PRODUCCION DE ENZIMAS DE ARQUEAS HALOFILAS CULTIVADAS POR FERMENTACION
EN MEDIO SOLIDO

Martha F. Martin del Campo®, Rosa M. Camacho®, Juan C.Mateos-Diaz", Jests Cérdova®, Marcelo Miiller-Santos™
Jorge A. Rodriguez®. * Biotecnologia Industrial, Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del
Estado de Jalisco,Guadalajara, Jalisco, C.P. 44270, > Departamento de Quimica, Universidad de Guadalajara ,

Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brasil. email:mr_cataldo_86x@hotmail.com

Palabras clave: Fermentacion sélida, arquea haldfila, esterasa/lipasa

Introduccién. Las enzimas de arqueas haléfilas han sido
catalogadas como biocatalizadores altamente estables;
sin embargo, su produccion tipica en cultivo en lote es
baja, dificultando su purificaciéon y caracterizacion. Las
esterasas y lipasas de arqueas haldfilas podrian ser un
biocatalizador  altamente estable a condiciones
requeridas en la industria por lo que su busqueda y
produccidon son de alto interés biotecnoldgico. En el
presente trabajo, tres arqueas haldéfilas: Natronococcus
sp. TC6 (Ntc), Halobacterium sp. NRC1 (Hb) vy
Haloarcula marismortui (Hm) fueron cultivadas en lote,
implementando por primera vez la fermentacién en medio
sélido (FMS) para el cultivo de arqueas haldfilas con el fin
de introducir mejoras en la produccion de la actividad
esterasal/lipasa respecto a lo obtenido actualmente por
fermentacion en medio liquido (FML).

Metodologia . Ntc fue cultivada en medio DSM97, Hb y
Hm fueron cultivadas en medio ATCC 2185 a 4M de
NaCl y 40 °C. La FMS fue realizada de acuerdo con (1)
empleando 4 soportes inertes: agrolita (A), vermiculita
(V), esponja de poliuretano (PM) vy fibra de vidrio (FV) a
80% (p/v) de contenido liquido, la actividad acuosa (ay)
fue medida mediante un higrometro. La FML se llevo a
cabo en matraces a 250 rpm.10% (v/v) de in6culo fue
empleado tanto en FMS como FML. Se tomaron
muestras cada 24h para cuantificar la biomasa por
densidad o6ptica (600nm) y la actividad esterasa/lipasa de
acuerdo a (2) empleando éster de p-nitrofenil butirato (p-
NPB) y de p-nitrofenil laurato (p-NPL) como sustratos, y
tanto el caldo con las células como muestra enzimatica.
Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

Resultados . Para la exploracion del cultivo por FMS en
arqueas haldfilas se seleccion6 a Ntc por su capacidad
de producir actividad esterasal/lipasa (3), y se midi6 la
actividad esterasal/lipasa y a, para seleccionar las
mejores condiciones de produccion. Las arqueas
haléfilas tienen su éptimo de crecimiento a 0.7-0.75 a
(5-4M de NaCl) (4) por lo que la busqueda de estos
valores es deseable. Se detect6 (Tabla 1) que una alta
a, (V,APM) propicia una menor actividad.
Relevantemente, al emplear la mezcla FV-PM (5 g FV/1g
PM) la a, fue cercana al 6ptimo y la actividad sobre p-
NPL superior al empleo de todos soportes por si solos, y
a su vez 6.4 veces superior al cultivo por FML a 4M NacCl.

Tabla 1. Cribado de soportes en el cultivo de Ntc por FMS a 120 h.

Actividad enzimatica

Soporte p-NPL, U/L ayw
\Y 9.6 £0.2 0.85
A 10.8+0.4 0.85
PM 1.9+0.09 0.93
FVv 17.1+0.9 0.78
FV-PM 334+1.0 0.74

La mezcla FV-PM fue empleada posteriormente como
soporte en el cultivo de Hb y Hm. Al determinar la
actividad esterasal/lipasa se encontr6 que para las 3
arqueas, la actividad fue siempre mayor en FMS respecto
a la FML, siendo para p-NPL entre 2.4 a 6.2 veces (Fig. 1
A) y entre 2.3 a 2.8 veces para p-NPB (Fig. 1 B).
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Fig. 1. Comparacion de la maxima produccion de actividad
esterasa/lipasa sobre p-NPL (A) y p-NPB (B) producida por FMS y FML
para Ntc (120 h), Hb (48h) y Hm (72) h.

Conclusiones . Las tres arqueas haléfilas fueron
cultivables por FMS donde la baja a,, propiciada mejoré
la produccion de biomasa y actividad esterasa/lipasa.
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