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CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Microorganismos alcalófilos 

Los microorganismos alcalófilos son aquellos que requieren de un pH 

alcalino entre 8 y 10 para su sobrevivencia, mientras que los alcalófilos 

facultativos son organismos con un pH óptimo de crecimiento de 8 a 10, pero 

que tiene la capacidad de desarrollarse en ambientes cercanos a la neutralidad. 

Microorganismos con estas características son de gran interés por su capacidad 

de producir y liberar enzimas activas en estas condiciones extremas de pH.1 

Para sobrevivir en ambientes hostiles, los microorganismos recurren a un 

amplio repertorio de herramientas que les permiten desarrollarse y ser 

totalmente funcionales bajo estas condiciones. La mayoría de las estrategias de 

sobrevivencia tienen relación con la regulación del ion Na+. 2 
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1.1.1 Mecanismo de sobrevivencia a pH alcalino por microorganismos 

alcalófilos facultativos 

En los microorganismos alcalófilos extremos, diversos mecanismos 

estructurales, fisiológicos, metabólicos y bioenergéticos se ponen en 

funcionamiento para su sobrevivencia. Sin embargo, en los alcalófilos 

facultativos, estos mecanismos pueden estar presentes aun cuando el 

microorganismo no se encuentra en condiciones extremas.  

Uno de estos mecanismos está basado en la capacidad que presenta la 

membrana celular de regular el intercambio de los iones H+ y Na+ hacia o desde 

el exterior de la célula mediante el uso de antiportadores que pueden ser 

específicos para uno o ambos iones (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de regulación del sodio en la m embrana celular. 
R-Cadena respiratoria. A-Antiportador de iones monovalentes. S-Simportador 
de iones monovalentes. C-Canal de sodio. 
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Estos mecanismos pueden actuar de manera similar en ambientes 

alcalinos, donde el mantenimiento del equilibrio interno de la célula es 

fundamental para la sobrevivencia. Kannan (2009) demostró que el Bacillus 

flexus EMGA 5 desarrollado en un medio aerobio tiene una conductancia de 

membrana diferente a otros organismos neutrófilos. La conductancia de 

protones en la membrana fue disminuida de manera significante en valores de 

pH 7 y 8, mientras que se aumentó en un pH de 10, permitiendo mejor la 

regulación del pH cercano a la membrana celular. 

Sin embargo, el papel que cumple la pared celular en la regulación de la 

homeostasis del pH en el microorganismo no se ha establecido de modo 

completo. Hasta el momento existen varias hipótesis de la manera en que la 

pared celular contribuye a esta característica. Uno de los factores que influye en 

la resistencia al pH es la fisiología de la pared celular. Cuando Bacillus lentus C-

125 crece en condiciones alcalinas, desarrolla una pared celular hasta 20% más 

gruesa y triplica la densidad de carga negativa alrededor de la pared celular, 

aumentando la cantidad de polímeros ácidos como ácidos galacturónico, 

glucónico, glutámico, aspártico y fosfórico, estos últimos que forman parte de 

los ácidos teicoicos. Esta carga negativa puede hacer las funciones de escudo 

que repele los grupos OH- del medio y que permite la entrada de H+ y Na+. El 

aislamiento de mutantes deficientes en la producción de estos polímeros de 

carácter ácido derivó en la pérdida de capacidad alcalófila del Bacillus lentus. 4 
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1.1.2 Nejayote  

La nixtamalización es un proceso de lixiviación alcalina en donde el maíz es 

cocido en agua con cal (Ca(OH)2) para producir masa para tortillas y que 

ocasiona la modificación de diversos componentes del maíz; se hidroliza la 

hemicelulosa del pericarpio, se gelatiniza el almidón y se destruye una porción 

de aminoácidos y proteínas.5 De este proceso se obtienen dos corrientes, el 

nixtamal (maíz cocido) y el nejayote (agua de cocimiento). El nejayote es 

considerado un contaminante por el pH elevado (10-14) y la gran carga de 

materia orgánica en solución y en suspensión contenida en el mismo.6,7           

En el nejayote se solubilizan minerales, grasas, vitaminas y algunas proteínas 

como las albúminas y las globulinas.5 Debido a estas características 

fisicoquímicas, el nejayote pudiera ser un excelente medio para el desarrollo y 

proliferación de microorganismos, sobre todo alcalófilos o alcalitolerantes. 

Sin embargo, no se tienen reportes de microorganismos con estas 

características que fueran aislados del nejayote, ya que Paenibacillus 

amylolyticus, Pseudomonas putida y Acinetobacter sp. fueron aislados de 

suelos contaminados con nejayote y no presentan la capacidad de crecer en 

condiciones alcalinas.7  

Las enzimas producidas por los microorganismos en ambientes alcalinos, 

son de gran interés por su versatilidad en los procesos industriales, donde 

existen condiciones que pueden llegar a lo extremo.  
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1.2 Enzimas alcalinas  

Un gran número de enzimas con actividad a pH alcalino, se utilizan 

ampliamente en la industria, los siguientes son algunos ejemplos:  

− Las proteasas alcalinas son de las enzimas más vendidas en el 

mercado mundial. La principal aplicación de estas enzimas es en la 

industria de los detergentes. Esta industria cuenta con aproximadamente 

el 30% de la producción mundial total. La industria de las proteasas es 

un buen ejemplo de un producto biocatalítico comercial exitoso.1 

− Amilasas alcalinas con valores óptimos de pH mayores a 8 tienen 

un gran potencial de aplicaciones en las industrias del almidón, textiles y 

como aditivos de detergentes.8  

− La gran mayoría de xilanasas aisladas tienen una actividad óptima 

a pH ácido o neutro.9,10  Por lo tanto, es necesario descubrir nuevas 

xilanasas alcalinas para ser usadas por ejemplo en la industria para el 

blanqueamiento del papel y reducir el uso de compuestos clorados. 9 

− La principal aplicación de las celulasas alcalinas es en la industria 

de los detergentes. Éstas eliminan microfilamentos de tejidos de algodón 

que permiten la liberación de las partículas de las manchas.11,12 Endo-

1,1-β-glucanasas son las enzimas más usadas actualmente como 

aditivos en detergentes.12 
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1.2.1 Esterasas 

Dentro del grupo de las hidrolasas de éster carboxílico, se ubican dos tipos 

de enzimas. Por mucho tiempo la diferencia entre lipasas y esterasas se ha 

basado en la especificidad de sustratos y su capacidad para hidrolizar ésteres 

en solución y emulsión.13 Generalmente se considera que las lipasas actúan 

sobre los enlaces éster de moléculas insolubles de triacilgliceroles, mientras 

que las esterasas hidrolizan estos enlaces de moléculas de cadena corta 

solubles en agua (Figura 2).  

Recientes estudios sugieren fuertemente que la función ancestral lipasa 

había cambiado, con adaptaciones moleculares que derivaron en una nueva 

función enzimática esterasa.14 Sin embargo, se necesita más investigación para 

comprender mejor los cambios evolutivos y funcionales de lipasas y esterasas 

del ácido ferúlico(AF).  

 

 

 

 

Figura 2. Reacción general de las esterasas. 

 

 

Esterasa/ Medio con 

baja actividad de agua 

 

Esterasa/H20 
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1.2.2 Esterasas del ácido ferúlico 

Las esterasas del ácido ferúlico (EAF) son un grupo de enzimas que 

catalizan la ruptura del enlace éster presente entre compuestos fenólicos 

derivados del ácido hidroxicinámico (principalmente el ácido ferúlico) y el 

arabinoxilano, sustrato presente de forma natural en la pared celular de los 

vegetales (Figura 3). Debido a la complejidad estructural y de los enlaces 

presentes entre los componentes del xilano, representan una seria dificultad 

para ser hidrolizado completamente por conjuntos de enzimas glicosil-

hidrolasas. Por esta razón, se necesita el sinergismo o colaboración de las 

esterasas del ácido ferúlico con enzimas como acetilxilano esterasas, xilanasas 

y α-L-arabinofuranosidasas. 

 

Figura 3. Xilano, polímero presente en la pared cel ular de los vegetales 
y las principales enzimas hidrolíticas. 15 

 

 

Esterasas del 

ácido ferúlico 

α-L-arabinofuranosidasas 

Xilanasas 

Acetil xilano esterasas α-D-Glucuronidasas 
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1.2.3 Clasificación de las esterasas del ácido ferú lico 

En un inicio estas enzimas se clasificaban principalmente en 2 grupos de 

acuerdo a la acción sobre sustratos sintéticos como el metilsinapato y el 

metilcafeato. Actualmente se utiliza el sistema propuesto por Crepin (2004) que 

clasifica a las enzimas en 4 sub-clases de acuerdo a su proximidad con 

secuencias de otras familias de enzimas y el perfil de actividad contra 4 

diferentes ésteres metílicos sintéticos derivados del ácido hidroxicinámico 

(incluyendo los dos ésteres anteriormente mencionados). 

A continuación se detalla la clasificación de las esterasas del ácido ferúlico 

propuesto por Crepin. 

Tipo A 

Generalmente se inducen con sustratos derivados de cereales. Este tipo de 

enzimas libera AF esterificado con arabinosa y también puede liberar dímeros 

de AF de plantas cuando son tratadas previamente con xilanasa o se incuban 

las dos enzimas simultáneamente. 

Este grupo muestra preferencia para actuar sobre el anillo fenólico con 

sustituciones metoxi, especialmente en los carbonos 3 y/o 5 como es el caso 

del ácido ferúlico y sinápico. Sin embargo, también es activo contra los ésteres 

metílicos sintéticos del ferulato, sinapato y p-coumarato, pero no sobre el 

metilcafeato. Las esterasas pertenecientes a este grupo tienen una gran 

homología con secuencias de lipasas. 
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Tipo B 

Este tipo de enzimas se inducen principalmente con remolacha azucarera. 

Liberan el AF esterificado al C-2 de la arabinosa o C-6 de la galactosa, y es 

incapaz de liberar la forma dímerica del AF. También puede actuar sobre el AF 

esterificado con arabinosa, pero en menor proporción que las enzimas del tipo 

A. 

Por otro lado, este grupo de enzimas muestran preferencia por los anillos 

con sustituciones hidroxi en una o dos posiciones como el caso de los ácidos p-

coumárico y caféico. La velocidad de la hidrólisis disminuye cuando 

substituciones metoxi se encuentran presentes en el anillo fenólico. Así mismo, 

puede hidrolizar los esteres metílicos sintéticos del p-coumarato, cafeato y 

ferulato, pero no el metil sinapato. Tienen una gran homología con la secuencia 

de la familia 1 de acetilxilano esterasas. 

Tipo C 

Este grupo no muestra preferencia alguna por un sustrato para su 

producción. No es capaz de liberar dímeros del AF. Muestra actividad sobre los 

enlaces presentes en los 4 ácidos fenólicos, y sus ésteres metílicos, ferulato, 

sinapato, p-coumarato y cafeato. Tiene una gran homología con las secuencias 

de clorogenato esterasas y tannasas. 

Tipo D 
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Generalmente se inducen con sustratos derivados de cereales. Son 

capaces de liberar dímeros de AF. Muestra actividad sobre los enlaces 

presentes en los 4 ácidos fenólicos, y sus esteres metílicos, ferulato, sinapato, 

p-coumarato y cafeato. Tiene una gran homología con la secuencia de 

xilanasas. 

Aunque la clasificación de Crepin es la utilizada hasta el momento, este 

método no toma en cuenta a las lipasas, enzimas que se pueden considerar 

como precursoras de las esterasas por su similitud estructural y funcional. 

Actualmente se propone otro método de clasificación, usando métodos 

computacionales que describen la interacción de farmacóforos con enzimas 

reportadas e hipotéticas y que agrupa estas enzimas en 12 familias.14 

 

1.2.4 Nomenclatura de Esterasas del ácido ferúlico  

Diversas nomenclaturas han sido propuestas para denominar de forma 

común a este tipo de enzimas; sin embargo, cuando comenzó a incrementarse 

el número de reportes sobre esterasas del ácido ferúlico, fue necesario 

establecer un sistema de nomenclatura para cada una de ellas. La 

nomenclatura más utilizada hasta el momento especifica la primera letra del 

género y la primera letra de la especie, seguida de las iniciales FAE (Ferulic 

Acid Esterase) y el tipo de enzima de la que se trata. Por ejemplo, la primer 

esterasa del ácido ferúlico reportada de Aspergillus niger se denomina AnFAE, 

estas siglas van seguidas de una letra que indica la clasificación de la enzima, 
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por lo que se pueden encontrar AnFAE A, B, C o D, para lo cual es necesario 

primero clasificar el tipo de enzima de la que se trata.  

 

1.2.5 Principales fuentes de esterasas del ácido fe rúlico 

Los hongos, microorganismos con una gran capacidad hidrolítica, son la 

principal fuente de obtención de esterasas del ácido ferúlico. La primera enzima 

reportada con capacidad de hidrolizar el enlace éster del acido ferúlico de 

hemicelulosa cruda de trigo pertenece a sistema que degrada celulosa y xilano 

de Schizophyllum commune. Sin embargo, los principales estudios se han 

enfocado en dos principales esterasas del ácido ferúlico aisladas del Aspergillus 

niger AnFAE-A y AnFAE-B. Estas enzimas fueron clonadas en P. pastoris, 

obteniéndose  un monómero de 29 kDa con pI de 3.6 para AnFAE-A y un 

dímero de 132 kDa con pI de 3.0 para AnFAE-B. Algunas enzimas aisladas de 

A. oryzae y A. awamori tienen propiedades fisicoquímicas muy similares a 

AnFAE-A.  

En la Tabla I se observan las principales características de las enzimas de 

origen fúngico, siendo el género Aspergillus el principal productor de esterasas  

del ácido ferúlico. Se observa que las enzimas de origen fúngico son proteínas 

de gran variedad de pesos moleculares (de 27 a 130 kDa) y tienen un óptimo 

funcionamiento en condiciones por debajo de la neutralidad, pH de 5 a 7, con 

rangos de temperatura que oscilan de los 37 a los 60 °C. Sin embargo, Topakas 

describió en el 2003 una esterasa de Fusarium oxysporum capaz de retener el 
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72 y 40% de actividad después de 6 horas a pH 9 y 10 respectivamente; y 

Hegde en el 2009 reportó una esterasa de Aspergillus niger con actividad 

óptima a pH 9. Además la mayoría de estas enzimas tienen bien caracterizada 

su especificidad hacia los ésteres metílicos sintéticos del ácido hidroxicinámico, 

ubicando al metilferulato, como el principal sustrato de las enzimas (solo las 

enzimas provenientes de A. awamori y A. oryzae no mostraron actividad contra 

éste). 

Por otro lado, dos enzimas con doble funcionalidad (Xyn10A y Xyn10B) que 

contiene dominios de actividad esterasa y xilanasa fueron identificadas de un 

complejo multienzimático de Clostridium thermocellum. El gen Xyn10A contiene 

2511 pares de bases que codifican para una proteína de 92kDa. La Xyn10B 

contiene un marco abierto de lectura de 3228 pares de bases que codifican 

para una proteína de 120 kDa. Ejemplos de enzimas provenientes de bacterias 

como el anterior, han ido en incremento en los últimos años, puesto que la 

tendencia actual es buscar enzimas que mantengan su actividad esterasa aún 

en condiciones hostiles, como las condiciones usadas normalmente en las 

reacciones a nivel industrial, condiciones tales como pH y temperatura extremos 

y presión osmótica elevada.  

Como se puede observar la Tabla II, las esterasas de origen bacteriano 

presentan una mayor versatilidad en las condiciones de funcionamiento, 

encontrándose actividad en rangos de pH de 5.4 a 8.5, y temperatura de 20 a 
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MFA-Metilferulato, MpCA-Metil-p-coumarato, MCA-Metilcoumarato, MSA-Metilsinapato. 

 

45 °C, con un tamaño comparable a las enzimas de or igen fúngico de 31 a 84 

kDa. Sin embargo, aun no se ha reportado la especificidad que muestran estas 

enzimas contra ésteres sintéticos de ácidos hidroxicinámicos. Aun falta mucho 

trabajo respecto a la caracterización de enzimas de origen bacteriano. 

 

 

Enzima  Microorganismo  
Masa 

molecular 
(kDa) 

pH 
óptimo  

Temperatura 
óptima  (°C)  

Actividad contra 
metil ésteres  

Fae-I Aspergillus niger 63 - - MFA 

Fae-B 
Aspergillus 

nidulans 130 7.0 45 
MpCA, MCA, 

MFA 

FaeA 
Aspergillus 

awamori 35 5 45 MpCA 

Fae Aspergillus oryzae 30 4.5 - 6 - - 

Fae-II 
Fusarium 

oxysporum 27 7.0 45 
MSA, MpCA, 
MCA, MFA 

Fae-I 
Neurospora 

crassa 29.3 6.0 55 
MSA, MpCA, 
MCA, MFA 

Fae 
Penicillium 
expansum 65 5.6 37 MpCA, MFA 

EstA Piromyces equi 55.5 6.7 50 - 60 
MSA, MpCA, 
MCA, MFA 

StFae-
A 

Sporotrichum 
thermophile 33 6.0 55 – 60 

MpCA, MCA, 
MFA 

TsFae-
A 

Talaromyces 
stipitatus 35 - - 

MSA, MpCA, 
MCA, MFA 

TsFae-
B 

Talaromyces 
stipitatus 35 - - MpCA, MCA, 

MFA 

Tabla I. Principales esterasas del ácido ferúlico d e origen fúngico          
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Tabla II. Principales esterasas del ácido ferúlico de origen bacteriano   

MUTMAC-Cloruro de Metilumbelliferuloil-7-(p-trimetilamoniocinamato); FAX-
Feruloil arabinoxilano; MFA-Metilferulato. 

 

Actualmente sólo se tienen las estructuras obtenidas por cristalografía de 

AnFAE-A y de la Xyn10A. A través de estas estructuras se obtuvieron datos 

para la deducción del mecanismo de reacción que utilizan y los sitios de 

reconocimiento del sustrato por parte de la enzima. 

 

 

 

Enzima  Microorganismo  
Masa 

molecular 
(kDa) 

pH 
óptimo  

Temperatura 
óptima  (°C)  

Actividad contra 
metil ésteres  

Axe Bacillus pumilus 36 8.5 45 p-nitrofenil acetato 

CinI 
Butyrivibrio 
fibrisolvens 46 5.4 - MUTMAC 

 
Cellvibrio 
japonicus 58.5   p-nitrofenil acetato 

Xil 
Clostridium 

thermocellum - - - Etilferulato 

Cin I 
Lactobacillus 

johnsonii 31 7.8 20 
Etilferulato, p-

nitrofenil acetato 

Fae 
Lactobacillus 
acidophilus 36 5.6 37 FAX 

Xil-Fae 
Prevotella 
ruminicola 84 - - FAX 

Fae 
Pseudoalteromon

as haloplanktis 60 8.0 20 MUTMAC 

Xil 
Ruminococcus 

flaveciens 80 - - 
MFA, 

MUTMAC 
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1.2.6 Mecanismo de acción de esterasas 

Las estructuras cristalinas reportadas hasta el momento de las FAE de 

Aspergillus niger y de Clostridium thermocellum, muestran plegamiento α/β con 

una triada catalítica de His-Ser-Asp en el sitio activo, triada clásica reportada en  

serin proteasas, lipasas y otras esterasas. Es lógica la suposición de definir un 

mecanismo hidrolítico similar al reportado en serin proteasas, con la formación 

de un estado de transición tetrahedral, la estabilización de un anillo oxoanión  

en el residuo carbonilo del sustrato y la participación de una molécula de agua 

para finalizar la reacción. Este proceso se puede resumir en dos etapas, la 

acilación y posterior desacilación de la enzima. 

Primera Etapa: Acilación 

 La catálisis comienza con un ataque 

nucleofílico sobre el carbonilo del éster, por 

parte de la OH-Ser, residuo activado por la 

influencia de la Histidina catalítica.  

En el segundo paso, se forma el 

intermediario tetahedral y se estabiliza 

del anillo oxoanión con residuos de 

aminoácidos cercanos al sitio activo. La 

necesidad de estabilizar el anillo imidazol,  

rompe el intermediario tetrahedral. 
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La primer etapa termina con la 

liberación del alcohol como producto y con 

la serina del sitio activo acilada. 

 

Segunda etapa: Desacilación 

El segundo paso de la hidrólisis, incluye la desacilación de la enzima y la 

liberación del ácido carboxílico como producto final. 

 

La segunda etapa comienza con un 

nuevo ataque nucleofílico hacia el 

carbono carbonilo por una molécula de 

agua, asistida de nuevo por la Histidina 

catalítica. 

Lo siguiente es la formación de 

nuevo del intermediario tetrahedral y la 

estabilización del anillo oxoanión por 

aminoácidos cercanos al sitio activo. La 

necesidad de estabilizar al anillo 

imidazólico de la Histidina permite el 

siguiente paso de la reacción. 
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La hidrólisis es finalizada con la 

liberación del ácido carboxílico como 

producto final y la enzima libre. Como 

consecuencia se obtiene la hidrólisis del 

éster. 

El mecanismo de especificidad de estas enzimas hacia el residuo ferulato 

del sustrato, es lo que hace la diferencia respecto a otras esterasas, además 

puede estar sujeto también al reconocimiento de oligosacáridos  presentes en 

los sustratos naturales, sin llegar a ser esenciales para la catálisis. 

 

1.2.7 Importancia de las feruloil esterasas en la i ndustria 

El uso de las esterasas del ácido ferúlico consiste desde aplicación directa 

de las enzimas en los procesos, hasta la utilización del producto de estas. 

Liberación del ácido ferúlico.  

El ácido ferúlico es un compuesto fenólico derivado del acido cinámico y 

como tal presenta propiedades interesantes para la industria farmacéutica, 

alimentaria y de cosméticos (Figura 4).  

Posee actividad antioxidante debido ya que se ha demostrado que estabiliza 

radicales libres por resonancia. Se ha demostrado que el ácido ferúlico además 

incrementa la actividad de enzimas que neutralizan a los radicales libres e 

inhibe a las enzimas que los producen como la tirosinasa y la superoxido 

dismutasa. Las propiedades antioxidantes de los derivados hidroxicinámicos 
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han sido ampliamente estudiadas in vitro, y el efecto potencial ha sido estudiado 

en modelos animales. 17,18 

Debido a la inhibición sobre la arilamina N-acetiltransferasa19,  presenta una 

importante actividad contra bacterias Gram positivas, Gram negativas y 

levaduras.20 

 

 

 

 

Figura 4.  Ácido ferúlico. 

 

 Producción de Vainillina. 

La vainillina es el principal saborizante utilizado a nivel mundial. La 

extracción de vainillina de las plantas es un proceso altamente costoso, y al ser 

un producto de alto valor económico una opción de producción es por  síntesis 

química; sin embargo, el producto obtenido es considerado como saborizante 

sintético. Una alternativa para la producción del saborizante de manera natural, 

es la bioconversión del ácido ferúlico a vainillina usando  esterasa del ácido 

ferúlico y feruloil CoA de Pseudomonas fluorescens BF13. 21 
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Eliminación de lignina por vía enzimática 

 El principal problema que se presenta en la industria del papel, son los 

residuos de lignina presentes en las fibras que provocan un oscurecimiento 

indeseado en el producto final. El proceso Kraft, tratamiento de blanqueado con 

cloro, elimina los residuos de lignina; sin embargo, alrededor del 5% del cloro 

utilizado se queda en la pasta, de éste porcentaje el 90% se convierte en iones 

cloruro y un 10% se transforma en compuestos organoclorados altamente 

contaminantes.  

La eliminación de los residuos de lignina embebidos en las cadenas de 

celulosa y hemicelulosa por acción enzimática, representa una alternativa 

ecológica debido a su naturaleza más específica y sin la producción de 

compuestos contaminantes. Un tratamiento con enzimas combinadas de 

AnFae-A, xilanasa, y lacasas mostró ser efectivo en la remoción de la lignina en 

pulpa de paja de trigo.22 

Síntesis de ésteres derivados del ácido hidroxiciná mico. 

La poca solubilidad del ácido ferúlico es un problema que afecta su uso en 

productos de base acuosa y oleosa. La síntesis de derivados de este ácido 

puede resolver estas dificultades de solubilidad .23 

Además se pueden sintetizar productos esterificados que presenten mayor 

actividad antioxidante, por ejemplo cuando se esterifica con L-arabinosa .24 
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Producción de biocombustibles. 

La necesidad de encontrar fuentes de energía alternativa al uso de 

combustibles fósiles ha dirigido las investigaciones hacia el área de  energía 

renovable. La combinación de esterasas del ácido ferúlico con enzimas glicosil 

hidrolasa puede ser usada en la bioconversión de residuos lignocelulósicos en 

azúcares fermentables para la producción de bioetanol. Se ha demostrado que 

durante la etapa de sacarificación de la paja de trigo, se aumenta hasta un 80% 

la liberación de glucosa por la acción sinérgica de enzimas de tipo esterasa del 

ácido ferúlico, celulasas y xilanasas en alta temperatura (50°C) y en presencia 

del detergente Tween 20. 25  

De igual forma, se puede aumentar  la liberación del AF a partir de la 

cascarilla de avena hasta un 69% más, cuando se agregan xilanasas de 

Trichoderma a las esterasas del ácido ferúlico de Aspergillus.25 Esta 

colaboración entre los grupos de enzimas, pueden facilitar la hidrólisis y 

liberación de productos deseados a partir de residuos agroindustriales.  

 

1.3 Microorganismos aislados  del nejayote de maíz.  

En el laboratorio de Biotecnología de la Facultad de Ciencias Químicas de 

la Universidad Autónoma de Nuevo León, fueron aisladas del nejayote 6 cepas 

con gran potencial hidrolítico, siendo especialmente interesante la actividad 

esterasa del ácido ferúlico encontrada en 2 de estas cepas. Como se observa 

en la Figura 5,  una de estas cepas presentó la capacidad de liberar hasta el 
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50% del ácido ferúlico del pericarpio de maíz en condiciones alcalinas 

aproximadamente a las 100 horas de fermentación (Figura 5).26 

 

 

Figura 5.  Liberación del Acido Ferúlico a partir d el pericarpio de maíz 

por B. flexus  NJY2. 

 

1.4 Optimización de producción de enzimas. 

El método tradicional empleado para la optimización de un proceso en base 

a su parámetro respuesta (en este caso la actividad enzimática), se lleva a cabo 

cambiando un factor a la vez mientras los demás se mantienen en valores 

constantes. Sin embargo, este método necesita una gran cantidad de tiempo, 

trabajo y experimentos para funcionar, y no siempre permite un análisis 

completo de la influencia de los factores utilizados y la interacción entre 

ellos.(27,28) La mayoría de los estudios enfocados en aumentar la producción de 
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feruloil esterasas bacterianas utilizan el método clásico.(29,30) Hasta ahora 

ningún estudio ha empleado un Diseño Central Compuesto (DCC) para analizar 

las condiciones óptimas de crecimiento y producción de feruloil esterasas 

bacterianas. El uso de un diseño de experimentos proporciona modelos 

estadísticos e información sobre el proceso en un número mínimo de 

experimentos, sin embargo con este número de experimentos, la importancia de 

cada variable y su interacción entre ellas puede ser determinada.  

Otra alternativa utilizada es el uso de la Metodología de Superficie de 

Respuesta (MSR), una combinación de técnicas estadísticas usadas para 

estudiar el efecto combinado de ciertas variables, para optimizar las 

condiciones en un sistema mutivariable (como suelen ser los medios de cultivo) 

y estimar los coeficientes para genera un modelo matemático de 

respuesta.(31,32,33) Esta técnica generalmente produce gráficas de superficie y de 

contorno a partir de los efectos lineales y cuadráticos de dos o más factores, 

además ajusta los valores experimentales a los calculados con el modelo, para 

optimizar la respuesta del proceso.  
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CAPITULO 2 

HIPÓTESIS Y OBJETIVO 

2.1 Hipótesis 

El microorganismo aislado a partir del nejayote de maíz presentara 

importantes capacidades hidrolíticas, principalmente asociadas a la liberación 

del ácido ferúlico a partir del pericarpio de maíz. 

 

 

2.2 Objetivo General 

Identificar, caracterizar y optimizar el potencial hidrolítico sobre ésteres de 

ácido ferúlico del microorganismo aislado a partir del nejayote de maíz 
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2.3 Objetivos Específicos 

Determinar el perfil bioquímico de los microorganismos aislados del 

nejayote. 

 

Realizar la identificación molecular del microorganismo mediante la 

secuencia del 16SDNA. 

 

Determinar la presencia de esterasas de ácido ferúlico en los 

microorganismos aislados del nejayote. 

 

Caracterizar la actividad feruloil esterasa producida por los microorganismos 

aislados del nejayote. 

 

Optimizar la producción de la esterasa del ácido ferúlico por el 

microorganismo. 

 

. 
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CAPITULO 3 

MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1  Materiales y equipos 

3.1.1 Material Biológico 

Las cepas de microorganismos aislados del nejayote e identificadas 

como NJY2 y NJY4, son conservadas por resiembras periódicas cada 5-

6 meses  en el laboratorio de Biotecnología de la Facultad de Ciencias 

Químicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León 

 

3.1.2 Material Químico 

− p-nitrofenil ferulato (pNFF), (Institute of Chemistry, Slovak 

Academy of Science) 

− Ácido acético glacial (Fisher scientific), ácido clorhídrico 

(Desarrollo de Especialidades Químicas S.A.)  

− Ácido ferúlico (SAFC) 

− Acrilamida (Amresco) 

− Agar bacteriológico (BD Bioxon) 

− Alcohol etílico (DEQ) 

− Azul de Coomasie R-250 (Bio-Rad) 
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− Azul de bromofenol (Amresco) 

− Bicarbonato de sodio (Productos Químicos Monterrey S.A.) 

− Bisacrilamida (Amresco) 

− Carbonato de sodio (CTR scientific) 

− Cloruro de calcio (J.T. Baker) 

− Dextrosa anhidra (CTR scientific) 

− Dimetil sulfoxido (Research organics) 

− Dodecil sulfato de sodio (SDS) 

− Extracto de levadura (BD Bioxon) 

−  Fosfato de potasio dibásico (Productos Químicos Monterrey) 

−  Fosfato de sodio monobásico (J.T. Baker), 

− Glicina (Amresco) 

− Hidróxido de calcio (CTR scientific) 

− Hidróxido de sodio (Fermont), 

− Metilferulato (Alfa Aesar) 

− MOPS (3-(N-morfolino)ácido propanesulfonico) (Amresco) 

− N,N-dimetilformamida (DMF) (Sigma) 

− Peptona de caseína (BD Bioxon) 

− Pericarpio de maíz (donado por CIASA sucursal Ruiz Cortinez, 

Monterrey) 

− Persulfato de amonio (Amresco) 

− TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina) (Amresco) 

− Tricina (N-(2-Hydroxi-1,1-bis(hidroximetil), etil) 

− Tris (tris(hidroximetil), aminometano) (Research organics) 

− Triton X-100 (Merck) 

 

3.1.3 Material  y equipo de laboratorio 

− Autoclave (All american) 

− Balanza analítica (AND) 
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− Baño de agua (Polyscience) 

− Campana de flujo laminar (NOVATECH) 

− Espectrofotómetro UV-Vis Cary 50 (Varian) 

− Espectrofotómetro UV-Vis SPECTROstar Omega (BMG 

LABTECH) 

− Estufa de vacío (Thelco) 

− Fuente de poder Modelo 300 Accu Power (VWR Scientific 

Products) 

− Incubadora (Lab line 3525) 

− Incubadora con agitación SHKA4000 (Lab-Line) 

− Medidor de pH Orion* 3-Star Plus (Thermo Fischer scientific) 

− Micro centrífuga refrigerada (Hettich Zentrifugen) 

− Molino de café Aromatica (Braun) 

− Pipeta automática Pipetman® P1000 (Gilson) 

− Pipeta automática  Pipetman® P20 (Gilson) 

− Pipeta automática  Pipetman® P200 (Gilson) 

− Plancha con agitación (Thermoline) 

 

3.2 Conservación de los microorganismos 

Los microorganismos aislados del nejayote de maíz fueron 

conservados en placas de agar Pericarpio modificado compuesto por 20 

g/L de pericarpio nixtamalizado, 5 g/L de extracto de levadura y 15 g/L de 

CaCO3 a 4°C y resembrados en medio nuevo cada 6 meses. E n cada 

resiembra se realizaron tinciones Gram y observaciones al microscopio 

para verificar la integridad celular, morfología y pureza de las cepas. 
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3.2.1 Crecimiento de los microorganismos 

Para el crecimiento del microorganismo se realizaron cultivos en dos 

etapas, partiendo del microorganismo conservado a 4°C. En la primera 

se sembró una asada del microorganismo en caldo Pericarpio modificado 

y se incubó por 24 horas a 37 °C y 150 rpm. En la s iguiente etapa se 

transfirió 2.5 mL de este cultivo a un matraz con 50 mL de medio fresco 

estéril.  

 

3.3 Identificación de los microorganismos aislados del nejayote 

3.3.1 Identificación molecular de los microorganism os 

Para la identificación molecular, los microorganismos se cultivaron en 

caldo Pericarpio modificado a 37°C y 150 rpm por 12  horas. Después de 

la incubación se centrifugó el cultivo a 12000xg por 2 minutos, se 

desechó el sobrenadante y el paquete celular se dejó secar a 

temperatura ambiente para eliminar restos del sobrenadante. Por último 

se obtuvo el ADN genómico con el UltraClean® Microbial DNA Isolation 

Kit de MOBIO Laboratories. Este método consiste en una lisis celular 

combinada de detergente, calor y fuerza mecánica contra perlas 

especiales en un agitador tipo vórtex. El ADN liberado se recupera en un 

filtro de sílica, se lava con amortiguadores para eliminar impurezas y se 

recupera con amortiguador Tris. 

Las muestras obtenidas de ADN fueron enviadas a secuenciación a 

los laboratorios MIDI, Inc. 125 Sandy Drive, Newark, DE. 
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La secuencia obtenida se analizó utilizando el editor Bioedit y el 

programa CLUSTALW. El árbol filogenético se construyó utilizando la 

serie de programas Phylip versión 3.67. 

 

3.3.2 Identificación bioquímica de los microorganis mos 

Para las pruebas bioquímicas se realizaron los cultivos en dos 

etapas, primero se incubaron por 24 horas en caldo pericarpio 

modificado y posteriormente se resembraron en el medio requerido 

según la prueba bioquímica 34, los medios requeridos para la segunda 

etapa se detallan en la Tabla III.  

 

3.3.3 Estudio de tolerancia pH, temperatura y NaCl 

Además de estas pruebas se realizaron estudios de tolerancia de los 

microorganismos a diferentes niveles de pH, temperatura y 

concentración de NaCl en medios sólidos. Para los estudios de tolerancia 

a pH, se prepararon cajas de agar pericarpio modificado con el 

amortiguador de acuerdo al nivel de pH deseado (pH 5 en amortiguador 

de acetatos, pH 7 en fosfatos, pH 9 en MOPS y pH 12 en carbonatos) y 

se incubaron por 48 horas a 37° C. En los estudios de tolerancia a 

temperaturas (30-60°), se prepararon cajas de agar pericarpio modificado 

y se incubaron por 48 horas a diferentes temperaturas (30 – 60 °C). Para 

la tolerancia a NaCl, se añadieron concentraciones de 2 a 10% de NaCl 

al agar pericarpio modificado y se incubaron por 48 horas a 37 °C. 
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Tabla III. Pruebas bioquímicas realizadas  

Medio de 
cultivo 

Objetivo Inoculación 
/Incubación 

Tratamiento 
después de 
incubación 

Interpretación de la prueba  

Positivo  Negativo  

Medio 
SIM 

Producción de indol 

 

Producción de H2S  

 

 Prueba de movilidad 

Por picada hasta 
el fondo/48 

horas a 37°C 

2 o 3 gotas de 
reactivo de 

Kovac 

Anillo rojo en 
superficie 

Medio color 
negro 

Crecimiento 
en todo el 

medio 

Ausencia de 
color rojo en 

superficie 

Ausencia de 
color negro 

Crecimiento 
solo en la 

picada 

Agar 
Citrato de 
Simmons 

Utilización de citrato como 
fuente de carbono 

Por picada al 
fondo y estría/ 
24-48 horas 

37°C 

- Coloración 
azul 

Ausencia de 
coloración 

azul 

Medio 
RMVP 

Fermentación de glucosa 

Producción de acetoína 

Asada/7 dias 
37°C 

Asada/48 horas 
37°C 

2 o 3 gotas de 
rojo de metilo 

10 gotas de α-
naftol y 5 

gotas de KOH 
(10%) 

Coloración 
roja en el 

medio 

Anillo rojo o 
rosa fuerte 

Ausencia de 
color rojo en el 

medio 

Ausencia de 
anillo rojo o 
rosa fuerte 

Caldo 
nitratado 

Reducción de nitratos Asada/24-48 
horas 37°C 

Acido 
sulfanílico y 1 

naftilamina 

Coloración 
roja      

Ausencia de 
coloración roja 

- Oxidasa - 
Reactivo de 
Kovac sobre 
una colonia 

Color negro 
intenso 

Ausencia de 
color negro 

- Catalasa - H2O2 sobre 
una colonia 

Formación 
de burbujas 

Ausencia de 
burbujas 

- Hidrólisis de gelatina (pH 
6-9) 

- Tinción azul 
de Coomasie 

Ausencia de 
coloración 

Coloración 
azul 

- Hidrólisis de celulosa Estría/7 días 
Tinción con 
rojo congo 

Ausencia de 
color rojo 

Color rojo 

- Hidrólisis de almidón (pH 
8) 

Estría/7 días Tinción con 
lugol 

Color 
amarillo 

Color azul 

 Hidrólisis de xilano  Estría/7 días - Crecimiento 
Ausencia de 
crecimiento 

Caldos 
con rojo 

fenol 
Fermentación de azúcares Asada/7 días - 

Color 
amarillo y 

formación de 
fas 

Color rojo o 
amarillo sin 

gas 

 
Actividad esterasa del 

ácido ferúlico 
- - Presencia de 

AF 
Ausencia de 

AF 
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3.4 Análisis de la actividad de la enzima esterasa del ácido 

ferúlico 

3.4.1  Determinación cualitativa de la actividad  d e la enzima 

esterasa del ácido ferúlico 

 

Para la determinación cualitativa de la actividad enzimática se utilizó 

el éster etílico del ácido ferúlico, que tiene la propiedad de ser un 

sustrato insoluble en agua por lo que le confiere turbidez a medios 

acuosos, esta característica es eliminada al ser hidrolizado generando 

ácido ferúlico y metanol, los cuales son más solubles en el medio que el 

sustrato (v/v).35 

El etilferulato disuelto previamente en N,N-dimetilformamida (DMF) 

en concentración 100 mg/mL, se añadió a agar bacteriológico estéril 

caliente (aproximadamente 60°C) para alcanzar una c oncentración igual 

a 0.1% (v/v). Una vez que la preparación se vació en placas petri, se 

dejaron por 15 minutos en exposición directa a luz ultravioleta al mismo 

tiempo que solidificaba el agar para mantener el ambiente y la superficie 

del agar estéril.  

Una vez sólido el agar, se sellaron las placas con parafilm y se 

guardaron en refrigeración hasta su uso.  

Para la determinación de actividad enzimática se utilizo el p-nitrofenil 

ferulato como sustrato (p-NFF). Este se preparó inmediatamente antes 
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de su utilización disolviendo 3.3 mg del reactivo por cada mililitro de 

dimetil sulfóxido (DMSO).  

 Posteriormente el sustrato se diluyó 9 veces utilizando amortiguador 

MOPS 100 mM pH 7 con Triton X-100 al 2.5 % (v/v) lentamente y con 

agitación constante. Se añadieron 5 µL de muestra por cada 100µL de 

sustrato y se siguió la cinética enzimática durante 10 minutos a 410 nm 

con temperatura constante de 37°C. 

Para el cálculo de actividad enzimática se utilizó la ecuación de 

Lambert-Beer: 

Absorbancia = ε * d *  c 

 

considerando el valor de ε del p-nitrofenol de 17800 M-1cm-1 a 410 nm, 36 

d la longitud que atraviesa el haz de luz en la celda del espectrofotómetro 

(1 cm) y c el cambio en la concentración del producto formado durante el 

tiempo (dP/dt) representado en la pendiente de la cinética enzimática. 

Una unidad de actividad enzimática (U) se definió como la cantidad 

de enzima necesaria para liberar 1 µmol de p-nitrofenol a partir del p-

nitrofenil ferulato por minuto. 

 

3.4.2  Cuantificación de proteína 

Se cuantificó la proteína de la muestras utilizando el protocolo 

establecido y los reactivos del kit CD Protein Assay de BioRad, y se 

utilizó albúmina sérica bovina (Bio-Rad) como estándar.   
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3.4.3  Ubicación de la actividad enzimática 

Para ubicar la actividad enzimática se utilizó un cultivo de B. flexus 

NJY2 y NJY4 en caldo pericarpio modificado incubado por 48 horas a 37 

°C y 150 rpm. Se centrifugó por 20 minutos a 2600 g y se separó la 

fracción celular y la fracción del sobrenadante. Estas fracciones se 

prepararon como se menciona en los siguientes apartados 3.4.3.1 y 

3.4.3.2 respectivamente. Posteriormente se determinó la actividad 

enzimática con p-NFF.  

 

3.4.3.1 Preparación de células de B. flexus  NJY2 en reposo 

metabólico 

El paquete celular se lavó en 3 volúmenes de amortiguador MOPS 

100 mM pH 7 enfriado previamente a 4 °C y por últim o se 

resuspendieron en el mismo amortiguador con un décimo del volumen 

original y se conservó a 4 °C. 

 

3.4.3.2 Preparación de enzima extracelular de B. flexus NJY2  

La fracción del sobrenadante del cultivo se concentró de 15 a 20 

veces utilizando una celda de ultrafiltración con agitador Amicon® 

(Milipore) y membranas Amicon® con tamaño de corte de 10 kDa. El 

extracto concentrado se lavó 2 veces con volúmenes iguales de 

amortiguador MOPS 100 mM pH 7 enfriado previamente a 4 °C y se 

conservó a 4 °C hasta su uso. 
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3.4.4 Efecto del pH sobre la actividad de la estera sa del ácido 

ferúlico 

El efecto del pH sobre la enzima se determinó en la fracción celular y 

en el extracto concentrado de la fermentación, obtenidas como se 

describe en el apartado anterior.  

Se varió el pH en un rango de 4-10, empleando los siguientes 

amortiguadores en una concentración de 100 mM: ácido acético/acetato 

de sodio (pH 4 y 5), NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 6 y 7), MOPS (pH 8) y 

NaH2CO3/Na2HCO3 (pH 9 y 10).  

 

Para medir la actividad enzimática se utilizó p-NFF. La solución p-

NFF en DMSO (3.3 mg/mL) se diluyó en el amortiguador con el pH 

correspondiente y posteriormente se agregó H2O destilada hasta 

alcanzar una concentración de 1.1 mg/mL. Finalmente se añadieron 5 µL 

de muestra por cada 100µL de sustrato y se siguió la cinética enzimática 

durante 10 minutos a 410 nm con temperatura constante de 37°C. 

 

3.4.5 Efecto de la fuente de carbono sobre la produ cción de la 

esterasa del ácido ferúlico por B. flexus  NJY2 

Se determinó el efecto de la fuente de carbono utilizada en el medio 

de cultivo sobre la producción de la esterasa del ácido ferúlico por el 

Bacillus flexus NJY2.  
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Previo a este estudio se incubó el microorganismo en medio LB y se 

realizaron 4 etapas de resiembra en este medio, para eliminar todo el 

ácido ferúlico posible del medio. Posteriormente  se inoculó el 

microorganismo en el medio de prueba. 

Para tal fin se utilizaron medios con pericarpios de maíz, trigo y arroz 

que contienen ácido ferúlico esterificado como parte natural de su 

estructura, medio LB con 1 mg/mL de ácido ferúlico añadido y medios LB 

y xilano a los que no les fue añadido ácido ferúlico. Después de 48 horas 

de incubación se recuperaron las células de la fermentación como se 

describe en el apartado 3.4.3.1 y la actividad enzimática asociada a 

célula se cuantificó como se describe en el apartado 3.4.1.  

 

3.5 Extracción de la enzima esterasa del ácido ferú lico asociada 

a células 

3.5.1 Ruptura mecánica de células de B. flexus NJY2.  

La fracción celular de un cultivo de B. flexus NJY2 en medio 

pericarpio modificado incubado por 48 horas a 37 °C  y 150 rpm, fueron 

recolectadas al centrifugar a 2600g y 4 °C. El paquete celular se lavó con 

3 volúmenes de amortiguador MOPS 100 mM pH 7 enfriado previamente 

a 4 °C y por último se resuspendieron en el mismo a mortiguador con un 

décimo del volumen original y se conservó a 4 °C ha sta su uso. Durante 

el proceso de ruptura se mantuvo la temperatura de las muestras a 4 °C 

para evitar la degradación de la enzima. 
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Las células fueron lisadas utilizando un disruptor celular Mini-

BeadBeater (Biospec), para lo cual se añadió arena de mar a 4 °C hasta 

alcanzar la mitad del vial de lisis (aproximadamente 1 mL), 

posteriormente se agregó 1 mL de suspensión celular descrita 

previamente, la mezcla se sometió a lisis proporcionando al vial 3 pulsos 

de agitación a 4200 rpm por 10 segundos. Para evitar la degradación de 

la enzima, el vial fue enfriado en hielo después de cada pulso. 

Para recuperar el sobrenadante, se centrifugó la mezcla por 10 

segundos a 12000 g y el sobrenadante posteriormente se transfirió a 

tubos eppendorf de 1.6 mL donde se centrifugó a 15000xg por 10 

minutos para eliminar los restos celulares. Por último el sobrenadante se 

concentró 5 veces con membranas de ultrafiltración Amicon® con tamaño 

de corte de 10 kDa 5 veces y el concentrado se conservó en 

refrigeración a 4 °C hasta su uso. 

 

3.5.2 Extracción de enzima con 10% SDS 

Para extraer la enzima a partir de la suspensión de células descritas 

previamente, se le agregó 1 volumen de SDS al 10% (p/v). La mezcla se 

agitó y se dejó reposar por 12 horas en refrigeración a 4°C. 

Después de la incubación la mezcla se centrifugó a 2600xg por 20 

minutos a 4 °C, posteriormente el sobrenadante se c oncentró 5 veces 

utilizando membranas de filtración Amicon® de tamaño de corte de 10 

kDa. Este concentrado se conservó en refrigeración a 4 °C hasta su uso. 
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3.6 Separación de proteína por electroforesis en co ndiciones 

desnaturalizantes 

Para la electroforesis de proteínas en geles de acrilamida, en 

presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) se utilizó el sistema 

Mini Protean II system (BioRad), siguiendo el método propuesto por 

Laemmli. Las composiciones del gel separador y espaciador fueron las 

siguientes: 

Tabla IV. Componentes para la preparción de los gel es de 

poliacrilamida. 

Reactivo Gel separador 

12% (p/v) 

Gel espaciador 

4% (p/v) 

Acrilamida al 30% 2 mL 0.17 mL 

Tris 0.5 M pH 8.8 1.3 mL 0.13 mL (pH 6.8) 

H20 1.7 mL 0.68 mL 

SDS al 10% 50 µL 10 µL 

APS al 10% 50µL 10 µL 

TEMED 5 µL 2 µL 

 

Las muestras se mezclaron con el amortiguador de carga compuesto 

por 60 mM Tris-HCl; pH 6.8; 2% (p/v) SDS, 40% glicerol (v/v) y 0.01 % 

(p/v) azul de bromofenol. Las electroforesis se corrieron con un amperaje 

constante de 25 mA durante 50 minutos. Como amortiguador de corrida 
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se utilizaron dos variantes; la primera contenía 3 g/L Tris, 14.4 g/L glicina 

y 1 g/L SDS ajustando con HCl a pH 8.3; y la segunda con 17.9 g/L Tris, 

12 g/L tricina y 1g/L SDS ajustando con HCl a pH 8.25.  

 

3.6.1 Tinción de geles de poliacrilamida 

Para la tinción de geles de acrilamida se utilizó una solución 

compuesta con 0.625g azul de Coomasie, 250 mL metanol, 50 mL ácido 

acético y H2O hasta completar 500 mL. 

Se sumergió el gel de poliacrilamida durante 25 minutos en la 

solución de colorante y posteriormente se puso en contacto por 15 

minutos con una solución de desteñido I compuesta con 500 mL metanol, 

100 mL ácido acético y H2O a completar 1 L. Por último se sumergió en 

una solución de desteñido II compuesta por 500 mL metanol, 700 mL 

ácido acético y H2O a completar 10 L.  

 

3.6.2 Zimograma con etilferulato 

Para comprobar la actividad de las bandas de proteínas obtenidas 

por electroforesis, los geles de acrilamida se lavaron 2 veces con 25 mL 

de amortiguador 100 mM MOPS pH 7 con 0.1% (v/v) Tween 60 durante 

30 minutos por cada lavado. 

Posteriormente los geles se colocaron sobre placas petri con agar 

bacteriológico conteniendo 0.1% (p/v) etilferulato y se dejaron incubar a 

28 °C. Después de 12 horas  de incubación se observ ó el gel en 
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búsqueda de anillos de claridad indicativos de la actividad esterasa del 

ácido ferúlico. 

3.7 Diseño de experimentos para la optimización en la 

producción de esterasa del ácido ferúlico  de Bacillus flexus  NJY2. 

Se realizó un diseño de experimentos factorial para optimizar la 

producción de la enzima. No se utilizó un punto central, 4 factores fueron 

utilizados a dos niveles separados (-1 y +1), con un total de 8 

experimentos con sus respectivos triplicados. Las variables del diseño 

naturaleza del catión y concentración del amortiguador y la naturaleza y 

concentración de la fuente de nitrógeno se muestran en la Tabla V. 

 

 Tabla V. Codificación del diseño de experimentos d e superficie 
de respuesta de diseño central compuesto. 

   

A

 

t

o

d

o

s

 

l

o

T 

Amortiguador de carbonatos  
 

Fuente de Nitr ógeno  
 

Nivel Catión Nivel Concentrac
ión g/L 

Nivel 
 Tipo Nivel 

 
Concentr
ación g/L  

1 
-1 Ca++ -1 2 -1 Extracto  

levadura 
-1 5 

2 
-1 Ca++ -1 2 1 Peptona 1 10 

3 
-1 Ca++ 1 15 -1 Extracto  

levadura 1 10 

4 
-1 Ca++ 1 15 1 Peptona -1 5 

5 
1 Na+ -1 2 -1 Extracto  

levadura 1 10 

6 
1 Na+ -1 2 1 Peptona -1 5 

7 
1 Na+ 1 15 -1 Extracto  

levadura 
-1 5 

8 
1 Na+ 1 15 1 Peptona 1 10 
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A los medios de cultivo se les agregó 20 g/L pericarpio de maíz y 0.5 g/L 

CaCl2 y el resto de los componentes según la tabla V, el amortiguador se 

esterilizó por separado del resto de los componentes en autoclave a 

121°C con presión de 15 lb/in 2 por 25 minutos. Después de la 

esterilización se mezcló el amortiguador con el resto de los componentes 

a temperatura ambiente y se ajustó a 10 el pH.  

 

Los medios se inocularon con 5% de un cultivo de 24 horas en 

pericarpio modificado y se incubaron a 150 RPM de agitación,  28°C por 

72 h, todo el diseño se realizó por triplicado. Para la toma de muestras, 

los matraces se dejaron sedimentar 5 minutos para permitir que las 

partículas se pericarpio se asentaran y no interfirieran con el pipeteo. 

 

Las muestras fueron posteriormente centrifugadas por 5 segundos a 

500xg para eliminar cualquier rastro de pericarpio en el medio y se les 

midió el pH y la densidad óptica a 650 nm. Posteriormente se separó el 

paquete celular por centrifugación a 12000xg por 5 minutos. Las células 

obtenidas fueron lavadas dos veces con 1 volumen de amortiguador 100 

mM MOPS pH 7. Por último las células fueron resuspendidas en el 

volumen original y se dividió la muestra en dos partes, una para 

determinar el peso seco y la otra para determinar la actividad esterasa 

del ácido ferúlico. 
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Los efectos de los factores fueron observados sobre dos parámetros 

principalmente, el crecimiento bacteriano (capacidad de carga del 

sistema y la máxima velocidad específica de crecimiento) y la actividad 

enzimática (producción de feruloil esterasa) del B. flexus NJY2. 

El modelo cuadrático, utilizando una ecuación polinomial de segundo 

orden, para estimar el modelo matemático y predecir la respuesta, esta 

dado a continuación: 

411431132112443322110 XXXXXXXXXXY ββββββββ +++++++=     Ec. 1 

Donde Y es la predicción de la respuesta, β0,es la intercepción; 

β1β2β3, son los coeficientes lineales; β12β13β14, son las interacciones de 

los coeficientes y X son los niveles codificados. La calidad del ajuste al 

modelo polinomial fue determinado por el valor del coeficiente de 

determinación R2. 

Los datos de crecimiento (peso seco) fueron ajustados a la ecuación 

1, a través de regresión no lineal utilizando Polymath 6.0 (Control Data 

Corporation). 

 

rtePoKPo

PoK
PS −−+

=
)(

  Ec. 2 

 

En la ecuación 2, Ps es el peso seco, Po es la población del inóculo 

inicial, K es la capacidad de carga del sistema y t es el tiempo. 



42 

 

Se calculó la velocidad específica máxima de crecimiento 

(µmáx), utilizando la ecuación 2 en la que Ps1 y Ps2 corresponden a los 

valores de peso seco de dos puntos pertenecientes a la fase 

exponencial, mientras que t1 y t2 son los tiempos correspondientes. 

12

loglog
max 12

tt

PsPs

−
−=µ    Ec. 3 

El análisis de varianza (ANOVA) de cada parámetro fue realizado con 

el programa Statistica  versión 6.0 (Soft Stat, Tulsa, OK, US). 

 

3.8 Disposición de Residuos 

Los residuos generados durante el desarrollo experimental de este 

proyecto fueron dispuestos como se describe a continuación: 

Los medios de cultivo (líquidos) usados para las fermentaciones 

fueron esterilizados después de su uso, posteriormente se filtró con gasa 

para retener las partículas de gran tamaños, después el desecho líquido 

se dispuso en el drenaje y el sólido en bolsas especiales para residuos 

biológico-infeccioso. 

Los reactivos usados para las determinaciones de actividad 

enzimática fueron desechados al contenedor para colorantes y/o 

solventes orgánicos no halogenados, según fuera el caso. 

Los reactivos utilizados para la determinación de proteínas fueron 

almacenados en un contenedor especial para su tratamiento posterior 

por el Departamento de Residuos de la FCQ. 
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Los colorantes y residuos utilizados para las tinciones Gram fueron 

desechados al contenedor especial para colorantes y luego. 

Los reactivos que estuvieron en contacto con acrilamida, fueron 

desechados en el contenedor especial para soluciones muy tóxicas o 

cancerígenas.  
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CAPITULO 4 

RESULTADOS  

4.1 Identificación molecular de los microorganismos  

En trabajos previos realizados en el laboratorio de Biotecnología de la 

Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León, se 

aislaron dos bacterias del nejayote NJY2 y NJY4. Estos microorganismos 

presentaron la capacidad de crecer en medios alcalinos e hidrolizar el ácido 

ferúlico de residuos de la industria de la tortilla.26 Por lo anterior se procedió a 

identificarlos. Se realizó el análisis de las secuencias genéticas del 16S ARN 

alineando y comparando regiones correspondientes a las posiciones 45 a 526 

que incluyen las regiones hipervariables V1-337, con secuencias de 18 especies 

de bacterias relacionadas, reportadas en bases de datos públicas. Como se 

aprecia en la Figura 6, los microorganismos aislados del nejayote fueron 

ubicados dentro del género Bacillus y filogenéticamente con un 99.8 y 100% de 

similitud al Bacillus flexus 38 para NJY2 y NJY4 respectivamente. 
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Paenibacillus macerans NCDO 1764 (X60624) 

Paenibacillus polymixa NCDO 1774 (X60632) 

1000 

Bacillus simplex (X60638) 

Bacillus fatidiosus DSM 91
T
 (X60615) 

Bacillus cohnii DSM 6307T (NR 026138) 

Bacillus horikoshii DSM 8719
T
 (X76443) 

Bacillus halmapalus DSM 8723
T
 (NR 026144) 

964 

999 

646 

Bacillus mesgaterium IAM 13418T (D16273) 

NJY2 (HM595742) 

Bacillus flexus IFO 15715
T
 (NR 024691) 

NJY4 (HM595743) 
773 

1000 

1000 

Bacillus lentus NCIMB 8773
T
 (AB021189) 

Bacillus badius ATCC 14574
T
 (X77790) 

Bacillus circulans IAM 12462T (D78312) 

Bacillus firmus IAM 12464
T
 (D16268) 

Brevibacillus brevis JCM 2503T (D78457) 

Bacillus coagulans NCDO 1761 (X60614) 

Bacillus subtilis DSM 10
T
 (AJ276351) 

Bacillus gibsonii DSM 8722
T
 (X76446) 

Bacillus clausii DSM 8716
T
 (X76440) 

910 

Figura 6. Árbol filogenético que muestra las relaciones taxon ómicas de los 
microorganismos aislados del nejayote con cepas tip o. Los números de acceso al 
Gene bank se agregaron en el paréntesis. 
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Tabla VI. Resultado de las pruebas bioquímicas de B. flexus  NJY2 y 
NJY4. 

Objetivo  

Resultado  

NJY2 NJY4 

Producción de indol 

Producción de H2S  

 Prueba de movilidad 

Negativa 

Negativa 

Positiva 

Negativa 

Negativa 

Positiva 

Utilización de citrato como fuente 
de carbono Negativa Positiva 

Fermentación de glucosa 

Producción de acetoína 

Negativa  

Negativa 

Negativa  

Negativa 

Reducción de nitratos 

Denitrificación 
Positiva Positiva 

Oxidasa Negativa Negativa 

Catalasa Positiva Positiva 

Fermentación de azúcares 
Positiva(color 

amarillo) Negativa 
(producción de gas) 

Positiva(color 
amarillo) Negativa 

(producción de gas) 

Hidrólisis de celulosa Negativa Negativa 

Hidrólisis de almidón (pH8) Positiva Positiva 

Hidrólisis de xilano  Positiva Positiva 

Hidrólisis de gelatina (pH 6-9) Positiva Positiva 

Liberación de ácido ferúlico Positiva Positiva 
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4.2 Caracterización bioquímica de los microorganism os 

4.2.1 Pruebas bioquímicas 

Los microorganismos identificados como cepas de Bacillus flexus, fueron 

caracterizados bioquímicamente. Los resultados se muestran en la Tabla  V. 

Los microorganismos no produjeron H2S o indol en el medio SIM; sin 

embargo, presentaron movilidad dentro de este medio semi-sólido. Es probable 

que esta característica sea originada por la presencia de flagelos en la bacteria. 

La cepa NJY2 no utilizó el citrato como fuente de carbono, contrario a la 

cepa NJY4 que obtuvo un resultado positivo en esta prueba. Del producto de 

fermentación de azúcares, solo produjo ácido, confirmado por el vire del 

indicador rojo fenol a amarillo. Estas propiedades bioquímicas, así como la 

ausencia de la oxidasa y la producción de la enzima catalasa por el 

microorganismo, fueron indicativas de un miembro del género Bacillus  de 

acuerdo al manual de Bergey. 34 

 

4.2.2 Determinación de actividad hidrolítica 

Se determinó la capacidad proteolítica extracelular de los microorganismos 

a través de electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes (SDS PAGE), 

incluyendo gelatina en el gel separador e incubando a pH 6-9, tal como se 

describió en materiales y métodos. La mejor actividad proteolítica se observó a 

pH 8 y 9 (resultados no mostrados). 
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Los microorganismos también fueron capaces de crecer en agar almidón 

formando halos de claridad alrededor de las colonias después de teñir la placa 

con lugol, resultado que indica la producción de amilasas.  

Por otro lado, las bacterias fueron capaces de crecer en placas de agar con 

celulosa, sin embargo, no hubo formación de halo de claridad después del 

tratamiento de tinción con el colorante rojo congo. Debido a que el medio de 

cultivo contiene otros componentes (polipeptona y extracto de levadura) que 

permiten el crecimiento del microorganismo sin la degradación de celulosa, se 

concluyó que no había producción de celulasas. 

La actividad esterasa del ácido ferúlico de las cepas de B. flexus NJY2 y 

NJY4 se puso en evidencia al producir halos de claridad en un medio que 

contenía el éster etílico del ácido ferúlico.  

 

4.2.3 Estudio del crecimiento de B. flexus  NJY2 y NJY4 

En la tabla VII se muestran los resultados de la capacidad de B .flexus NJY2 

y NJY4 para crecer a diferente pH, temperatura y concentraciones de NaCl. 

Bacillus flexus NJY2 y NJY4 tuvieron la capacidad de crecer en un intervalo de 

temperatura entre 30 y 50°C, valores donde se desar rollan microorganismos 

mesófilos. Las temperaturas a las que se presentó mayor crecimiento fueron 40 

y 50 °C.En los estudios de pH se observó que las ba cterias presentaron mayor 

crecimiento en valores de 10-12; sin embargo, los microorganismos también 
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crecieron en pH’s cercanos a la neutralidad (pH 7), característica de 

microorganismos alcalófilos facultativos.  

Un gran número de microorganismos alcalófilos presentan capacidad de 

crecer en altas concentraciones de NaCl. Las cepas de B. fexus crecieron en 

medios que contenían concentraciones de NaCl hasta del 10% (p/v). Estos 

resultados indicaron que los microorganismos son halotolerantes.  

Tabla VII. Resultados del estudio de tolerancia a N aCl, pH y 
temperatura. 

Estudio 
Resultados  

NJY2 NJY4 

Crecimiento en pH  

5 - - 

7 ++ ++ 

10 +++ +++ 

12 +++ +++ 

Crecimiento en NaCl   

2% +++ +++ 

5% +++ +++ 

7% ++ ++ 

10% + + 

Crecimiento en °C   

30 ++ ++ 

40 +++ ++ 

50 +++ +++ 

60 - - 
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4.2.4 Determinación cualitativa de la actividad est erasa del ácido 

ferúlico 

Como una prueba rápida de confirmación de la presencia de EAF en las 

cepas, se añadieron 20 µL de una suspensión de células en una caja de agar 

con etilferulato, observándose la presencia de un halo de claridad alrededor de 

la muestra colocada, confirmando la presencia de enzimas presentes en las 

células del cultivo.  

 

 

 

Figura 7. Determinación cualitativa de actividad en  B. flexus  NJY2 

 

4.3.1 Ubicación de la actividad enzimática 

Después de evidenciar la producción de esterasas fenólicas por B. flexus 

NJY2 y NJY4, se procedió a determinar si la actividad enzimática estaba 

asociada a las células o era extracelular. Después de medir la actividad 

presente en suspensiones celulares y sobrenadantes de cultivo utilizando 4-

NFF como sustrato, se concluyó que en ambos microorganismos la enzima se 

ubicaba principalmente asociada a las células (56 mU/mg de proteína en NJY2 

y 29 mU/mg de proteína en NJY4), mientras que la actividad encontrada en la 

fracción extracelular fue mínima (2.2 mU/mg de proteína en NJY2 y 3.1 mU/mg 

de proteína en NJY4). Se decidió seguir el estudio utilizando la cepa NJY2 

debido a que presentó la mayor actividad esterasa. 
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4.3.2 Efecto del pH en la actividad enzimática 

Las enzimas producidas por microorganismos alcalófilos son de gran interés 

industrial por su capacidad de catalizar reacciones a pH alcalinos, 

principalmente si estas reacciones son de hidrólisis sobre ésteres.39 Por lo 

anterior, se estudió el efecto que ejerce el pH sobre la actividad enzimática de 

la esterasa de ácido ferúlico. Estos estudios se realizaron midiendo la actividad 

presente en las células completas y en el sobrenadante de cultivos de B. flexus 

NJY2. Para este estudio el microorganismo fue crecido a pH 7 y 10 para 

comparar el efecto del pH de cultivo en la naturaleza de la enzima. 

El comportamiento de la enzima asociada a células obtenida de cultivos 

realizados a pH 7 se muestra en la Figura 8. Se puede apreciar que la actividad 

esterasa máxima se obtuvo a pH 6 y decayó conforme se alcalinizaba el medio 

de reacción.  

 Por lo que respecta a la enzima asociada a células obtenidas de cultivos a 

pH 10, ésta presentó un comportamiento diferente. En la Figura 8 se observa  

que en pH 5-7 no se aprecia un cambio importante en la actividad; sin embargo, 

a pH 8 se obtiene el máximo y parece mantenerse hasta pH 9 disminuyendo en 

gran proporción a pH 10.  

La enzima extracelular presentó un comportamiento diferente a la enzima 

asociada a células. Como se puede apreciar en la Figura 8, el máximo de 

actividad se presentó a pH 6, manteniendo una actividad mínima a pH 9 y 10, 

sin importar el pH del cultivo a partir del cual fue obtenida la enzima. 
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Figura 8 . Efecto del pH en el comportamiento de la enzima asociada 
a células. −�−Células obtenidas de cultivos a pH 7  --♦-- Células 
obtenidas de cultivos a pH 10 

 

Figura 9. Efecto del pH en el comportamiento de la enzima extracelular.--
♦♦♦♦-- Enzima presente en el sobrenadante de un cultivo a pH 7. −�− Enzima 
presente en el sobrenadantes de un cultivo a pH 10 
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4.3.3 Efecto de la fuente de carbono en la producci ón de la esterasa del 
ácido ferúlico de Bacillus flexus  NJY2 

Se determinó el efecto de diferentes fuentes de carbono en la producción de 

la esterasa de ácido ferúlico de B. flexus NJY2. Como se puede apreciar en la 

Figura 9, la actividad asociada a células se produjo en todos los medios de 

cultivo; sin embargo, los niveles de actividad más altos se obtuvieron al utilizar 

fuentes de carbono que contenían ácido ferúlico en forma esterificada 

(pericarpios de maíz, trigo y arroz) y/o libre (medio LB con ácido ferúlico 

adicionado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las fuentes de carbono sin ácido ferúlico presentaron las menores 

actividades (medios xilano y LB), Cuando se adicionado AF en concentraciones 

de 2 mg/mL, este inhibió el crecimiento microbiano y con eliminó cualquier 

rastro de actividad enzimática asociada a él.  

Figura 10. Efecto de la fuente de carbono en la producción de esterasas del 
ácido ferúlico por B. flexus NJY2. 
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4.4 Determinación de la masa molecular de la estera sa de ácido 

ferúlico  

La masa molecular de la esterasa de ácido ferúlico fue determinada por 

electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes. Para lo cual con el fin de 

identificar la banda de proteína con actividad esterasa, los geles de acrilamida 

se lavaron para quitar el exceso de SDS e incubaron sobre una placa de agar 

que contenía 0.1% (p/v) etilferulato. En la Figura 10, se aprecia un halo de 

claridad en el frente del gel indicando que la enzima posee una masa molecular 

muy pequeña. Para mejorar la resolución, se decidió modificar las condiciones 

electroforéticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          A        B        C                             1                2                       3 

Figura 11.  Electroforesis en condiciones desnaturalizantes en 
tris/glicina. Muestras teñidas con azul de coomasie   A.  DEPOL 740L 
(Control positivo)            B. Sobrenadante concentrado 30 veces C. Células 
completas. Muestras Zimogramas  1.  DEPOL 740 L  2. Sobrenadante 
concentrado 30 veces 3. Células completas 



55 

 

Los geles fueron desarrollados utilizando el amortiguador tricina en lugar del 

Tris/glicina. Como se puede observar en la Figura 10 las proteínas presentaron 

menor movilidad y se pudo determinar que la masa molecular de la esterasa de 

ácido ferúlico de B. flexus fue de 9.8 kDa. Este dato se obtuvo utilizando como 

referencia las movilidades de estándares proteínicos de masa molecular 

conocida (carril A de la Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 Optimización de la producción de la feruloil es terasa de B. flexus  NJY2 

4.5.1 Análisis del  crecimiento de B. flexus  en los diferentes tratamientos 

 Para optimizar las condiciones de producción de la esterasa de ácido 

ferúlico de B. flexus NJY2, se utilizó la metodología de superficie de respuesta 

soportada por un diseño central compuesto. Las variables involucradas en los 

medio de cultivo se establecieron en el Tabla V.  

                                                     A      B                        1 

Figura 12. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes en 
tricina. Muestras teñidas con azul de Coomassie : A. Marcador de 
peso molecular, B. Extracto de enzima con SDS al 10%. Zimograma  
1. Extracto de enzima con SDS al 10% 
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Primero se analizó el comportamiento del crecimiento del B. flexus NJY2 en 

los diferentes tratamientos del diseño de experimentos. Las curvas de 

crecimiento del microorganismo en los diferentes medios de cultivo se 

presentan en las Figuras 13 y 14 con su respectivo modelo matemático.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Cinética de crecimiento y actividad de B. flexus  NJY2 usando 
extracto de levadura como fuente de nitrógeno.  (A) Tratamiento 1 (B) 
Tratamiento 2 (C) Tratamiento 3  (D) Tratamiento 4. (•) Datos experimentales de peso 
seco (−) Modelo de regresión no lineal (�) Actividad esterasa del ácido ferúlico. 
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Se observa que las cinéticas de crecimiento de B. flexus NJY2 en todos los 

tratamientos son similares, caracterizadas por una fase lag de 10 horas 

aproximadamente, seguida de un crecimiento exponencial de 15 horas de 

duración.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cinética de crecimiento y actividad de B. flexus  NJY2 
usando peptona de caseína como fuente de nitrógeno.  (A) Tratamiento 5 (B) 
Tratamiento 6 (C) Tratamiento 7  (D) Tratamiento 8. (•) Datos experimentales de peso 
seco (−) Modelo de regresión no lineal (�) Actividad esterasa del ácido ferúlico. 

 

Posteriormente se calcularon las constantes de crecimiento del B. flexus 

NJY2 en cada uno de los tratamientos, los resultados obtenidos de velocidad 

específica de crecimiento máxima  µmáx y la carga del sistema K  se mencionan 

en la Tabla VIII. 
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Tabla VIII. Promedio de las velocidades específicas  máximas de 
crecimiento en cada tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En todos los tratamientos se obtuvieron valores de K muy similares (Tabla 

VIII), sin embargo, se aprecia que el mayor K (9.33 mg/mL, tratamiento 6) se 

obtuvo al utilizar peptona de caseína como fuente de nitrógeno, en combinación 

con el amortiguador de sodio al menor nivel (2 g/L), sin embargo, con el 

aumento en la concentración del mismo amortiguador al nivel alto (15 g/L), 

produce una pérdida en la capacidad de carga del sistema al mínimo nivel 

posible obtenido en todos los tratamientos (8.92 mg/mL). El cambio en la 

concentración del amortiguador de sodio utilizando en combinación con extracto 

de levadura no produjo un cambio notable en el valor de K.  

La combinación de extracto de levadura con el amortiguador de calcio tuvo 

un efecto directamente en la capacidad de carga, con el aumento de la 

T 
K (mg/mL) 

± desviación 
estándar 

µµµµmáx (h-1) 
± desviación 

estándar 

1 9.06 ± 0.02 0.044 ±0.0004 

2 9.11 ± 0.08 0.043 ±0.0006 

3 9.27 ± 0 .04 0.051 ±0.0006 

4 9.13 ± 0.06 0.044 ±0.0004 

5 8.97 ± 0.03 0.046 ±0.0010 

6 9.33 ± 0.05 0.044 ±0.0008 

7 9.01 ± .01 0.047 ±0.0002 

8 8.92 ± 0.02 0.042 ±0.0002 
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concentración del amortiguador, se incrementa el valor de K, mientras que el 

cambio en la concentración del amortiguador de sodio no produce un efecto 

remarcable.  En el análisis de ANOVA (Tabla IX), se evaluó la significancia de 

las variables mediante el valor-p, entre más pequeño el valor, mayor es el 

efecto de la variable sobre la respuesta. El tipo y la concentración de la fuente 

de nitrógeno, asi como las interacciones entre el tipo de catión del amortiguador 

y el la naturaleza de la fuente de nitrógeno fueron los factores más significantes 

que afectan el valor de K (p ≥ 0.001).  

Tabla IX Análisis de varianza de los resultados de crecimiento y 
actividad enzimática .      

               MS-Media cuadrática. F- Valor de Fischer. p- Nivel de significancia. 

Table 2. Análisis de varianza (ANOVA) del DCC 

 

 K  

(mg) 

 µmax 

 (h-1) 

 Enzymatic activity 

 (mU/mg) 

F  MS F p  MS F p  MS F P 

X1  0.0122 5.47 0.032  0.000075 192.2 0.000  26433.84 900.4 0.006 

X2  0.0067 3.00 0.102  0.000016 40.7 0.000  36309.26 1236.8 0.000 

X3  0.0417 18.65 0.000  0.000004 10.6 0.004  37786.47 1287.1 0.000 

X4  0.0241 10.81 0.004  0.000001 1.9 0.184  18866.43 642.6 0.007 

X1 
X2 

 0.1551 69.34 0.000  0.000075 192.2 0.000  26433.84 544.0 0.000 

X1 
X3 

 0.0498 22.30 0.000  0.000016 40.7 0.000  36309.26 752.8 0.000 

X1 
X4 

 0.1356 60.64 0.000  0.000004 10.6 0.004  37786.47 1039.2 0.000 
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La velocidad máxima específica de crecimiento µµµµmáx fue afectada 

directamente por la naturaleza de la fuente de nitrógeno, obteniéndose los 

valores más altos de velocidad cuando se utilizó el extracto de levadura (0.051, 

0.047, 0.046 h-1) independientemente de la concentración y el tipo de catión 

utilizado en el amortiguador. De acuerdo con el análisis de ANOVA, los 

principales factores que afectan la µµµµmáx son el tipo de catión y la concentración 

del amortiguador, y la naturaleza de la fuente de nitrógeno, además de la 

interacción entre los mismos factores (p ≥ 0.001). 

4.5.2 Análisis de la actividad enzimática del B. flexus  en todos los 

tratamientos 

En la Tabla X se muestran los valores máximos de actividad enzimática 

presentada por B. flexus NJY2 y el tiempo en el que se observó esta actividad, 

presentándose la máxima actividad enzimática durante la fase exponencial en 

todos los casos. Se puede apreciar que la máxima producción de actividad 

enzimática ocurrió con el tratamiento 1 (2g/L CaCO3, 5 g/L extracto de levadura) 

y el tratamiento 5 (Na2CO3 2 g/L, extracto de levadura 10 g/L).  

El análisis de varianza realizado con Statistica 7.0 a los resultados de 

actividad esterasa del ácido ferúlico se presentaron en la Tabla IX. El ANOVA 

de los resultados de la actividad feruloil esterasa, confirmó que solo dos 

factores no fueron significantes para la actividad enzimática, estos fueron catión 

usado en el amortiguador y la concentración de la fuente de nitrógeno (p ≥ 
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0.001), el resto de los factores así como sus interacciones obtuvieron un valor-p 

igual o menor a 0.001.  

Tabla X. Máxima actividad EAF de cada tratamiento ( los valores 
representan los triplicados de cultivos con su resp ectiva desviación 

estándar). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para observar mejor el efecto de las variables utilizadas en la producción de 

la esterasa del ácido ferúlico de B. flexus NJY2, se construyeron modelos de 

contorno en 2D. 

Las gráficas de contorno se modelaron en función de dos factores 

manteniendo los demás a valores constantes. Primero se utilizó el extracto de 

levadura como factor fijo (Figura 14). Se observó el aumento de la actividad 

enzimática al disminuirse las  concentraciones de los amortiguadores utilizados, 

T EAF (mU/mg) 
±desviación estándar 

Tiempo de máxima 
actividad enzimática 

(horas) 

1 302.4 ± 8.9 27 

2 35.0 ± 1.6 24 

3 45.7± 8.0 27 

4 33.0 ± 4.1 24 

5 67.7 ± 4.6 22 

6 33.8 ± 3.5 20 

7 26.3 ± 4.6 22 

8 22.8 ± 3.5 20 
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tanto de calcio y sodio, mientras que la actividad disminuye cuando se utilizan 

concentraciones altas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Superficie de respuesta de los tratamien tos con extracto de 
levadura (A) Catión del buffer (Ca) (-1, 2 g/L; 1, 15g/L) Tipo de fuente de 
nitrógeno (Extracto de levadura) (-1, 5 g/L; 1 10g/L)      
 (B) Catión del buffer (Ca) (-1, 2 g/L; 1, 15g/L) Tipo de fuente de nitrógeno 
(Extracto de levadura) (-1, 5 g/L; 1 10g/L) 

 

Después se modeló la actividad enzimática producida por B. flexus NJY2 

en función de la peptona de caseína como  factor fijo (Figura 15). Se observó 

que la actividad enzimática aumenta cuando se utiliza el catión de calcio en el 

amortiguador en pequeñas concentraciones o el de sodio en altas 

concentraciones. Sin embargo, los niveles de actividad enzimática no son 

comparables a los alcanzados por el uso de extracto de levadura en el medio.   
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Figura 16. Superficie de respuesta de los tratamien tos con peptona de 
caseína (A) Catión del buffer (Ca) (-1, 2 g/L; 1, 15g/L) Tipo de fuente de 
nitrógeno (Peptona de caseína (-1, 5 g/L; 1 10g/L)      
 (B) Catión del buffer (Ca) (-1, 2 g/L; 1, 15g/L) Tipo de fuente de nitrógeno 
(Peptona de caseína) (-1, 5 g/L; 1 10g/L) 

 

Cada curva en la gráfica representa un número infinito de combinaciones 

de dos factores manteniendo los otros en un nivel medio. El nivel más alto de 

actividad se encuentra conforme decrece el tamaño de la elíptica. Esta 

interacción permite estimar los valores actividad enzimática a ciertos valores 

dados de los factores, con ayuda de los coeficientes obtenidos a partir del 

análisis ANOVA, modelo dado a continuación:   

NConBCatNSBCatBConBCat

NConNSBConBCat

XXXXXX

XXXXmgmUEAF

65.3534.3003.25

03.2867.3989.3818.3378.70)/(

+++
++++=

Ec. 4 

Por último se graficaron los valores obtenidos con la ecuación anterior, 

contra los valores experimentales (Figura 17), para estimar la calidad del 
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modelo propuesto. Una buena correlación fue observada y expresada como un 

coeficiente de regresión (R2= 0.0978).  

 

Figura 17. Gráfica de valores estimados contra obse rvados de la actividad 
esterasa del ácido ferúlico.  

 

 

 

 

 

 

 

Observado
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CAPITULO 5 

DISCUSIÓN  

El género Bacillus es conocido por tener una gran versatilidad en los 

procesos industriales, debido a gran capacidad hidrolítica y a tolerar ambientes 

hostiles, donde es capaz de sobrevivir y producir enzimas que pueden actuar 

bajo estas condiciones extremas.40,41  En este caso los microorganismos 

aislados del nejayote e identificados bioquímica y genéticamente como B. flexus 

NJY2 y NJY4, no fueron la excepción pues demostraron capacidad para 

sobrevivir y funcionar en ambientes neutros y alcalinos. Así mismo, presentaron 

capacidad para hidrolizar sustratos naturales y sintéticos, siendo la principal 

actividad de interés en este estudio la esterasa de ácido ferúlico de la cepa 

NJY2. Estas enzimas se obtienen principalmente de fuentes fúngicas que 

trabajan en condiciones cercanas a la neutralidad, de aquí radica la importancia 

de encontrar nuevas fuentes de producción de esterasas del ácido ferúlico 

debido a que pueden presentar variabilidad en la especificidad   y facilidad de 

obtención a partir de las fermentaciones.42 
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El comportamiento de la EAF de B. flexus NJY2 frente al pH estuvo 

directamente relacionado con las condiciones de cultivo del microorganismo, de 

tal manera que cuando B. flexus fue cultivado a pH 7, el pH al cual se determinó 

la máxima actividad correspondió a 6, mientras que cuando fue crecido en 

condiciones alcalinas (pH 10) la actividad máxima determinada se obtuvo a pH 

8. Diversas hipótesis pueden ser plantadas para explicar este fenómeno. 

La primera hipótesis planteada propuso que B. flexus NJY2 producía dos 

tipos de EAF, una enzima inducida en pH neutro con una actividad máxima 

detectado a pH 6 y otra enzima inducida en pH alcalino con capacidad de 

catalítica máxima detectada a pH 8. Esta hipótesis fue descartada pues se 

elaboraron extractos libres de células utilizando tanto cultivos obtenidos a pH 7 

como a pH 10 y en ambos casos la enzima presentó la máxima actividad a pH 

6. Esto nos indicó que independientemente del pH del cultivo el microorganismo 

produce la misma enzima. Sin embargo, quedaba la duda si la enzima 

extracelular era resistente a valores de pH’s alcalinos y como se muestra en la 

Figura 7, la enzima extracelular presentó su máxima actividad a pH 6 

independientemente de las condiciones de cultivo. Al parecer esta enzima es la 

misma que la asociada a células y es excretada al medio de cultivo 

posiblemente debido a un proceso de lisis celular. 

Contrariamente a lo esperado, la enzima producida por B. flexus NJY2  

posee poca actividad bajo condiciones alcalinas y únicamente puede realizar su 

función cuando está asociada a la células cultivadas bajo condiciones alcalinas. 
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Esto es debido a estrategias utilizadas por el microorganismo para proteger a 

sus enzimas y a otros sistemas proteicos contra la desnaturalización.  

La primera de estas opciones es mantener a la enzima ligada a membrana 

o en el espacio periplasmático, donde no puede ser atacada fácilmente por el 

ambiente alcalino exterior. 

Una alternativa relacionada con la anterior es desarrollar, bajo condiciones 

alclalinas, una pared celular hasta un 20% más gruesa y con un incremento en 

la cantidad de acido áspartico, glutámico, galacturónico, glucónico y fosfórico 

presentes en los ácidos teicoicos.3,4,43  Los ácidos teicoicos generados bajo 

condiciones alcalinas ocasionan una gran densidad de cargas negativas 

alrededor de la pared celular las cuales permiten la absorción de iones de sodio 

e hidronio y repele los iones hidroxilo evitando su participación en la hidrólisis 

de la pared celular y el contacto con las enzimas asociadas a células o 

periplasmática. Este mecanismo ayuda a mantener condiciones cercanas a la 

neutralidad en los alrededores de la membrana celular .1 Los microorganismos 

alcalófilos facultativos al crecer bajo condiciones cercanas a la neutralidad, no 

desarrollan estas características en la pared celular y cuando las células 

obtenidas en medios neutros son puestas en contacto con medios alcalinos, se 

inicia un proceso de lisis química y enzimática de la pared celular exponiendo 

las enzimas periplasmáticas y/o asociadas a la membrana celular al medio de 

reacción. 
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Las explicaciones anteriores y los resultados obtenidos nos indican que la 

enzima la EAF sintetizada por B. flexus NJY2 no es capaz de trabajar bajo 

condiciones alcalinas. El microorganismo crecido bajo condiciones alcalinas 

crea un microambiente neutro ya que la pared celular evita el contacto de la 

enzima con el medio de reacción de tal manera que se puede apreciar actividad 

bajo condiciones alcalinas (Figura 16 A). Cuando B. flexus crece bajo 

condiciones neutras, este efecto protector no está presente y la enzima queda 

expuesta al medio de reacción (Figura 16 B y C). 

La esterasa del ácido ferúlico de Bacillus flexus NJY2, puede ser utilizada 

entonces como un biocatalizador de células completas lo cual asegura 

estabilidad de la enzima en ambientes alcalinos, bajo costo en la preparación y 

facilidad en la recuperación del biocatalizador, entre otros beneficios. Existe un 

escaso número de géneros bacterianos con capacidad para sintetizar EAF. 

Entre los reportados en la literatura se encuentran Streptomyces, Lactobacillus, 

Fibrobacter, Clostridium y Bacillus. Respecto al género Bacillus, no existen 

estudios referentes a la caracterización de sus enzimas sólo se conoce que, al 

igual que en B. flexus NJY2, las EAF están asociadas a la células.  

En este estudio además de caracterizar el efecto del pH sobre la actividad 

de la enzima se determinó que la enzima tiene una masa molecular de 9.8 kDa. 

Esta enzima es muy pequeña respecto a otras EAF reportadas (con masas 

moleculares de 20-200 kDa), lo que podría indicarnos que la banda de actividad 

observada sobre geles que contienen etilferulato, correspondan a unidades 

monoméricas de la enzima o bien a productos de procesamiento proteolítico 
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Figura 1 6 (A y B)  Representación de la  pared  celular de B. flexus  
NJY2 desarrollada en medio neutro. Los círculos rep resentan la EAF. 
B. Representación del comportamiento de la pared ce lular de B. 
flexus  NJY2 desarrollada en medio neutro y posteriormente  expuesta 
a pH alcalino   
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pues el microorganismo produce proteasas. A pesar de que no han sido 

reportadas EAF con masas moleculares menores a 20 kDa se conoce la 

existencia de péptidos de hasta 3 kDa con actividad EAF .44 

Debido al interés comercial en las EAF, es importante estudiar los factores 

involucrados en su producción. Reportes en la literatura indican que el ácido 

ferúlico posee actividad antimicrobiana23; sin embargo, en concentraciones 

menores a 1 mg/mL presentó efectos estimulatorios sobre la producción de la 

EAF de B. flexus NJY2. De acuerdo a los resultados presentados, no es 

Figura 16 (C) Representación de la  pared celular de B. flexus  NJY2 
desarrollada en medio alcalino y sus mecanismos de protección y 
resistencia en medios de reacción alcalinos.  
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necesaria la presencia de ácido ferúlico para inducir la producción de la enzima; 

sin embargo, su presencia ya sea en forma libre o esterificada duplica la 

producción de la enzima.45 Cabe mencionar que concentraciones de ácido 

ferúlico mayores a 1 mg/ml disminuyeron la producción de la enzima muy 

posiblemente por la inhibición en el crecimiento del microorganismo. En muchos 

microorganismos la síntesis de EAF es acompañada de la síntesis de xilanasas 

pues son enzimas con actividad sinérgica. Por lo anterior se ha pensado que la 

sola presencia de xilano o hemicelulosa (libre de ácido ferúlico) es necesaria 

para la producción de la enzima. En este estudio se concluyó que no es 

necesaria la presencia de hemicelulosa o algún otro azúcar para inducir la 

producción de la enzima. 

En este mismo sentido se realizó la optimización de la producción de la 

enzima utilizando como variables la concentración de amortiguador, la 

naturaleza del catión del amortiguador, así como la concentración y naturaleza 

de la fuente de nitrógeno. Estos factores influyeron de manera importante en la 

producción de la enzima y en menor proporción en el crecimiento del 

microorganismo. La velocidad específica máxima de crecimiento de B. flexus 

NJY2 no fue un parámetro fácilmente variable, ya que los valores fueron muy 

similares a pesar de las variaciones en la composición y las concentraciones de 

los medios de cultivo, al contrario del comportamiento de otros Bacillus en el 

cual la velocidad de crecimiento tuvo marcadas diferencias de hasta 88 y 

97.5%.46,47 Las variables que lograron un mayor efecto en los valores de µmáx 

fueron la concentración del amortiguador y la naturaleza del catión. A este 
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respecto es necesario recalcar que B. flexus NJY2 fue aislado de nejayote, un 

residuo agroindustrial con altos contenidos de calcio, por lo que el 

microorganismo pudo haber desarrollado durante el transcurso de su evolución 

sistemas fisiológicos con afinidad a este catión.48  

Por lo que respecta a la producción de la enzima, en todos los casos ésta fue 

producida en la fase exponencial por lo que se considera que está asociada al 

crecimiento del microorganismo. Al contrario de lo observado para la velocidad 

específica de crecimiento, las variables del diseño de experimentos ejercieron 

un efecto apreciable en la producción de la EAF. Los modelos de contorno 

realizados con Statistica 7.0 permitieron observar la inclinación de la superficie 

indicando que el calcio en combinación con una pequeña concentración de 

extracto de levadura fueron las variables que permitieron una mayor producción 

de enzima. Esta actividad destaca de manera significativa a los valores 

reportados en la literatura para cualquier especie de Bacillus y Lactobacillus, y 

es comparable con algunas especies de Streptomyces. Es de destacar la 

influencia del extracto de levadura y la concentración de calcio para la 

producción enzimática, ya que en los tratamientos 1 y 5, que contenían este 

componente a diferentes concentraciones, el microorganismo produjo una 

mayor cantidad de enzima (302 y 67 mU/mg proteína-1 respectivamente). El 

extracto de levadura es una fuente de aminoácidos que permite al 

microorganismo crecer y producir enzimas49,50; sin embargo, un exceso de 

extracto de levadura puede impedir el uso de sustratos que estimulan o inducen 

la producción de la enzima.51,52 
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Por lo que respecta al calcio, éste puede ser esencial tanto para la actividad 

enzimática53,54  como para ayudar a la estabilidad enzimática.55 Sin embargo, 

en este caso, la mejor hipótesis es que la bacteria necesita calcio para producir 

y/o activar la enzima; sin embargo, altas concentraciones de este catión 

divalente ocasionan ya sea una baja producción de enzima o inactivación de la 

misma. El calcio juega un papel importante en el crecimiento celular pues ayuda 

a regular la presión osmótica de la pared y membrana celular, manteniendo 

íntegras estas estructuras y brindando una mejor protección a la esterasa del 

ácido ferúlico. Sin embargo, también puede participar en un rol intracelular, 

específicamente en la señalización intracelular para la transcripción.56  

Finalmente, se corroboró que los datos experimentales de la actividad 

enzimática se ajustan muy bien a los valores previstos por el modelo cuadrático 

elaborado y que la optimización de la enzima feruloil esterasa (4.28 veces mas 

actividad que el medio sin optimizar), es comparable a estudios que siguieron la 

misma estrategia de optimización de MSR acoplada a un Diseño Central 

Compuesto, donde se obtuvieron 4.4 y 3 veces más de actividad en amilasas y 

xilanasas respectivamente.27,32 Incluso son mayores a estudios con resultados 

de 1.4 veces y 2 veces más actividad de xilanasas y cutinasas. 28,33  
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CAPITULO 6 

CONCLUSIONES  

 

− Se aislaron dos microorganismos del nejayote los cuales fueron 

identificados filogenéticamente como cepas de Bacillus flexus NJY2 y 

NJY4 y bioquímicamente  como microorganismos alcalófilos facultativos 

y halotolerantes. 

− B. flexus NJY2 y NJY4 son productores de enzimas hidrolíticas como 

proteasa, amilasas y esterasa del ácido ferúlico, principalmente la cepa 

NJY2.  

− La masa molecular de la esterasa del ácido ferúlico de B. flexus NJY2 

desnaturalizada con SDS es de 9.8 kDa 

− Si bien la EAF de B. flexus NJY2 es no es una enzima alcalina, cuando 

se encuentra asociada a célula es capaz de trabajar en un pH por arriba 

de la neutralidad (pH 8) con un alto potencial hidrolítico al ser capaz de 

hidrolizar ésteres sintéticos y naturales del ácido ferúlico.  

− Entre los factores que influyen principalmente en la actividad EAF, se 

encuentra la concentración de ácido ferúlico, que en concentraciones 

menores a 1 mg/mL estimula casi al doble la producción de la enzima, la 

presencia de calcio y principalmente el extracto de levadura como fuente 

de nitrógeno que en concentraciones de 2 g/L y 5 g/L respectivamente 

optimizaron la actividad enzimática hasta 302 mU/mg de proteína.  
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− Dentro de las especies de Bacillus, esta es la mayor actividad esterasa 

del ácido ferúlico lograda hasta ahora.  

 
 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 1 

Isolation and characterization of new facultative a lkaliphilic 

Bacillus flexus strains from maize processing waste  water 

(nejayote) 
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ANEXO 2 

Statistical optimization of culture media for the p roduction of a cell 

associated ferulic acid esterase from Bacillus flexus NJY2. 
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Statistical optimization of culture media for the 

production of a cell associated ferulic acid esterase from 

Bacillus flexus NJY2. 
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1
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2
, Sandoval-González Rosalía,  Cantú 

Cárdenas María Elena, Mónica Sanchez-Gonzalez. 

 

 

 

 

Introduction 

 

Feruloyl esterases (EC 3.1.1.73) are a subclass of the carboxylic acid esterases enzymes, that 

cleave the ester linkage between hydrocinnamic acids and sugars present in plant cell walls 

(Topakas et al. 2007). Feruloyl esterases (FAEs) have a number of potential biotechnological 

applications such as isolation of bioactive compounds from agro wastes(Jeong 2000), use in the 

pulp and paper industries(Benoit 2008), the production of fuel ethanol (Benoit 2008), and as a 

synthetic tool to synthesise novel esters,  between others (Topakas et al. 2007). These 

applications are of great importance in the actual context of sustainability. However, 

thermostable and pH resistant biocatalysts are required for the development of industrial 

applications (10, 12). Bacillus flexus NJY2 is a facultative alkaliphilic bacteria isolated from 

maize processing waste water (nejayote) (13). This microorganism synthesizes phenolic acid 

esterases, mainly cell associated, able to hydrolyze ferulic acid from an alkaline processed 

(nixtamalized) maize bran, and ferulic acid ethyl and methyl esters (13). The maximum phenolic 
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esterase activity of B. flexus NJY2 resting cells obtained under alkaline conditions was found at 

pH 8. Cells provide a natural environment preventing from conformational changes in protein 

structure that would inactivate enzymes in extremely acid and alkaline media (15). For this 

reason whole cell biocatalysts have been used for centuries as a traditional way of application. 

Bacillus species generally synthesize low levels of feruloyl esterases (1.3-50 mU/mg protein) 

(16,17), in the vast majority as intracellular enzymes, so higher levels of enzymatic activity are 

necessary to potential use of this biocatalyst in the all these industriesDespite the need of 

increase the level of activity feruloil esterases, there are only a few reports related to the 

optimization of feruloil esterases production ( Dong 2006, Yue 2009). In general, the feruloil 

esterases production depends on several variables: pH, Type and Concentration of the Nitrogen 

sources and the effect and concentration of cation in the media, in our previous work, we 

determined four main factor affecting the enzymatic production of B. flexus NJY2, the 

utilization of yeast extract and casein peptone as nitrogen source and salts buffer with calcium 

and sodium (unpublished data).  

The classical method to optimization involves the change of one factor at time, while the others 

keep at constant level.  Nevertheless, this method carried out a considerable amount of 

experiments and time, also is less effective analysis of interactions between the factors 

(Sivakumar, Fontes-Pio). In most published studies of feruloil esterases produced by bacteria 

(Yue, Dong shin), the effect of each variable was studied independently, with the others 

variables held constant, in order to enhance the data information maximizing the feruloil 

esterases. However, until now, no study has used the central composite design to analyze the 

optimal conditions for growth and production of B. flexus to obtain high feruloil esterases 

activities.  The use of experimental design can provide valuable and statistically significant 
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models of a phenomenon with a minimum number of experiments. With this smaller number 

of experiments, the importance of each variable and of their interaction effects can be 

determined.  

 

Another alternative is the use of Response Surface Methodology (RSM), a combination of 

statistical techniques generally used to study the combined effect of certain variable, to 

optimize conditions in a multivariable system and estimate the coefficients to generate a 

mathematical model of response (Ren 2006, Coman 2011, Khurana 2007). This technique 

generates response surface and contour plots from linear interaction and quadratic effects of 

two or more factors and fits the experimental data to calculate the optimal response of the 

process. The present study is the first successful optimization of the esterase from B. flexus 

NJY2 using a RSM supported on a Central Composite Design (CCD).  

Materials and methods 

Microorganism 

Bacillus flexus NJY2 is maintained in the Autonomous University of Nuevo Leon, Faculty of 

Chemistry culture collection and was grown and stored on alkaline corn agar containing 20 g/L 

dextrose, 5 g/L corn flour (milled commercial white maize), 5 g/L yeast extract (Difco), 8 g/L 

Ca(OH)2, and 20 g/L agar at 4°C. 

Culture media for the optimization of feruloyl esterase production 

Basal media for optimization of feruloyl esterase production was composed of 20 g/L 

nixtamalized bran maize, and 0.5 g/L CaCl2, pH was adjusted to 10 after sterilization. The level 
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of basal media was maintained constant but the rest of the components varied according to 

the experimental design presented in Table 1. Inocula were grown in corn bran medium (CBM), 

composed of 20 g/L nixtamalized corn bran, 5 g/L yeast extract, and 15g/L CaCO3, at 28 °C and 

150 rpm for 24 h. After the incubation time, 2.5 mL of the inocula cultures were transferred to 

250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of media. Each culture conditions were performed 

in triplicate. 

 

Analytical methods 

Dry cell weight was determined harvesting 200 µl of cell sample by centrifugation at 2600xg 

and 4°C. Cells were washed and dried in a vacuum oven at 75 °C.  

For the feruloyl esterase activity determination cells were washed three times with MOPS, 

sodium salt at pH 7. The resting cells obtained were assayed for ferulic acid esterase activity by 

a spectrophotometric assay using p-nitrophenyl ferulate (PNPF) as substrate (Mastihuba et al., 

2002). One unit of enzyme activity is defined as the amount of enzyme releasing 1 µmol of p-

nitrophenol from PNPF in 1 min at 37 °C. 

 

RSM-CCD: experimental design 

A factorial design CCD was adapted to optimize the enzyme production. A central point was not 

used, the four factors with replicates were utilized at the two levels, low (-1) and high (+1), with 

a total of 8 experiments were conducted and for each was performed by triplicate. The 

codification used in the experimental design is given in Table 1The effect of factors was 
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observed in two main parameters, the microbial growth (carrying capacity of the system and 

maximum specific growth rate) and enzymatic activity (feruloyl esterase production) of B. 

flexus NJY2.  

The experimental results of RSM were fitted by the response surface regression procedure, 

using the following second-order polynomial equation: 

411431132112443322110 XXXXXXXXXXY ββββββββ +++++++=        Eq. 1 

Where Y is the response predicted: β0, intercept; β1β2β3, linear coefficients; β12β13β14, 

interactions coefficients; the X values represent coded factors. The quality of fit to the 

polynomial model was expressed by the coefficient of determination R
2
.  

 

Statistical analysis and modelling 

Dry weight data were fitted to non linear regression analyses using Polymath version 6.0 

(Control Data Corporation) and the polynomial equation 1. 

rtePoKPo

PoK
DW −−+

=
)(

 Eq 2 

 Where DW is the population at specific time; Po, is initial population and K, is the carrying 

capacity of system.  

The maximum specific growth rate (µmax) was calculated using equation 2: 
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DWDW

−
−=µ   Eq 3 

 

Where DW is the population at time 1 (t1) or 2 (t2). 

An analysis of variance (ANOVA) of each parameter was performed using Statistica version 6.0. 

Soft Stat, Tulsa, OK, US, to evaluate the principal factors affecting the parameters observed 

(Table 2).  

 

Results 

 

Effect of experimental design variables on B. flexus NJY2 growth 

The bacterial growth kinetics is shown in Figure 2. Microorganism presented a similar growth 

behavior in all media variants, characterized by a lag phase of 10 h approximately, followed by 

an exponential growth of around 15 h. The parameters calculated based in growth are 

presented in the codification showed in material and methods. 

The higher K value obtained (9.33 mg/mL, run 6) was obtained with CPe combined with lower 

sodium buffer concentration(2 g/L), however the increase of sodium buffer concentration to 

higher level (15 g/L) results in a loss of carrying capacity to minimum value obtained (8.92 

mg/mL). The change in sodium buffer concentration in combination with YEx did not showed a 

remarkable effect on K value.  The calcium buffer in combination with YEx showed a 

r(significant) effect to previous combination of sodium and CPe, giving a loss of carrying 
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capacity of the system with increase of the concentration of this salt buffer. While the use of 

sodium buffer with YEx have similar results in K value. The ANOVA showed the most significant 

factors affecting this parameter are nature and concentration of nitrogen source and the 

interactions between the cation buffer and the nitrogen source (p ≤ 0.001).   

µmax values were affected directly by the source of organic nitrogen, obtaining the highest 

values (0.051, 0.047, 0.046 h
-1

) with the yeast extract and independently the cation used in the 

buffer, however, according with ANOVA, the main factors affecting the velocity of bacterial 

growth were cation and concentration buffer, kind of nitrogen source and the interactions 

between the same factors (p ≤ 0.001).  

 

Effect of experimental design variables on B. flexus NJY2 feruloyl esterase 

In order to search for the optimum combination of medium components to enhance the 

feruloyl esterase production, experiments were performed according to the central composite 

design experimental described in Materials and methods. As can be observed, in all treatments 

the enzyme was produced during the exponential growth phase (20-27 h) (Figure 1). Higher 

enzymatic activities (302, 67.7 and 45.7 mU/mg), were obtained with yeast extract than with 

casein peptone. Mean while the lowest enzymatic activities (22.8 y 26.3 mU/mg) were 

obtained using sodium buffer (15g/L) with casein peptone (10g/L) and yeast extract at high 

concentration (10g/L) respectively. All the factors and the interaction between them were 

statistically significant, since the p-value was minor to 0.006 in all the factors. The two lower 

significant factors to enzyme activity were cation buffer and concentration of nitrogen source 

(0.006 and 0.007 respectively).  
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To better observe the effect of each factor used in the experimental design, contour plots were 

used to understand the interaction effects of the involved factors (Figure 5 and 6). The contour 

plots of RSM were built as a function of two factors at time keeping other factors at fixed 

levels. In these figures, is remarkable the low efficacy of sodium buffer in the level of enzymatic 

activity, and the importance of the utilization of the yeast extract in the media to production of 

the enzyme at low concentration. It can be observed by the increase of the enzymatic activity 

with the decrease of yeast extract and calcium concentration. 

Each contour curve shown represents an infinite number of combinations of two tested factors 

with the other two maintained at their respective medium level. The higher level of activity is 

close to smaller elliptic. This allow to estimate the enzymatic activity at certain given values of 

factors, helping with the second order polynomial equation (1) fit with the coefficient obtained 

with ANOVA to estimate the optimum response of the system, given as follows: 

 

 
NConBCatNSBCatBConBCat

NConNSBConBCat

XXXXXX

XXXXmgmUFAE

65.3534.3003.25

03.2867.3989.3818.3378.70)/(

+++
++++=

Eq. 4 

 

A graphic plot of observed versus predicted values of response obtained with the equation 

before (Eq 4), were done to estimated the quality of the model propose (Figure 4). A good 

correlation was observed and expressed as the coefficient or regression (R
2
= 0.0978).  

 

Discussion 
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Respect to velocity growth, the main factor affecting the µmax values were the use of yeast 

extract. The higher values of µmax were obtained with this nitrogen source, it has been 

reported the effect of yeast extract in bacterial growth (Suarez 1998, Kademi 1999,Yue 2009, 

Atta 2011). However this was not a parameter easily changeable, with a 17% less growth 

between of lower respect the higher value. By contrast, Periago reports a difference of 88% in 

growth of B. megaterium in a treatment with antimicrobials and Kiung Heo showed a variation 

of 97.8% in the growth rate of the B. cereus using different values of pH, temperature and NaCl 

values.  

On the other hand, the role of the monovalent ions in the survival mechanisms in a alkaline 

media by facultative and alkaliphile bacteria (Aono and Kulwrich). Nevertheless, the B. flexus 

NJY2 was isolated from a high-alkaline waste contained Ca(OH)2, a factor that can cause a 

change in the metabolism and development of the microorganism and become a necessary 

component on the media to survive and grow (Shemarova). Generally, the rol of ion calcium is 

stabilization of proteins in cell wall, but, also is an important factor in the signaling of 

intracellular response (Jurado and Norris).  In other way, the calcium could be having a direct 

effect in the production, stabilization and activity of enzyme as reported Frikha,  Dodia and 

Krukeja, or by stimulatory effect such as reported by Yue (2009).  

After the optimization the optimization produce 4.28 higher activity than the medium 

unoptimized, a comparable level to studies related to optimization of amylase (4.4 folds), 

xylanase (3 folds) (sivakumar, Coman, Kurhana) and higher than studies related to lipase (1.4 

folds) and cutinases  (2 folds)(Kumari)(CCD - RSM). In the contour plots, the efficacy of Yex and 

calcium buffer at low values is highly remarkable, since the level of enzymatic activity was twice 

than the utilization of yeast extract and sodium buffer at any concentration.  
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The parity plot showed a satisfactory correlation between observed and predicted values, 

which the points cluster around the diagonal, indicates the good fit of the model, because the 

deviation between the both values was small.  

As it can be observed, there is a good correlation with the model done with polynomial 

equation. 

  

Conclusions 

Unlike other studies of esterases producing microorganisms (Kademi, Yue), the B. flexus NJY2 

growth is uninfluenced by the nitrogen source or the cation buffer. All the treatments have a 

similar growth and maximum specific growth rate levels.  

In contrast of growth, the enzymatic activity was a highly parameter influenced by the variables 

of the design. However, the enzymatic activity is no associated to amount growth, since the 

bacterial growth keeps constant in all the treatments, unlike the esterase activity. The ferulic 

acid esterase production was and parameter affected by the presence of yeast extract and ion 

calcium in the media at low concentration. All the factors uses in the experimental design were 

significant to the enzyme production (p-≤0.001), so we are sure we use the main factors that 

can optimize the production of the enzyme by bacteria. The run 1 was the most suitable 

treatment to obtain the optimum ferulic acid esterase (302 mU/mg) at lower concentration of 

yeast extract and calcium buffer ( 5 g/L and 2 g/L respectively. This level of enzymatic activity is 

the higher within the reported by to (bacillus) enzymes (16, 17). 
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*(The coded factors)  

 

 

 

 

 

Table 1. Codification and results of Central Composite Design 

YEx- Yeast extract     CPe- Casein Peptone 

 

  Codification   Results  

  Cation  

Buffer 

X1 

Concentration 

Buffer (g/L)  

X2 

Nitrogen 

Source 

X3 

Concentration 

Nit Sour (g/L) 

X4 

 

K 

(mg/mL) 

µmax  (h-1) FAE 

(mU/mg) 
Run 

1  (-1)  Ca++ (-1)    2 (-1)    YEx (-1)    5  9.06 ± 0.02c 0.044 ±0.0004b 302.4 ± 8.9a 

2  (-1)  Ca++ (-1)    2 (1)    CPe (1)   10  9.11 ± 0.08b 0.043 ±0.0006b 35.0 ± 1.6c 

3  (-1)  Ca++ (1)   15 (1)    YEx (1)   10  9.27 ± 0 .04a 0.051 ±0.0006a 45.7± 8.0b 

4  (-1)  Ca++ (1)   15 (-1)    CPe (-1)    5  9.13 ± 0.06b 0.044 ±0.0004b 33.0 ± 4.1c 

5  (1)    Na+ (-1)    2 (-1)    YEx (1)   10  8.97 ± 0.03c 0.046 ±0.0010a 67.7 ± 4.6b 

6  (1)    Na+ (-1)   2 (1)    CPe (-1)    5  9.33 ± 0.05a 0.044 ±0.0008b 33.8 ± 3.5c 

7  (1  )  Na+ (1)   15 (-1)    YEx (-1)    5  9.01 ± .01c 0.047 ±0.0002a 26.3 ± 4.6c 

8  (1)    Na+ (1)   15 (1)    CPe (1)   10  8.92 ± 0.02c 0.042 ±0.0002b 22.8 ± 3.5c 
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Table 2. Analysis of variance (ANOVA) of results from CCD 

 

 K  

(mg) 

 µmax 

 (h-1) 

 Enzymatic activity 

 (mU/mg) 

Factor  MS F p  MS F p  MS F P 

X1  0.0122 5.47 0.032  0.000075 192.2 0.000  26433.84 900.4 0.006 

X2  0.0067 3.00 0.102  0.000016 40.7 0.000  36309.26 1236.8 0.000 

X3  0.0417 18.65 0.000  0.000004 10.6 0.004  37786.47 1287.1 0.000 

X4  0.0241 10.81 0.004  0.000001 1.9 0.184  18866.43 642.6 0.007 

X1 X2  0.1551 69.34 0.000  0.000075 192.2 0.000  26433.84 544.0 0.000 

X1 X3  0.0498 22.30 0.000  0.000016 40.7 0.000  36309.26 752.8 0.000 

X1 X4  0.1356 60.64 0.000  0.000004 10.6 0.004  37786.47 1039.2 0.000 
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Figure 1. Kinetics growth and enzymatic activity of  B. flexus  NJY2 using yeast 
extract as nitrogen source in the media.  (A) Run 1 (B) Run 2 (C) Run 3  (D) Run 4. 
(•) Dry weight experimental data (−) No-linear regression model (�) Ferulic acid 
esterase activity. 

Figure 2. Kinetics growth and enzymatic activity of  B. flexus  NJY2 using casein 
peptone as nitrogen source in the media. ( A) Run 1 (B) Run 2 (C) Run 3 (D) Run 4. 
(•) Dry weight experimental data (−) No-linear regression model (�) Ferulic acid 
esterase activity. 

Figure 3. Plot of values observed vs. predicted of ferulic acid esterase activity 
(FAE). 

Figure 4. Contour plot from RSM of treatments using  yeast extract versus buffer 
cation (calcium and sodium). (A) Yeast extract (-1, 5 g/L; 1, 10g/L) calcium (-1, 2 g/L; 
1, 15 g/L)  (B) Yeast extract (-1, 5 g/L; 1, 10g/L) sodium (-1, 2 g/L; 1, 15 g/L) 

Figure 5. Contour plot from RSM of treatments using  yeast extract versus buffer 
cation (calcium and sodium). (A) Casein peptone (-1, 5 g/L; 1, 10g/L) calcium (-1, 2 
g/L; 1, 15 g/L)  (B) Casein peptone (-1, 5 g/L; 1, 10g/L) sodium (-1, 2 g/L; 1, 15 
g/L) 
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