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INSTITUTO * JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGÍA 

SECCIÓN DE SANTIAGO DE COMPOSTELA 

ESTUDIOS SOBRE EL METABOLISMO ENZIMATICO 
DEL STREPTOMYCES GRISEUS 

III. Actividad fosfatásica 

POR 

RAMON OTERO ABALO y BENITO R E G U E I R O VÁRELA 

INTRODUCCIÓN 

En trabajos anteriores, Otero y Regueiro (i y 2) iniciaban el estudio 
del metabolismo enzimático del Streptomyces griseus para demostrar la 
posible relación entre la producción de antibióticos, la nutrición y la 
biosíntesis de enzimas. 

En los mencionados trabajos se estudiaba la actividad a-:glucosidási-
ca y a-manosidásica exocelular e intracelular del Streptomyces griseus, 
así como la influencia de diferentes factores en el contenido en dichas 
enzimas. En el presente trabajo se estudia la actividad fosfatásica y fac­
tores que sobre dicha actividad tienen mayor acción. 

F o sf at asas de microorganismos 

La utilización o la producción de energía necesaria para el normal 
metabolismo de la célula, se acompaña siempre de reacciones en las que 
juega un papel importante el grupo fosfato. Las enzimas que intervie­
nen en este proceso son muy diversas, pero de entre ellas nos interesan 
las fosfatasas. 

Las fosfatasas son enzimas hidrolíticas que liberan fosfato inorgáni­
co. Por el tipo de acción pueden hidrolizar: pirofosfatos, esteres mono-
fosfáticos, etc. La principal función de las fosfatasas es regular la con-

Microbiol. Españ., vol. 13. 1960. 1 
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centracion de fosfato inorgánico y lograr que la energia de los grupos 
fosfato pueda ser aprovechada por la célula o el microorganismo. 

Según afirmaban Wekiman y Schlenk (3), las fosfatasas de tipo mi­
crobiano han recibido muy poca atención, aunque puedan existir en los 
microorganismos y de muy diferentes tipos. 

Citron (4), por una parte, y Ennever y Warner (5), por otra, estudia­
ron la producción de fosfatasa alcalina por razas de Actinomyces, aun­
que desde un punto de vista cualitativo. Taimbién las estudiaron Nicker-
son y Ran Moham (6), los cuales encuentran su actividad óptima a un 
pH cercano a la neutralidad, realizando además estudios para observar 
el efecto de la nutrición en la producción de la enzima exocelular. 

Howell y Fitzgerald (7) estudian la producción de fosfatasa acida 
por especies de Actino^myces, demostrando por primera vez dicho tipo 
de actividad. Por otra parte, no son capaces de demostrar la presencia 
de actividad fosfatásica alcalina. Utilizan como substrato el p-nitrofe-
nilfosfato, la temperatura de 37° a 45*̂  C. y el pH óptimo lo observan 
entre 3,0 y 3,5. 

Estudiando Cochrane (8) el metabolismo de especies de Streptomy-
cesy y en particular del Streptomyces coelicolor, encuentra alguna ac­
tividad de tipo fosfático, pero no estudia las fosfatasas en particular. 

Barnes y Morris (9) estudian la actividad fosfatásica del Micro­
coccus pyogenes de forma cuantitativa, observando que la actividad foŝ  
fomonoesterásica depende de la concentración de substrato, del tiempo 
de incubación, de la cantidad de células, del pH, edad del cultivo, etc. 
Utilizan como substrato p-nitrofenilfosfato, encontrando que el óptimo 
de actividad de pH es a 5,6, es decir, fosfatasa acida. 

Como vemos, se han realizado en estos tiempos bastantes trabajos 
en relación con la actividad fosfatásica de los microorganismos; sin 
embargo, el más interesante para nosotros, dado el objetivo que perse-
guía^ es el de Sadasivan {10), que estudió la actividad fosfatásica del 
Pénicillium chrysogenum en su relación con la producción de penicilina. 

Utiliza dicho autor como fuente de enzima, micelio desecado del 
hongo, y como substrato P-glicerofosfato, de donde la enzima libera fós­
foro inorgánico que se determina. Observa que a 25*̂  C. la máxima ac­
tividad ocurre a pH 8,7, no observándose, en cambio, actividad por el 
lado ácido. Diferentes razas producen diferentes cantidades de enzima, 
así como diferente cantidad de antibiótico. 
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El zinc es un metal necesario para el Pénicillium en su asimilación 
de azúcares, y se observa que su adición hace aumentar el contenido 
en fosfatasa. Por esto, cuando se pierde actividad fosfatásica se puede 
recuperar ésta añadiendo zinc al medio de crecimiento, pero teniendo 
en cuenta que también el exceso de zinc puede producir un efecto 
contrario. 

Ehirante el crecimiento del Pénicillium, la actividad fosfatásica mi-
celial sube hasta el cuarto día y luego se mantiene fija hasta el final, 
en que hay una, brusca subida. La fosfatasa exocelular sube hasta el 
sexto día en 3 veces más cantidad que la anterior y después se mantiene 
hasta el final. 

Estos son los más importantes estudios de fosfatasas de microor­
ganismos realizados hasta la fecha y que nos dieron las principales orien­
taciones para el estudio de la fosfatasa del Streptomyces griseus.' 

MÉTODOS 

Los métodos generales seguidos en este trabajo pueden revisarse en 
el primero de los autores en cuanto a la conservación, esporulación y 
fermentación del Sfreptomyces griseus, en medios natural y sintético, 
cuyas fórmulas son allí reseñadas. 

Para la determinación de la actividad fosfatásica se utilizan como 
fuentes de enzima, micelio y filtrados de los caldos de fermentación. 
El micelio se emplea desecado en acetona. ^ 

Para determinar la actividad fosfatásica empleamos 10 mg. de mi­
celio desecado ó 0,5 cm^ de filtrado, al que se añade i cm^ de P-glice-
rofosfato sódico al 10 por 100 y 5 cm^ de "buffer" de veronal. Se 
deja esta mezcla en baño a 25^ C, durante tres horas. Al cabo de este 
tiempo se añade i cm^ de ácido sulfúrico N, se filtra por papel y en 
I cm^ del filtrado se determina el fósforo inorgánico liberado, por el 
método clásico de Fiske y Subbarow (11) y según puede verse en el li­
bro de Gilck (12). Se completa el líquido a 5 om^ con agua destilada, 
se añaden 10 cm^ de solución de molibdato amónico y i cm^ de reactivo 
reductor (ácido i-amino-2-nafto-4-sulfónico (BDH) en solución de sulfito 
y bisulfito sódico). Se utilizan 3 tubos como testigos para fósforo mi-
celial,. fósforo de glicerofosfato y solución patrón de fósforo. El valor 
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del fósforo liberado por la enzima resulta de restar el valor de los dos 
primeros del valor del fósforo liberado en la prueba. Todos los valores 
se leen en colorímetro Kipp (filtro 66) y en cubeta, refiriéndolos a una 
curva patrón de fósforo. 

RESULTADOS 

A continuación se dan los resultados de las experiencias realizadas 
sobre la actividad fosfatásica del Streptomyces griseus y los factores 
que en ella influyen 

a) Actividad fosfatásica exo e intracelular del St. griseus 

En la figura i se expresa la actividad fosfatásica intracelular (mi­
celio) del S't. griseus crecido en medio natural y sintético, a diferentes 
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edades. Se observa en los dos casos un aumento de actividad fosfatá-
sica durante las primeras noventa horas, para disminuir después hasta 
el fin de la fermentación. A su vez, se encuentra que en medio natural 
se produce mudha mayor cantidad que en el medio sintético. 

A continuación se estudia la actividad fosfatásica del micelio y del 
filtrado del St. griseus en medio sintético, con cuyos resultados se cons­
truye la gráfica de la figura 2. Como se observa, hay una rápida produc-

24 48 72 96 120 144 168 

Horos 

Figura 2 

ción de enzima exocelular a partir de las cuarenta, y ocho horas hasta 
las ciento veinte horas, disminuyendo después ; en cambio, la enzima 
endocelular aparece más tarde y en mucha menor concentración. 

Se hace un estudio comparativo de actividad enzimática del micelio 
del St. griseus de ciento cuarenta y cuatro horas de edad con diferen­
tes substratos, y se encuentra que con glicerofosfato sódico al 10 por ico 
se liberan 17,75 7 ^^ fósforo inorgánico; con fenilfosfato sódico 
0,025 M se liberan 3,00 Y, y con ribonucleato magnésico al 0,5 por lOo 
se liberan 2,25 y. 
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b) Influencia de h relación/ensima substrato en la actividad fosfatásica 

Determinamos la llamada constante de Michaelis, es decir, la can­
tidad de substrato necesaria para que ia enzima dé más del 50 por 100 
de su actividad. Experimentalmente se realiza con micelio de treinta 
y seis horas de edad (medio natural) y de ochenta y cuatro horas (me­
dio sintético). Los resultados obtenidos, en el cuadro i. 

Cuadro i 

Substrato 
" 

0,01 

0,10 

0,50 

1,00 

2,00 

Medio natural 

P/cm3 

0,50 

1,50 

3,75 
3.75 
3,50 

Porcentaje 

2,40 

0,73 

0,36 

0,18 

0,09 

Medio sintético 

P/cm3 

1,75 
4,00 

6,75 
7,00 

6,75 

Porcentaje 

8,50 

1,95 

0,65 

0,34 
0,16 

Al contrario que en las enzimas anteriormente estudiadas, aquí no 
se puede expresar correctamente la constante de Michaelis, pues siendo 
la actividad teórica el 100 por 100 aquí no se llega ni al 10 por 100. 
De todas maneras, llevados los resultados obtenidos a la figura 3, se 
observa concordancia de resultados en los dos casos estudiados. 

c) Influencia del pH en la actividad fosfatásica 

Estudiando el óptimo de pH a que actúa cada enzima, se estudia 
aquí el caso particular de la fosfatasa del St. griseus. Para los niveles 
de pH de 6,8 a 9,2 se utiHza un "'buffer" de veronal sódico-ClH 6,2 M 
y para el nivel de 8,6 a 10,6 se utiliza un "buffer'' de glicocoIa-NaOH, 
0,2 M. Los resultados obtenidos se expresan en la figura 4. Se utilizan 
micelios de treinta y seis horas (medio natural) y de ochenta y cuatro 
horas (medio sintético). 

Observamos que. el pH óptimo en ambos casos de fosfatasa intra-
celular es de 9,0; esto quiere decir que la fosfatasa estudiada es de tipo 
alcalino. 
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d) Influencia de los iones metálicos en la actividad fosfatásica 

Los iones metálicos pueden influir en la actividad enzimática, ac­
tivándola o inhibiéndola. Estudiamos aquí la influencia de magnesio, 
hierro, zinc y manganeso sobre la actividad fosfatásica intracelular 
(̂ el St. griseics. 

Se sigue el método general de determinación de fosfatasa, con la 
sola diferencia de que a la mezcla de reacción se adicionan cantidades 
variables de los anteriores iones metálicos en forma de sulfatos. Los 
resultados obtenidos se dan en las figuras 5-8. 

En todos los casos hemos empleado micelio de treinta y seis horas 
(medio natural) y de ochenta y cuatro horas (medio sintético). 

El magnesio influye en la actividad fosfatásica del micelio del 
St. griseus crecido en medio natural o sintético. En el primer caso 
aumenta la actividad hasta i X 10-^ M, disminuyendo después rápida­
mente hasta caer un 50 por 100 con conceiltración i M. En el caso del 
micelio crecido en medio sintético hay un gran aumento de actividad 
hasta la concentración de i X lo-^ M, cayendo después rápidamente has­
ta un 50 por 100 con concentración i M. 

El hierro influye en la actividad fosfatásica del micelio del St. gri­
seus crecido en medio sintético, aumentando dicha actividad hasta 
5 veces cuando se añade i X 10-^ M de hierro, cayendo después rá­
pidamente hasta un 80 por 100 cuando se pone una concentración i M. 
En el caso de micelio crecido en medio natural, la influencia del hierro 
es míuy débil, aunque al final cae algo la actividad enzimática cuando 
se añade una concentración i M. 

El zinc influye en-la actividad fosfatásica del micelio del St. gri­
seus crecido en medio natural, aumentando su actividad hasta una con­
centración de I X-io-^ M y disminuyendo después la misma hasta un 
90 por IDO a una concentración i M. En medio sintético no actúa el 
zinc hasta una concentración i X lo-*'' M, a la que disminuye la po­
tencia hasta un 50 por 100 a una concentración i M. 

El manganeso no influye en la actividad fosfatásica del micelio del 
St. griseus crecido en medio natural, hasta una concentración de 
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I X l o ^ M, en que disminuye dicha actividad en un 65 por 100 a la 
concentración i M. Sobre la enzima del micelio crecido en medio sinté­
tico aumenta la actividad a medida que aumenta la concentración, hasta 
I X 10-^ M, disminuyendo después. 

Las concentraciones mínimas de iones metálicos necesarias para dis­
minuir la actividad fosfatásica, que se derivan de los resultados obteni­
dos, son las que se recogen en el cuadro 2. 

Cuadro 2 

Ion Micelio (m. natural) Micelio (m. sintético) 

Magnesio 
Hierro 
Zinc 
Manganeso 

I X 10-2 M 

I X lo-i M 

I X 10-4 M 

I X 10-3 M 

I X 10-2 M 

I X lo-i M 

I X 10-3 M 

I X lo-i M 

El zinc es el ion que más influye sobre la actividad fosfatásica in-
tracelular del Si, griseus crecido en niedio natural o sintético, siguién­
dole el manganeso sobre la enzima del micelio crecido en medio natural. 

e) Influencia de los connponentes del medio sintético en 
la actividad f osf atásica 

Esta parte de experiencias se realiza con los componentes del medio 
sintético necesarios para el crecimiento del St, griseus, usando el mi­
celio como fuente de enzima. También se utiliza filtrado del medio para 
el estudio de la enzima exocelular. Tanto micelio como filtrado tienen 
doce días de fermentación. Los resultados obtenidos, en el cuadro 3. 

11 
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Cuadro j 

( M e d i o Filtrado Micelio 

Normal 
N - mitad de nitrato sódico 
N - nitrato sódico 
N - mitad de "corn steep".,. 
N - " corn steep " 
N - mitad de magnesio ... 
N - mitad de hierro 
N - mitad de manganeso ... 

29,0 

11,5 
28,0 

12,0 

41,0 

6i,S 
88,5 
88,5 

45,5 
27,0 

32,7 
72,2 

31,5 

31,7 

40,7 

37,7 

Se oberva que la falta de la mitad de nitrato sódico o de ''corn steep" 
reduce a más de la mitad la actividad fosfatásica exocelular del St. gri­
seus, que en cambio es aumentada cuando se disminuye la cantidad de 
magnesio y, sobre todo, la de hierro y manganeso. 

. La acción de los componentes del medio sobre la enzima endocelu-
lar, también la disminución o falta de nitrato sódico, la falta de '*corn 
steep'' y la reducción de magnesio, hierro o manganeso reducen su ac­
tividad, que en cambio aumenta cuando se reduce la cantidad de **corn 
steep". 

DISCUSIÓN 

Habiendo observado anteriormente que la biosíntesis de las enzi­
mas a-glucosidasa y a-manosidasa varía según la composición del me­
dio en que crece el St. griseus, se trata ahora de demostrar este mismo 
efecto sobre la enzima fosfatasa, tanto exô como endocelular. Esta en­
zima es muy importante en las células por tomar parte en el metabolis­
mo de producción o utilización de energía. 

Ha sido en la última década cuando el estudio de las fosfatasas de 
microorganismos ha recibido alguna atención. En este tiempo se estu­
diaron fosfatasas de bacterias (Micrococcus pyogenes), hongos (Péni­
cillium chrysogenwm) y Actinomyces (Streptomyces c o dicolor). En es-

12 
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te último caso no hay acuerdo entre los autores sobre el tipo de fosfa-
lasa (acida o alcalina) producida. 

La enzima fosfatasa intracelular empieza a producirse durante el 
crecimiento del micelio del hongo, hasta las noventa horas de edad, en 
que empieza a destruirse. Esta enzima no es de tipo adaptativo, pues 
se forma más en medio natural que en sintético, a pesar de que este 
medio contiene más fosfato. Estudiando la enzima producida en medio 
sintético se observa aquí que la fosfatasa producida es más bien de tipo 
endocelular, coincidiendo la edad de máxima producción hacia las cien­
to veinte horas, el aumento de fosfatasa exocelular viene a coincidir con 
el período de autolisis del micelio, que termina entre noventa y seis y 
ciento veinte horas, por lo que la afirmación de enzima exocelular debe 
de ponerse en duda. 

La actividad enzimática de la fosfatasa es diferente según el subs­
trato utilizado. Así, comparando la actividad sobre glicerofosfato, fenil-
fosfato y ribonucleato se observa una mayor acción sobre el primero que 
sobre los demás. 

En la actividad fosfatásica influyen, como en otras enzimas, vario? 
factores. Aquí no se puede determinar la constante de Michaelis porque 
la actividad es muy baja en comparación con la teórica. 

Es importante conocer el pH óptimo de actividad de la fosfatasa del 
St. griseus \ nosotros encontramos que tanto la del micelio crecido en 
medio natural, como la del crecido en medio sintético, se encuentra en 
el tipo alcalino (9,0) ; esto parece estar en contradicción con algunos 
autores y de acuerdo con otros. 

La presencia de iones, metálicos influye en la actividad enzimática. 
Estudiamos la influencia de magnesio, hierro, zinc y manganeso en di­
ferentes concentraciones sobre la actividad de la fosfatasa en el subs­
trato de glicerofosfato. 

En general, las concentraciones mínimas de metales que influyen so­
bre la fosfatasa son las mismas para la producida por el micelio en 
medio natural y en medio sintético. Vienen a ser: i X lo-^ M para el 
magnesio, i X lo-^ M para el hierro y i X io~^ M para el zinc; para 
el manganeso es de i X 10-^ M para la fosfatasa de miceHo de medio 
natural y de i X 10-^ M para la de micelio de medio sintético. Se ob­
serva que únicamente el zinc y el manganeso (éste en medio natural) 
son los que más influyen en la actividad fosfatásica del St. griseus. 

13 
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Por otra parte, si observamos la relación entre los componentes 
del medio de cultivo sintético y la actividad fosfatásica encontramos 
que hay diferencias, según se trate de la enzima exocelular o de la en-
docelular. Así, la disminución de nitrato sódico o de *'com steep" re­
ducé la actividad, que aumenta sobre todo si disminuimos los metales: 
magnesio, hierro y manganeso. En la enzima endocelular sólo aumenta 
su actividad si reducimos la cantidad de "corn steep". 

CONCLUSIONES 

I.* En el micelio del St. griseus se forma fosfatasa cuando crece 
en un medio natural o sintético y aumenta su contenido en el medio 
de cultivo cuando el micelio se autoliza. 

2.^ El p'H óptimo de actividad de la fosfatasa del St. griseus estu­
diada en micelios crecidos en medio natural o sintético, es de 9,0 ; lo 
que indica que estamos en presencia de una fosfatasa alcalina. 

3.^ Las concentraciones mínimas a las que actúan algunos iones me­
tálicos sobre la fosfatasa del St. griseus crecido en medio natural o 
sintético, son las siguientes: i X 10-^ M para el magnesio, i X 10-^ M 
para el hierro y i X 10-^ M para el zinc ; i X 10-^ M para el manga­
neso sobre la fosfatasa de medio natural, pues para la de medio sin­
tético la concentración mínima de manganeso es de i X lo--*- M. A 
partir de estas concentraciones hay una rápida disminución de actividad 
enzimática. 

4.^ Según la composición del medio de cultivo, se encuentran dife­
rencias de actividad entre la fosfatasa producida en el micelio y la se­
gregada en el medio de cultivo. 

RESUMEN 

En este trabajo se trata de establecer la relación entre la produc­
ción y los caracteres de una fosfatasa del Streptomyces griseus y la 
biosíntesis o degradación de la estreptomicina. 

Se observa que la fosfatasa endocelular se segrega en el medio des­
pués de la autolisis del micelio y que dicha fosfatasa es de tipo alcalino. 
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Se estudian los factores más importantes que tienen influencia en 

la actividad de la enzima : constante de Miohaelis, p'H óptimo y efecto 

de la concentración de algunos iones metálicos, tales como magnesio, 

zinc, hierro y maganeso. 

S U M M A R Y 

In the present paper we try to establish a relationship between the 

production and characters of phosphatase from S'trepfomyces griseus 

and the biosynthesis or degradation of streptomycin. 

W e observed that the micelium phosphatase it is release in the 

medium after the autolysis and that phosphatase it is of type alcaline. 

The most important factors having influence on the activity of 

the enzyme are being studied, such a s : their Michaelis's constant the 

p H optimum and the effect of concentration of some metallic ions, such 

a s : magnesium, zinc, iron and manganese. 
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INTRODUOCION 

En trabajos anteriores, Otero y Regueiro (1-3) estudiaban el meta­
bolismo enzimático del Streptcmiyces griseiis, con objeto de afirmar las 
interrelaciones entre la producción de antibióticos, la composición del 
medio de cultivo y la biosíntesis de enzimas. 

Estudiadas las actividades: a-glucosidásica, a-manosidásica y fosfa-
tásica exocelulares e intracelulares (filtrado y micelio) del Streptomyces 
griseus, así como la influencia de varios factores sobre las anteriores 
actividades enzimáticas, corresponde estudiar en el presente trabajo la 
actividad lipásica y factores que sobre ella tienen una mayor acción. 

Lip asas de microorganismos 

La lipasa es una enzima hidrolítica que, actuando sobre las grasas 
deja en libertad los ácidos grasos, que son asimilados por los micro­
organismos. Por esta razón, tiene importancia en el metabolismo gene­
ral de las bacterias, y algunos trabajos se han realizado sobre este tema. 

Goodman (4) estudia la lipasa producida por hongos del género As­
pergillus y Pénicillium, encontrando que dicha enzima es de tipo adap-
tativo en estos hongos, es decir, que sólo aparece respondiendo a la pre­
sencia de grasas en el medio. 

Microbiol. EgPï̂ f., vol.. 13. m$Ù . 1 
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Nelson (5) estudia una lipasa producida por el hongo Geotrichum 
candidwm, observando la influencia de los componentes del medio en la 
producción de la misma. En su estudio encuentra que la adición de gra­
sas naturales o sintéticas al medio no aumenta la producción de lipasa, 
lo que demuestra, al contrario del autor anterior, que esta lipasa es de 
tipo constitutivo. Su pH óptimo está a 6,0 y la curva de producción de 
lipasa es similar a la curva de crecimiento de este hongo. 

Peters y Nelson (6) estudian también la lipasa de la Candida Upo-
litica, encontrando que dicha enzima se puede producir en un medio 
sintético, pero en presencia de tiamina o de 2-*metil-5-bromoetil-6-ami-
nopirímidina, pero no en ausencia de estos factores. También encuen­
tran que la adición de más de 200 y/1, de tiamina no aumenta la acti­
vidad lipásica. 

Otro trabajo interesante es el de Cutchins, Doetsch y Pelczar (7), 
quienes estudian la influencia de la composición de los medios de culti­
vo en la producción de lipasa. Creen estos autores que la lipasa es de 
tipo adaptativo y que, por lo tanto, su producción se estimula por la 
presencia de substratos específicos. Esto es contrario a lo que decían 
los autores anteriores. Claro que algunas diferencias pueden ser debidas 
a los métodos utilizados en la determinación de la actividad enzimática, 
o también a diferencias en la cantidad de componentes del medio. Utili­
zando el Pseudomofias fluor esc ens, se observa que la fuente de carbono 
o de nitrógeno puede afectar a los resultados de producción de lipasa, so­
bre la cual se observa también influencia de las vitaminas. En general 
afirman que cuanto más sencilla es la fuente de nitrógeno, más aumen­
ta la actividad enzimática. 

Davies (8) estudia una lipasa producida por bacterias del género 
Staphylococcus, encontrando que dicho germen produce lipasa exocelu-
lar, endocelular o ambos tipos. El pH óptimo es de 8,0. 

Importante es el trabajo de Stern, Ordal y Halvorson (9) que estu­
dian la producción de lipasa por el hongo Mucor mucedo, observando 
la influencia de factores que pueden afectar a la producción de lipasa 
en las condiciones en que ellos trabajan. Ven que dicha producción pue­
de suprimirse por una fuerte aireación y que el mejor estimulante de 
la misma es el aceite de soja. La temperatura óptima de producción es 
de 38° C. y el pH óptimo de 6,38, siendo el tiempo de máxima produc­
ción a los nueve días. 
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Otros trabajos se han realizado sobre la producción de lipasas poí 
diferentes microorganismos y sobre factores que en su actividad influ­
yen, pero para el objeto de nuestro trabajo, los reseñados son los que 
dan una mayor información. 

MÉTODOS 

Los métodos generales de este trabajo son los consignados en el pri­
mer trabajo de los autores sobre metabolismo enzimático del Strepto-
myces griseus, en cuanto a lo conservación, esporulación y fermenta­
ción de este microorganismo. 

Para la determinación de la actividad lipásica se utilizan como fuen­
tes de enzima, micelio y filtrados de los caldos de fermentación. El mi­
celio se emplea desecado en acetona-éter. Las cantidades a utilizar son 
lOO mg. de micelio desecado ó i cm^ de filtrado. 

La técnica es la siguiente : en un matraz de 100 cni^ se pone la en­
zima (micelio o filtrado) y se añade 0,5 cm^ de substrato (0,5175 g. de 
tributirina), i cm^ de formaldehido al 1/1500 y 8,5 cm^ de fosfato 
''buffer". Se deja veinticuatro horas a 28° C. en agitación. 

Al cabo de este tiempo se añaden al matraz 50 cm^ de etanol-
éter (1:1) y en esta mezcla se valoran los ácidos grasos libres con 
potasa 0,05 N en metanol, usando fenolftaleína como indicador. 

El resultado se expresa en número de ácido, es decir, miligramos de 
potasa necesarios para neutralizar los ácidos grasos liberados de i g. de 
substrato. 

En las determinaciones utilizamos testigos con los componentes an­
teriores, pero en los cuales el micelio o el filtrado (enzima) se ha ca­
lentado a 100° C. durante quince minutos para inactivario. El valor 
obtenido en el primer caso se resta del testigo. 

RESULTADOS 

A continuación se dan los resultados de las experiencias realizadas 
sobre la actividad lipásica del Sirepiomyces griseus y los factores que 
en elía influyen. 
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a) Actividad lipásica exo e intracelular del St. griseus 

En la figura i se expresa la actividad lipásica intracelular (micelio) 
del St. griseus crecido en medios natural y sintético a diferentes 
edades. 

En los dos casos se observa un aumento rápido de enzima a partir 
de las veinticuatro horas; en el medio natural este aumento se mantie­
ne durante toda la fermentación, pero en el sintético cesa a las no­
venta horas. 

120 

100 

o 
o 

•a 

80 

60 

E 

^ 40 

20 

o Natural 

• Sintético 

24 48 72 

Horas 

Figura i 

96 120 

En la figura 2 se expresa la actividad lipásica exocelular (filtrado) 
del St. griseus crecido en medio sintético a diferentes edades, obser­
vando que la enzima aumenta a partir de las veinticuatro horas hasta 
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las ciento veinte horas, manteniéndose después al mismo nivel. La 
cantidad producida en el medio sintético es menor que la producida en 
el micelio. 
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b) Influencia de la relación encima/substrato en la actividad lipásica 

Determinamos la llamada constante de Michaelis, es decir, la can­
tidad de substrato necesaria para que la enzima dé más del 50 por 100 
de su actividad. Experimentalmente, lo realizamos con micelio de ochen­
ta y cuatro horas de edad (medios natural y sintético). Los resultados 
obtenidos, en el cuadro i. 
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Substrato 

0,1 Cttl3 

0,3 c m 3 

0,5 cm^ 
1,0 cm^ 

2,0 cm^ 

Medio 

Num. de ácido 

281,22 

105,70 

63,45 
34,25 

16,13 

Ctmdro i 

natural 

1 Porcentaje 

50,5 

19,0 

11,4 

6,1 

2,9 

Medio sintético 

Num. de ácido 

209,11 

96,74 
61,65 
30,82 

6,22 

Porcentaje 

37,5 
17,3 

11,0 

5,5 
2,9 

En todos los casos, el número de ácido teórico es de 556,7. Estos re­
sultados son expresados en la figura 3, por la cual se encuentra que la 
constante de Michaelis de la lipasa del St. griseus, crecido en medio natu­
ral, corresponde a 0,1 cm^ de substrato, cantidad a la que no se llega con 
la enzima del St griseus crecido en medio sintético. 

o Natural 

• Sintético 
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c) Influencia del pH en la actimdad lipásica 

Estudiamos el pH óptimo de actividad de la lipasa del St, griseus cre­
cido en medio natural o sintético. Para los niveles de pH entre 
6,0 y 8,0 utilizamos fosfato "buffer'' y para pH 9,0 se emplea "buffer" 
de glicocola. Utilizamos micelios de ochenta y cuatro horas de edad en 
los dos casos. Los resultados obtenidos se expresan en la figura 4. 
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Figura 4 

De esta última se deduce que el pH óptimo de la lipasa de St. griseus 

crecido en medio natural o sintético está aproximadamente entre 7,5 y 8,0, 
bajando la actividad por fuera de este nivel. Por otra parte, la actividad 
del micelio procedente del medio sintético es sensiblemente menor que el 
procedente del medio natural. 
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d) Influencia de los iones nnetálicos en la actimdad lipásica 

Sabemos que los elementos traza o iones metálicos influyen en la acti­
vidad enzimática, aumentándola o inhibiéndola. Estudiamos en este aparta­
do la influencia del magnesio, hierro, zinc y manganeso sobre la activi­
dad lipásica intracelular (micelio) del S't, griseus. En todos los casos, los 
micelios son de ochenta y cuatro horas de edad. 

Se sigue el método general de determinación de lipasa, con la sola 
diferencia de que a las mezclas de reacción se les adicionan cantidades 
variables de los iones metálicos en forma de sulfatos. Los resultados se 
dan en las figuras 5-8. 

El magnesio no influye en la actividad lipásica intracelular del St. gri­
seus crecido en medio natural o sintético, hasta una concentración ma­
yor de I X 10-̂  M, en que disminuye la actividad lipásica del micelio 
crecido en medio natural y aumenta la del micelio crecido en medio sin­
tético. En ambos casos, aumento y disminución son muy pequeños. 
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El hierro influye sobre la actividad lipásica del micelio de St. griseus 
crecido en medio natural o sintético, a partir de una concentración de 
I X lO"̂  M, en que disminuye un 30 por 100 la actividad de la enzima 
procedente del micelio crecido en medio natural y un 50 por 100 la del 
crecido en medio sintético, cuando en ambos casos se añade hierro en 
concentración i M. 

El zinc no influye en la actividad lipásica del micelio de St. griseus 
crecido en medio natural, hasta una concentración i X 10-^ M, en que 
disminuye un 20 por 100 hasta la oncentración i X 10-̂  M, sin que lue-
g'o tenga efecto mayor concentración de zinc. En el caso de la enzima 
procedente de micelio crecido en medio sintético, disminuye la actividad a 
partir de una concentración i X lO"̂  M, siendo esta disminución de un 
30 por IDO cuando la concentración sube a i M. 

El manganeso influye sobre la actividad lipásica del micelio de St. gri­
seus crecido en medio natural o sintético, a partir de una concentración 
de 1 X 10-̂  M, siendo esta disminución de un 70 por 100 cuando la con­
centración es I M. 

10 
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Resumiendo: las concentraciones mínimas de iones metálicos, necesa­
rias para disminuir la actividad lipásica intracelular del St. griseus, se 
recogen en el cuadro 2. 

Cuadro 2 

Micelio (m. natural) Micelio (m. sintético) 

(aquí aumenta la 
actividad) 

Magnesio i X lo-i M i X lo-^ M 

Hierro i X io-2 M i X iO-2 M 
Zinc I X 10-3 M I X to-2 M 
Manganeso i X 10-2 M i X 10-2 M 

Observamos que el zinc es el metal que mayor influencia posee sobre 
la actividad lipásica intracelular del St. griseus, siendo menor la activi­
dad del manganeso y hierro y, sobre todo, la del magnesio. 

e) Influencia de los componentes del medio sintético en h actvuidad 
lipásica 

Se comprende que estos componentes son los necesarios para el cre­
cimiento del S>t. griseus en medio sintético. Se utilizan micelio desecado 
(enzima intracelular) y filtrado (enzima exocelular) de doce días de edad. 
Los resultados obtenidos se recogen en el cuadro 3. 

Cu4idro 

Medio 

Normal , 
N - mitad de nitrato sódico 
N - nitrato sódico 
N - mitad de " corn steep " 
N-"corn steep" 
N - mitad de magnesio ... 
N-mitad de hierro 
N - mitad de manganeso 

Filtrado Micelio 

0 , 0 

0 , 0 

1,5 

0,0 

0 , 0 

45,5 
10,5 

0 , 0 

0,5 

0 , 0 

7,5 
0 , 0 

53,5 
53,0 

11 
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En las condiciones de trabajo que se desarrollan, no se observa acti­
vidad lipa sica exo e intracelular del St. gris eus en medio sintético. En 
todos los casos hay un ligero aumento de actividad si se suprime el ni­
trato sódico (exocelular) y el "corn steep" (intracelular). 

Cuando se disminuye el hierro hay un aumento grande en las enzi­
mas exo y endocelular, y si se reduce el manganeso hay un aumento 
grande de enzima endocelular y ligero de enzima exocelular. 

DISCUSIÓN 

De trabajos anteriores se deduce que la composición del medio en 
que se desarrolla el St. griseus influye sobre la biosintesis enzimática; 
esto se observó con las enzimas a-glucosidasa, a-manosidasa y fosfatasa. 
En el presente trabajo se trata de demostrar lo mismo con la enzima li-
pasa. Esta es importante porque juega un gran papel en el metabolismo 
de las grasas por los microorganismos. 

En la bibliografía pueden encontrarse referencias de trabajos sobre 
lipasas de hongos, levaduras y bacterias. Existen divergencias entre algu­
nos autores con referencia a si la lipasa es enzima constitutiva o adapta-
tiva; claro que estas diferencias pueden ser debidas a técnicas de traba­
jo empleadas. La lipasa bacteriana puede ser exocelular o endocelular, 
pues de ambos tipos han sido estudiadas. Existen también diferencias en­
tre los autores con relación al pH óptimo: algunos lo fijan en 6,0 y otros 
en 8,0. No se encuentran referencias sobre la actividad lipásica de los 
Streptofiyyces, la cual es interesante, sobre todo, teniendo en cuenta la 
gran cantidad de ellos utilizados hoy en la producción de antibióticos y 
sabiendo queen los medios utilizados con tal finalidad se añaden aceites 
antiespumantes, sobre los que pueden actuar las enzimas del tipo de la 
lipasa. 

La lipasa del 5^ griseus, tanto exocelular como intracelular, empieza 
a producirse a partir de las veinticuatro horas, es decir, durante la fase 
de crecimiento logarítmico del hongo. En medio sintético se produce me­
nos que en medio natural, aunque en los dos casos se añade aceite anti-
éispuma. Esto también parece que está en contraposición con la afirma­
ción de Cutchins, Dœtsch y Pelczar (7) de que cuanto más sencilla es la 
fuente de nitrógeno, más aumenta la actividad lipásica. 
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Cuando se estudm la influencia de varios factores sobre la actividad 
lipásica intracelular (micelio) del St. griseus creciendo en medio natu­
ral o sintético, se encuentran ciertas diferencias. 

La constante de Michaelis se encuentra con o,i cm"̂  de substrato para 
enzima producida en medio natural, pero a esta cantidad no se llega con 
¡3. enzima producida en el medio sintético, que, por lo tanto, para la mis­
ma unidad de peso, se considera de menor actividad. 

El pH óptimo de la lip'asa del St, griseus se encuentra entre 7,5 y 8p, 
es decir, actúa mejor del lado alcalino. Esto está de acuerdo con el tra­
bajo de Davies (8), pero no con los de Nelson (s) y Stern, Ordal y Hal-
vorson (9). 

Está poco estudiada la influencia de los elementos traza o iones me­
tálicos sobre la actividad lipásica. Nosotros estudiamos la influencia del 
magnesio, hierro, zinc y manganeso sobre la lipasa intracelular del 
St. griseus. 

En general, las concentraciones minimas de metales que influyen so­
bre la lipasa son las mismas para la producida por el micelio creci­
do en medio natural que en medio sintético. Vienen a ser: 
I X 10-^ M para el magnesio, i X lO"̂  M para el hierro, i X 10-^ M 
para el zmc y i X 10-^ M para el manganeso. El zinc, sobre todo, puede 
ser considerado como el metal de más influencia en la actividad lipásica 
del St. griseus, como también lo fue sobre las enzimas estudiadas ante­
riormente. 

Por otro lado, si observamos la relación entre los componentes del 
medio de cultivo sintético del St. griseus y la actividad lipásica, no en­
contramos diferencias muy grandes entre la enzima exocelular y la intra-
celular. El efecto más importante encontrado fue que la reducción del 
hierro y manganeso hace aumentar de forma considerable la actividad 
lipásica del St. griseus, tanto exocelular como intf^acelular, aunque la dis­
minución de manganese afecta menos a la lipasa exocelular. 
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CONCLUSIONES 

i.^ El St. griseus, cuando crece en un medio natural o sintético, 
a pai^ir de las veinticuatro horas, produce lipasa endocelular y una 
pequeña cantidad de lipasa exocelular. 

2.^ El pH óptimo de actividad lipásica del St. griseus, crecido en 
medio natural o sintético, está entre 7,5 y 8,0. 

3.^ Las concentraciones mínimas a las que actúan algunos iones 
metálicos sobre la lipasa del St. griseus crecido en medio natural o 
sintético, son las siguientes : i X 10-^ M para el magnesio, i X 10-^ M 
para el hierro, i X lo-^ M para el zinc y i X 10-^ M para el manga­
neso. A partir de estas concentraciones disminuye la actividad enzimá-
tica, a excepción del magnesio, en el caso de la enzima procedente del 
micelio crecido en medio sintético. 

4.^ La disminución de hierro o manganeso en el medio sintético de 
crecimiento del St. griseus, hace aumentar de manera considerable la 
actividad lipásica, tanto endocelular como exocelular, pero sobre todo la 
primera. 

RESUMEN 

En el presente trabajo se trata de establecer la relación entre la 
producción y los caracteres de una lipasa del Streptomyces griseus y la 
biosíntesis o degradación de la estreptomicina. 

Se observa que el micelio forma lipasa a partir de las veinticuatro 
horas y que el p'H óptimo, de esta lipasa es de 7,5 a 8,0. Cuando en 
el medio sintético disminuye la concentración de hierro o manganeso, 
aumenta en gran manera la cantidad de lipasa. 

Se estudian los factores más importantes que tienen influencia en 
la actividad de la enzima: constante de Michaelis, pH óptimo y el 
efecto de la concentración de algunos iones metálicos, como magnesio, 
zinc, hierro y manganeso. 
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SUMMARY 

In the present paper we try to establish a relationship between the 
production and characters of lipase from the Sireptomyces griseus and 
the biosynthesis or degradation of streptomycin. 

We have observed that the micelium form lipase since 24 hours 
and that de optimun pH of this lipase it is 7,5 - 8,0. When in the 
synthetic medium decrease the concentration of iron or manganese, in­
crease very much the quantity of lipase. 

The most important factors having influence on the activity of 
the enzyme are being studied, such as: their Michaelis's constant, the 
pH optimum, and the effect of concentrations of some metallic ions, 
such as: magnesium, zinc, iron and manganese. 
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