esta ligada al crecimiento celular, detectandose la
mayor producción y actividad especifica en el inicio de la
fase estacionaria. En particular, la produccibn de a-amilasa
por B. amyloliquefaciens MIR41 fue un tercio mayor que la
informada para B. subtiljs NCIB8565. cepa considerada como
buena productora (Gandhi y Kjaegaard, 1975).

4.3.1.2.— Produccion de a-glucosidasa
La actividad de a-glucosidasa en cultivo por lote de B.

amyloliquefaciens MIR41 muestra un perfil diferente respecto
de la obtenida para a-amilasa, debido a que la expresion de la
actividad maximatotal se alcanza en la fase exponencial
tardía produciendose a continuacion una brusca caida de la
misma. La disminución en la concentracion de a-glucosidasa
podría ser atribuible al proceso de esporulacion que involucra
un elevado recambio de proteinas asociado con la aparicion de
la actividad de proteasas (Priest, 1989). Ademas,si la
actividad de a-glucosidasa fuera inducible, al disminuir la
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COHCEÑtFaCiOnde oligosacaridos en el medio de cultivo, los
cuales actuarian comoinductores, la enzima dejaria de
sintetizarse. Esta interpretación es coincidente con estudios
previos que han demostrado la inducibilidad por malto
oligosacaridos de estas enzimas (Urlaub y Nóber, 1978; Mc
Nethy y Hartman, 1979).

Los perfiles de actividad de a-glucosidasa extracelular y
total en B. amyloliquefaciens MIR41 no son similares, ello
podria explicarse por la posible existencia de mas de una
enzima, (Thirunavukkarasu y Priest, 1984; Yoshigui y col.,
1986).

Experimentossimilares realizados con Bacillus subtiJis
MIR5 permitieron detectar actividad de a-glucosidasa
extracelular y total; las curvas de actividad presentan en
este caso un gran paralelismo entre si coincidiendo con
resultados descriptos por otros autores (Wangy Hartman, 1976;
Mc Nethy y Hartman, 1979; Kelly y col., 1980).

Algunos autores consideran que a-glucosidasa es una
proteina integral de membrana (Urlaub y Nóber, 1978) mientras
que otros la localizan en el citoplasma o extracelular (Kelly
y Fogarty, 1980; Suzuki y Tanaka, 1981). Cultivos en lote de
B. subtijis MIR5 y B. amyloliquefaciens MIR41, mostraron que
la mayor parte de la actividad de a-glucosidasa producida en
la fase exponencial de crecimiento se encuentra en la fraccion
unida a celulas.

Comparandolos resultados de los cultivos en lote, se
observa que el porcentaje de excreción y los niveles de
actividad extracelular máximosde a-amilasa y a-glucosidasa
son muydiferentes en ambas cepas en estudio. La produccion de
a-amilasa por B. amyloliquefacíens MIR41 (29,5 kU/ml) es 3,5
veces mayor que en el caso de B. subtjljs MIR 5 (B kU/ml), y

aproximadamente 2 veces mayor considerando la actividad
especifica en funcion de la concentracion celular. En cambio,
la produccion de a-glucosidasa en B. subtiljs MIR5 (65 U/l)



duplica a la producida por Bacillus amyloliquefaciens MIR41
(30 U/l); esa diferencia es aproximadamente 20 veces mayor, si
se considera la actividad especifica en función de la
concentración celular. Otro hecho que debe tomarse en cuenta
es la presencia de B-amilasa en B. subtilis MIR5, cuyo
accionar produce maltosa, sustrato por el cual a-glucosidasa
posee mayor afinidad y posee mayor poder de inducción para la
sintesis de esta enzima (Fogarty y Kelly, 1980).

Por otro lado, los resultados en ambas cepas estudiadas
concuerdan con observaciones anteriores, en las cuales la
presencia de elevados niveles de a-glucosidasa en el cultivo
se correlacionaban con bajos niveles de expresión de a*amilasa
y viceversa (Sata y col., 1987). A su vez, podria ser que la
produccion de a-amilasa en B. subtilis MIR5 fuese muy
sensible al efecto de represibn por glucosa, producto de la
actividad enzimática de a-glucosidasa.

4.3.1.3.- Producción de pululanasa
En el Genero Bacillus, la localizacion de pululanasa

tambien es contradictoria. Se han detectado pululanasas unidas
a la membranacelular (Takasaki, 1976; Suzuki y Chisiro,
1983), o localizadas en la fraccion extracelular (Kambrourova
y Emanuilova, 1987; Takasaki, 1987).

Los cultivos en lote de B. amyloliquefaciens MIR41
muestran que la actividad de pululanasa se detecta unicamente
en la fraccion total, por lo que puede considerarse comouna
proteina unida a membrana. La actividad de esta enzima
presenta un perfil temporal con un maximoen las primeras
horas del cultivo, desapareciendo abruptamente al comienzo de
la fase estacionaria. Este resultado podria estar relacionado
con la rapida disminución de la concentracion de almidón por
un proceso de desramificación característico de estas enzimas
y el incremento en la concentracion de azúcares reductores que
provocaría una disminución de su sintesis (Jensen y Norman,
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1984). Este hecho sumado a la proteolisis y/D recambio de
proteinas de membranapodria explicar estos resultados.
Similares caracteristicas de produccion han sido desriptas en
otros microorganismos (Nallenfels y col., 1966; Takasaki,
1976). Por otro lado, los niveles máximosde actividad de
pululanasa obtenidos en B. amyloliquefaciens MIR41 (189 U/l)
son comparables a los informados en bacterias seleccionados
especialmente por poseer elevada actividad enzimática: 214 U/l
(Suzuki y Chisiro, 1983) y 25m U/l (Hyun y Zeikus, 1985).

La actividad de pululanasa en B. amyJonquefaciens MIR41
se encuentra vinculada a las celulas, por lo que puede a
priori, pensarse comoun impedimento para su produccion con
fines industriales; sin embargo,esta dificultad podria ser
superada por tratamientos posteriores comoser el uso de
solventes o shock osmotico. Algo similar se observo en
microorganismos anaerobios en los cuales enzimas consideradas
"extracelulares" permanecenasociadas a las celulas,
liberadose luego por efecto de condiciones de cultivo que
llevan a una parcial desintegración de la pared celular (Hyun
y Zeikus, 1985; Antranikian y col., 1987). Un enfoque similar
podria ser aplicado en B. amyloliquefaciens MIR41.

Previamente no ha sido descripta en la literatura la
presencia de pululanasa en cepas de B. amyJoJiquefaciens. Pero
existe un único trabajo informando sobre 1a actividad de otra
enzima desramificante en B. amyloquuefaciens ATCC23350:
isoamilasa (Urlaub y Nober, 1975), no detectada en nuestros
cultivos. Esta diferencia podria ser atribuida a las
discrepancias taxonomicas entre B. amyloliquefaciens MIR41 y
la cepa previamente descripta. Por otro lado, dentro del grupo
subtilis, al cual pertenecen las especies amyloliquefacíens,
Iicheniformis, subtilis y pumíJus, la diferencia por
caracteres taxonomicos entre especies en algunos casos es
sutil. El estudio de la cepa MIR41 permitio clasificarla como
pertenenciente a la especie amyloliquefaciens. Sin embargo,
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comolo demuestra el coeficiente de Jaccard, la coincidencia
entre los caracteres taxonomicosde la especie tipo
amyloquuefaciens y B. amyloliquefaciens MIR41 es parcial.
Comportandose en algunos ensayos de acuerdo con lo informado
para la especie subtiJis, en donde se ha descripto en algunas
cepas la presencia de pululanasa (Takasaki, 1987). Analogo
razonamiento puede ser efectuado en B. subtjlis MIR5. Ademas
la ausencia de actividades enzimaticas desramificantes, como
pululanasa o isoamilasa, justificaria la incapacidad de B.
subtilis MIR5 para degradar glucogeno.

4.3.1.4.- Producción de B-amilasa
Estudios de producción de B-amilasa empleando cultivo por

lotes en una cepa de Clostridium, permitieron detectar
actividad extracelular en la fase exponencial de crecimiento,
la cual decae al alcanzar la fase estacionaria (Hyuny Zeikus,
1985). Probablemente, la expresion de esta enzima esta
reprimida por la presencia de oligosacáridos producto de la
degradación parcial del almidón (Nanmori y co1., 1987).
Resultados similares se obtuvieron en cultivos por lote
empleando B. subtilis MIR5, en los cuales se detecto
actividad extracelular de B-amilasa expresada por las celulas
desde el inicio de la fase exponencial. Posteriormente, al
alcanzar la fase estacionaria, la actividad disminuye en más
de un 50 Z, este hecho podria ser atribuido como en el caso de
a-glucosidasa a la presencia de proteasas en el cultivo y al
elevado recambio de las proteinas de membranadurante el
proceso de esporulacibn.

La confirmacion de 1a presencia de B-amilasa en la
especie subtilis tendria una gran importancia taxonomica, ya
que permitiría diferenciar las especies subtilis de
amyloquuefaciens, debido a que esta última carece de este
tipo de actividad enzimática (Priest y col., 1967).
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4.3.1.5.- Produccion de proteasas
En los cultivos en lote de ambas cepas, se ha detectado

en la fase exponencial tardía una mayor actividad de proteasas
extracelulares, siendo estas indeseables en la producción de
otras enzimas. De todos modos los niveles de actividad de

proteasas son bajos comparadoscon los de literatura, debido
probablemente a mecanismos de represión de su produccion
mediados por citrato, iones amonio y glucosa (Frankena y col.,
1986).

4.3.2.— Efecto de la temperatura y el pH en la produccion de
enzimas.

Los experimentos sobre los efectos de la temperatura y el
pHen la producción de enzimas amiloliticas utilizando cultivo
continuo, realizados empleando B. amyloquuefaciens MIR41,
revelan importantes alteraciones en la produccion de las
enzimas amiloliticas detectadas y en los niveles de
exportación de enzimas dados por las relaciones de actividades
extracelular/total. En particular, en el caso del efecto del
pH se puede especular con una posible vinculación entre la
excreción de estas enzimas y el potencial electroquimico de
membrana, donde la concentracion de protones juega un papel
preponderante (Muren y Randall,1985; Andersson y Hahn
Hagerdal, 1988).

La relación obtenida entre las actividades extracelular/
total de a-amilasa y a-glucosidasa con excepcion de los puntos
de pH extremos, es mayor a la temperatura de trabajo mas
elevada (44 9C). Ademasla concentración de proteinas
detectada en el medio de cultivo en ausencia de significativos
niveles de lisis celular, es directamente proporcional a la
temperatura. Estos resultados podrian ser atribuidos a un
aumento de la fluidez de la membranacelular con el incremento

de la temperatura de cultivo, (Svodobodova y Svoboda, 1988a¡
Svodobodova y col., 19BBb). Comoconsecuencia del aumento de
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la fluidez se produciría la liberación de proteinas en el
medio de cultivo, no asociada a los mecanismos de exportación
de las mismas.

Por otro lado, la disminución de la producción de
a-amilasa con el incremento de la temperatura se deberia
principalmente a la disminución de la sintesis de 1a enzima
comose puede deducir a partir de la concentración de
a-amilasa unida a membrana, y no a un proceso de alteración
del mecanismo de excreción, el cual no se ve mayormente
afectado debido a que el mismopuede estimarse a partir de la
relación de actividades extracelulares y totales.

En particular, podemosconcluir que en la cepa Baciilus
amyloliquefaciens MIR41, la producción de a-amilasa y
a-glucosidasa tiende a un maximoa menores temperaturas
(36 9C) y pH cercano a la neutralidad (6,8 unidades), aunque
se debe mencionar que a ese pH se detecta la mayor actividad
relativa de proteasas, aunqueen bajos niveles.

La sintesis en condiciones óptimas de pululanasa se
produce a mayores temperaturas (44 SC) y PH acidos (5,6
unidades).

4.3.3.- Cultivo continuo.
4.3.3.1.- Producción de a-amilasa

Con el advenimiento y el desarrollo de las tecnicas de
cultivo continuo (Pirt, 1975; Calcott, 1981), la posibilidad
de producir enzimas a partir de microorganismos ha cobrado un
notable interes (Toda y col., 1979; Frankena y col., 1986). En
particular, estudios sobre la producción de enzimas
amiloliticas empleandocultivo continuo se han realizado en
diversos generos microbianos (Antranikian y col., i987; Boze y
col., 1987) y en varias especies pertenecientes al genero
Bacíllus (Wouters y Buysman, 1977; Davis y col., 1980;
Lancaster y col., i987). Sin embargo, en un trabajo
desarrollado en B. subtilis empleando glucosa comofuente de
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aconsejable para la producción de a-amilasa extracelular
debido a la inestabilidad de la produccion y a la selección de
mutantes no productoras (Heineken y O'Connor, 1972). Similares
conclusiones se obtuvieron en cultivos continuos limitados por
nitrógeno (Meers, 1972). Por otro lado, estudios realizados
empleando almidón como fuente de carbono limitante,
permitieron obtener elevados y constantes niveles de a-amilasa
extracelular a bajas velocidades de dilución (Emanuilovay
col., 1984; Thirunavukkarasu y Priest, 1984; Khorychev y col.,
1987). En base a ello se decidió emplear en este trabajo
almidón comofuente de carbono. Posiblemente, la presencia de
almidón como fuente de carbono y los bajos niveles de glucosa
en el medio de cultivo actúen comopresión de selección a
favor de la sintesis y excreción de esta enzima en ausencia de
represión catabólica e inhibición por los productos. Los
resultados obtenidos utilizando cultivos de B. subtilis MIR5
y BaciJJus amyjoliquefaciens MIR41 son coincidentes en este
sentido detectandose las mayores actividades de a-amilasa
extracelulares y unidas a las celulas a velocidades de
dilución cercanas a 0,10 h-l. En ambas cepas, se observa una
gran disminución en la concentración de enzima extracelular al
incrementarse la velocidad de dilución. Un perfil similar se
observa en la concentración de enzima unida a celulas, lo que
podria interpretarse comouna disminución en la sintesis y
expresión de esta enzima, no debida al mecanismo de excreción
de las mismas.

Por otro lado, el analisis de muestras mediante ensayos
en placa y perfiles de sensibilidad a antibióticos,
determinados en los cultivos de Bacillus amyloliquefaciens MIR
41 y B. subtiJis MIR5 durante el transcurso de cultivo
continuo, no permitieron detectar la presencia de mutantes no
productores de a-amilasa y/o variaciones morfológicas de las
cepas.
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4.3.3.2.— Produccion de a-glucosidasa
La produccion de a-glucosidasa en condiciones de cultivo

continuo ha sido estudiada previamente en una cepa de
Clostridium, alcanzandose el maximode actividad extracelular
a una velocidad de dilución de 0,10 h”, a partir de la cual
decae rapidamente (Antranikian y col., 1987). Un perfil
similar se observo en B. amyJonquefaciens MIR41. La sinteis
de a-glucosidasa es baja a velocidades de dilución cercanas a
0,10 h-1 ; un leve incremento de la misma permite alcanzar un
maximode actividad, obtenida a D=0,16 h". A mayores
velocidades de dilución la produccion de a-glucosidasa
disminuye probablemente debido a cambios en el metabolismo
celular (Snay y col., 1989).

Por otro lado, en otro trabajo mencionado en la
literatura sobre la produccion de a-glucosidasa por B.
licheniformis en cultivo continuo la actividad fue detectada
mayoritariamente en la fraccion conteniendo a las celulas, y
expresada con una actividad practicamente constante a partir
de 0,15 h“ (Priest y Thirunavukkarasu, 1985). Los resultados
obtenidos en B. subtilis MIR5 muestran una concentracion de
enzima total similar a las diferentes velocidades de dilucion
utilizadas (D=0,10 - 0,45 h’l). Y debido a los bajos niveles
de actividad enzimática y bajas concentraciones de azúcares
reductores presentes en el medio de cultivo podria
considerarse a a-glucosidasa comoparcialmente inducible en
esta cepa.

4.3.3.3.- Produccion de Pululanasa
Contrastando con el número de publicaciones sobre

a-amilasa, existe un único estudio sobre la produccion de
pululanasa en cultivo continuo, realizado en un cepa de
Clostridium (Antranikian y col., 1987). En dicho estudio, se
detecto actividad de pululanasa extracelular, con un maximode
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actividad situado a D= 0,10 h"1 disminuyendo rapidamente a
velocidades de dilución mayores. El estudio realizado en
condiciones de estado estacionario empleandoun quimiostato
con la cepa BaCiJJus amyloliquefaciens MIR41, permitió 1a
detección de actividad de pululanasa en la fracción total con
un maximo situado en D= 0,25 h’l.

4.3.3.4.- Producción de B-amilasa
A1 igual que en el caso de pululanasa, existe un sólo

trabajo que aborda la producción de B-amilasa en cultivo
continuo, desarrollado en Clostridium thermosulfurogenes
empleando almidón como fuente de carbono, donde fue demostrado

que la producción de enzima es estable por lo menos durante 18
semanas, y que su producción presenta un máximo a bajas

velocidades de dilución, cercana a 0,15 h-1 (Nipkowy col.,
1989). Los resultados obtenidos en quimiostato empleando
Bacillus subtilis MIR5, muestran un perfil de producción de
B-amilasa casi constante (16 Z de variación entre el maximoy
el minimode las actividades enzimáticas totales), con un
maximosituado en D= 0,31 h“. La producción de enzima
detectada como actividad maxima total se incrementa en un 56 Z

en la modalidad de cultivo continuo, sin embargo la produccion
de enzima extracelular maximaen ambos modos de cultivo es

aproximadamente la misma. Esto lleva a considerar que el
mecanismode procesamiento que permite la liberación de esta
enzima medio extracelular podria ser alterado por las
condiciones de cultivo continuo.

Por otro lado, la relación de actividades extracelular/
total de B-amilasa a lo largo de las velocidades de dilución
barridas es practicamente constante.



114

4.3.4.- Comparacionde las tecnicas de cultivo.
Al comparar las modalidades de cultivo, continuo y por

lotes, en la produccion de enzimas amiloliticas, se observa:
- Las actividades totales y extracelulares máximasde

a-amilasa son mayores en cultivo continuo que en cultivo en
lote en ambas cepas en estudio.
- La actividad maxima total de B-amilasa en B. subtilis MIR5

es aproximadamente 30 Z mayor en cultivo continuo que en
cultivo en lote, sin embargo, las actividades extracelulares
son aproximadamente las mismas empleando ambas metodologías de
cultivo. Debido a que las condiciones experimentales de
cultivo continuo son mas controladas y no se producen efectos
temporales comoen el caso del cultivo en lote, sería
conveniente emplear el cultivo continuo para la produccion de
B-amilasa en esta cepa.
- En B. amyloliquefaciens MIR41 el uso de la tecnica de
cultivo por lotes permite detectar una mayoractividad
enzimática de pululanasa (57 Z) respecto a cultivo continuo.
Esto podria ser atribuido a las condiciones de operacion
prefijadas para la producción de a-amilasa, las que son
desfavorables de acuerdo a lo que se establecio en los
experimentos de pH y temperatura para la produccion de
pululanasa.
- Si se comparanla relacion de actividades dextrinizante/
sacarificante en Bacillus subtilis MIR5, en cultivo por lotes
y en continuo en el maximode actividad total de B-amilasa las
relaciones son aproximadamente 5/1 y 7,5/1 respectivamente,
mientras que en el maximode actividad total de a-amilasa la
mismas relaciones son 35/1 y 19/1 respectivamente. Los
resultados obtenidos indican que la produccion simultanea de
ambas enzimas puede ser efectuada modificando las condiciones
de cultivo.
- El porcentaje de a-amilasa extracelular producida por B.
amyloquuefaciens MIR41 supera en todos los casos el 75 Z de



la aCtiVidad enZimatica total en cultivo continuo, mientras
que en cultivo por lotes se encuentra entre 66 a 88 Z.
Dependiendodel estadio celular del cultivo el porcentaje
extracelular de la misma, siendo estas oscilaciones un
agravante para la produccion de la enzima. Si se efectua un
similar tratamiento, no se observan grandes variaciones entre
los valores obtenidos de la mismarelacion en a-glucosidasa
por ambas modalidades de cultivo.
—Compararando las actividades especificas máximas de
a-amilasa en B. amyloliquefaciens MIR41, calculada respecto
de la concentracion de proteinas, entre ambas modalidades de
cultivo, se obtiene una disminución de un tercio en cultivo
por lotes respecto del continuo. En el caso de la actividad
especifica de a-glucosidasa es aproximadamente 2 veces mayor
en cultivo continuo.
- Calculando la actividad especifica en funcion de la
concentracion celular en B. amyloliquefacjens MIR41, la
actividad especifica de a-amilasa es aproximadamente3 veces
mayor en cultivo continuo respecto de cultivo por lotes en
a-amilasa y 2 veces mayor en a-glucosidasa. Mientras que la
actividad especifica de pululanasa por celula es 3 veces mayor
en cultivo por lotes que en cultivo continuo.
- El maximode produccion de proteasas extracelulares en
cultivo continuo presentan un bajo nivel de actividad. Sin
embargo, duplican aproximadamente la producción de cultivo por
lotes. Este hecho podria ser atribuido a la disminución de los
niveles de glucosa en el cultivo, informados comocausantes de
represion por catabolito (Frankena y col., 1986).

Los resultados descriptos, obtenidos con las cepas en
estudio indican que la utilizacion de cultivo continuo es una
potencial alternativa para la producción de algunas enzimas
amiloliticas comoa-amilasas y a-glucosidasas debido a la
temporalidad de la expresion de las mismas y a la posibilidad



del control en el ciclo celular que permite esta tecnica. De
manera contraria, la óptima producción de pululanasa debe ser
efectuada en cultivo por lotes. Sin embargo la produccion en
esta modalidad de cultivo posee el inconveniente asociado a
los mecanismos de esporulación como lo es la producción y
liberación en el medio de cultivo de enzimas liticas (Dubnau,
1985), mientras que en condiciones de cultivo continuo no han
sido observados los fenómenos de esporulación, confirmando asi
los resultados informados en un trabajo previo (Dawesy col.,
197W).

Las discrepancias surgidas en la localización y tipo de
enzima, asi comoen los perfiles de producción de las mismas,
entre cepas altamente relacionadas como B. subtilis MIR5 y B.
amyloliquefaciens MIR41, podrian ser explicadas considerando
que diferentes cepas poseen diferentes sistemas de regulación
metabólica. Sin embargo, estudios geneticos y moleculares que
involucren la expresión y regulación genómica podrian permitir
la obtención de modelos mas generalizados de degradación de a
glucanos.

4.4.- Propiedades de las enzimas
En la literatura ha sido descripta una gran variedad de

condiciones de reacción de a-amilasas producidas por
microorganismos pertenecientes al género Bacillus. Comprenden
temperaturas óptimas desde 4Q gC hasta 95 ElC, y pH óptimos

desde 3,5 hasta 10,5 (Ingle y Boyer, 1978; Fogarty y Kelly,
19BÜ).

Si comparamoslos resultados de temperatura óptimos de a
amilasa obtenidos en las dos cepas seleccionadas, podemos
observar una gran similitud entre ambas.

En base al pH óptimo de a-amilasa producida por Bacjllus
subtilis MIR5, 7,5 unidades de pH, esta puede ser clasificada
comouna a-amilasa alcalina. Y su potencialidad industrial
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radica en su uso como componente de detergentes (Ingle y
Erikson ,1978).

En el caso de la a-amilasa producida por Bacillus
amylojiquefacjens MIR41, debido a que el pH optimo de
reaccion es levemente acido, esta podria ser empleada en la
producción de jarabes edulcorantes, aunque por la temperatura
optima de reaccion su utilizacion más favorable podrian ser
las industrias de panaderia (Aunstrup, 1977).

Si se comparan la temperatura y el pH optimo de actividad
de B-amilasa producida por B. subtilis MIR5 respecto de los
pocos datos obtenidos de la literatura, podemosconcluir que
la temperatura optima de 55 EC es la mas alta observada y
comparable a la temperatura óptima de B-amilasa producida por
Pseudomonas sp. (45-55 gC) y a la producida por BaciJJus sp.

(55 nC) (Fogarty y Kelly, 1980). Sin embargo los pH optimos en
las cepas antes mencionadas son superiores a 6,4 unidades de
pH, lo cual es inconveniente en la etapa de sacarificacion de
almidones que se efectua en condiciones ácidas de reaccion,
inferiores a pH6,0 (Radley, 1976). Por otro lado, en Eacillus
megaterium se ha descripto la presencia de B-amilasa, cuya
actividad maximase obtiene a pH 6,0, sin embargo la
temperatura optima es levemente inferior (Fogarty y Kelly,
1980). Por lo tanto, las caracteristicas de pHy temperatura
de B-amilasa producida por B. subtilis MIR5, posibilitarian
que la misma pueda ser empleada con mayores rendimientos en
los procesos de sacarificacion que actualmente se encuentran
en operacion, respecto de las descriptas en la literatura.

A] comparar la temperatura y el pH optimos de las a
glucosidasas producidas por las cepas seleccionadas, se
observa que a pesar de que poseen óptimos pH muy cercanos

entre si (6,2 - 6,4 y 6,5), las temperaturas óptimas de
reacción difieren notablemente: 37 y 52 aC. Es llamativa la
elevada temperatura óptima de la enzima producida por B.
subtjlis MIR5, debido a que las temperaturas Optimas de los
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microorganismosdescriptos en la literatura son cercanas a los
40 9C (Aunstrup, 1977).

Hasta la fecha, no han sido descriptos procesos
industriales que involucren la utilizacibn de a-glucosidasas
(Aunstrup, 1978); sin embargopodria existir la posibilidad de
su empleo en los prDCesos de sacarificacibn, en conjunto con
B-amilasa con la finalidad de reducir los tiempos de reaccion.

La condiciones Optimas de reaccion de la pululanasa
producida por B. amyloliquefaciens MIR41 , 52-55 QCy 5,8

unidades de pH, la hacen comparable con la temperatura optima
reportada en la literatura producida por una pululanasa de
Eacillus sp. NE202-1 con 55 aC (Fogarty y Kelly, 1980). Sin
embargo el pH Optimo de esta ultima, 8,5 a 9,0, no permiten su
posible utilizacion en los procesos de sacarificacion, en
donde el pH empleado es inferior a 6,3 (Jensen y Norman,
1984). Y en el caso de Streptomyces sp. Ni 280, cuyo pH optimo

se enuentra comprendido entre 5,Ü a 6,0 unidades, su
temperatura optima es de 50 EC, levemente inferior a la
obtenida por Bacillus amyloliquefaciens MIR41.
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5.- CONCLUSIONES

Los aspectos mas salientes del presente trabajo pueden
resumirse de la siguiente manera:

Se aislaron diversas cepas pertenecientes al Genero
Bacillus, cuya capacidad amilolitica es comparable y en
algunos casos superior a las de cepas de colección.
Se efectuó la caracterización microbiológica de dos cepas
seleccionadas de acuerdo a los criterios internacionales mas
modernos establecidos para el Genero BacilJus,
estableciéndose que pertenencen a las especies subtilis y
amyloliquefaciens.
Se efectuó la caracterización del sistema amilolitico de
Bacijlus amyloquuefaciens MIR41, el cual esta compuesto
por a-amilasa, pululanasa y a-glucosidasa.
Se efectuó la caracterización del sistema amilolitico de
Bacillus subtilis MIR5 que esta constituido por a- y
B-amilasas y a-glucosidasa.
En las cepas estudiadas, las enzimas detectadas poseen
distinta localización subcelular, es asi que a- y B-amilasa
han sido detectadas mayoritariamente extracelulares;
a-glucosidasa y pululanasa unidas a membrana.
Se ha demostrado que la producción de a- y B-amilasa es
conveniente realizarla en operación de continuo, mientras
que la producción de pululanasa y a-glucosidasa mediante
cultivo por lotes. De forma mas generica, la producción de
enzimas extracelulares es conveniente producirlas en la
modalidad de cultivo continuo, mientras que la producción de
las enzimas unidas a las celulas es conveniente producirlas
en cultivos por lotes.

subtjljs MIR5,La tecnica de cultivo continuo en B. permite
la producción simultanea de a- y B-amilasa. Y a su vez, al
variar la velocidad de dilución varian las concentraciones
relativas de cada enzima y por lo tanto se pueden obtener
extractos enzimáticos de distinta composición.
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La presencia de B-amilasa en Bacillus subtilis MIR5 podria
ser empleadacon caracteristicas diagnósticas de especie
dentro del grupo subtiljs para diferenciarla de la especie
amyloliquefaciens.
La tecnica de sensibilidad a antibióticos permite obtener
perfiles característicos de cada cepa, por lo que podria ser
empleada comouna tecnica rapida en el control del proceso
fermentativo.
Se desarrollo una tecnica de determinacion de proteinas, que
posee las siguientes caracteristicas: alta sensibilidad,
comparable a los metodos habitualmente empleados en el
laboratorio; puede ser efectuada en una sola etapa y por lo
tanto automatizable; rapidez en las determinaciones; bajos
costos de reactivos; y vida media de los reactivos a
temperatura ambiente superior a 30 dias.
Se desarrollo un equipo que permite determinar la
concentracion celular in situ en fermentadores a escala de
laboratorio, con sensibilidad comparablea las tecnicas
turbidimetricas actualmente en uso.
Se efectuo una mejora tecnica que incrementa la sensibilidad
del metodode placa utilizado para la seleccion de
microorganismos productores de esterasas.
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7.- Abreviaturas

ADN

BSA

CMC

DHA

EDTA

EGTA

PMSF

SDS

TCA

Tris

Acido desoxiribonucleico.

Albúmina de suero bovino.

Carboximetilcelulosa.

Dihidroxiacetona.

Acidoetilendiamin tetraacetico.

Acidoetilenglicol tetraacetico.
Fenil-alanina.
Floruro de fenilmetilsulfonilo.
Dodecil sulfato de sodio.

AcidotriclorD-acético.

Tris (hidroximetil)-aminometano.
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