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RESUMEN :

En este trabajo se utilizé la bacteria marina Vibrio harveyi para la
produccion de proteasas extracelulares en un bioreactor, con un medio de
cultivo en agua de mar. Se utilizo el medio Zobell suplementado con 0.25 %
de “skim milk” para el crecimiento y produccion de proteasas, incrementando
5 veces su actividad. La producbién de enzimas es mayor en la fase
exponencial tardia del crecimiento microbiano, teniendo como caracteristica
la bioluminiscencia previa a la mayor sintesis de proteinas. Las proteasas
producidas tienen un peso molecular de 47, 40 y 35 kDa, determinado por
analisis electroforético y zimogramas. La mayor actividad proteolitica se
obtuvo a un pH 9, una salinidad de 1.5 % y temperatura de 55 °C. El analisis
usando inhibidores indica que la actividad principal es de una serin-proteasa.
La bacteria V. harveyi fue cultivada en un bioreactor con un volumen de
trabajo de 1 L, utilizando un modo de operacion en lote. Las condiciones
hidrodinamicas de agitacién y aireacion, muestran que la velocidad

especifica de crecimiento maxima (p) alcanzada se obtiene a 0.8 vvm y 700
rpm, con una pde 0.51 h™' y la minima utilizando 0.2 vvm y 300 rpm, con una
1 0.05 h™'. La mayor actividad proteolitica se detectd a 700 rpm y 0.85 vvm

(3.3 UA). El coeficiente de transferencia de oxigeno ki, en agua de mar en el
bioreactor incrementa su valor de 0.25 a 1.32 s, utilizando 0.2 vwm y 300
rpmy 0.8 vvmy 700 rpm, respectivamente. Estos resultados sugieren que el
crecimiento bacteriano y la produccion de proteasas estan fuertemente

influenciados por las condiciones hidrodinamicas del bioreactor.
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ABSTRACT

In this work, the marine bacterium Vibrio harveyi was used for the
extracellular protease in a bioreactor, with a culture medium in marine water.
Zobell medium supplemented with 0.25 % of skim milk was used, for growth
and protease production, the enzymatic activity was increased five times.
The prolease production is larger in the late period of the exponential
microbial phase, having a previous bioluminescence as a characteristic
before protein synthesis. The proteases produced had a molecular weights of
47, 40 and 35 kDa, resolved by electrophoretic and zymogram analyses. The
highest proteolytic activity was obtained at pH 9, with a salinity of 1.5 %, and
a temperature of 55 °C. The analyses of activity in the presence of inhibitors
suggest, thal serine-protease is the main activity found. The bacteria V.
harveyi was cultured in a bioreactor, with a 1 L as work volume, the reactor
was operated in a batch mode. The hydrodynamic conditions (agitation and
aeration), show that the maximum specific growth (i) rate found was 0.51 h'"
at 0.8 vvm and 700 rpm and the minimum p observed was 0.05 h™', using 0.2
vvm and 300 rpm. The largest proteolytic activity (3.3 UA) was detected at
700 rpm and 0.85 vvm. The oxygen transfer coefficient k., of the marine
water in the bioreactor increase from 0.25 to 1.32 s™, using 0.2 vwvm and 300
rom and 0.8 vvm and 700 rpm, respectively. These results suggest that the
bacterial growth and protease production are strongly influenced by the

hydrodynamic behavior of the bioreactor.
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1 INTRODUCCION :

Los microorganismos representan una fuente atractiva de enzimas
proteoliticas que a diferencia de otras fuentes como animales y vegetales,
éstas pueden ser obtenidas en un periodo de tiempo relativamente corto,
usando procedimientos de fermentacién establecidos o adaptados y que
producen abundantemente el producto deseado. Ademas, en general las
proteasas microbianas son extracelulares en la naturaleza y son secretadas
directamente al medio por lo que en la fermentacion, esto simplifica el
proceso de recuperacion de producto “downstream processing”
(recuperacion-produccién) comparado con las proteasa obtenidas de fuentes
vegetales y animales. Las proteasas son importantes para diversas
industrias entre ellas la alimenticia, en la elaboracion de hidrolizados
proteicos, vinos, productos lacteos (Godfrey y West, 1996), saborizantes y
sintesis de aminoacidos (Madigan et al., 1999). Otra caracteristica de las
enzimas microbianas es que poseen una vida media larga y pueden ser
almacenadas por periodos prolongados sin una pérdida significativa de su
actividad.

Para el desarrollo de un proceso de fermentacion y produccion de
enzimas para la industria, conocer los parametros de fermentacion, las
estrategias de purificacion y las propiedades biocataliticas de las enzimas es
de vital importancia. El proceso de fermentacion para la produccion de
proteasas puede ser regulado variando la relacién carbono/nitrégeno del
medio y este puede ser escalado usando cultivo en lote o continuo,

prolongando asi la fase estacionaria del cultivo, aumentando asi el producto
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deseado. La produccion “de proteasas es algo inherente en todos los
organismos, pero solo aquellos microbios que producen una cantidad
sustancial de proteasas extracelulares han sido utilizados comercialmente,
como el genero Bacillus que domina el mercado (Manchini y Fortina, 1998).

Las proteasas microbianas alcalinas dominan el mercado mundial de
las enzimas, llegando a ser dos terceras partes de las utilizadas en la
industria de los detergentes (Green, et al.1996). Las bacterias han sido el
grupo dominante para la produccién de proteasas alcalinas, siendo el género
Bacillus la principal fuente. El género Bacillus ha sido aislado de diferentes
ambientes, aunque las cepas con mayor potencial de produccion son B.
licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquifaciens y B. mojavensis (Gupta et al.,
2002b; Kalisz 1988; Kumar y Takagi 1999; Rao et al., 1998).

Otras especies bacterianas conocidas como potenciales productores
son las Pseudomonas sp. (Bayoudh et al., 2000; Ogino et al., 1999), entre
los actinomicetos se encuentran las cepas de Streptomyces (Petinate et al.,
1999) y en hongos, Asperyilli, Conidiobolus sp., y Rhizopus sp., estas han
sido utilizados para la produccién de proteasas (Chakrabarti et al., 2000;
Rajamani y Hilda 1987; Bhosale et al, 1995; Banerjee y Bhattacharyya,
1993), también la levadura Candida sp. ha sido estudiada como potencial
fuente de proteasas alcalinas (Poza et al, 2001). Un gran numero de
bacterias, hongos, levaduras y actinomicetos son conocidos por su
capacidad de producir proteasas alcalinas de tipo serinico (Kumar y Takagi,
1999). Existe una lista amplia de microorganismos productores de proteasas,

pero solo pocos son considerados apropiados para la explotacion industrial,



debido a que entre otras “caracteristicas deben de estar ubicados en las
listas internacionales de seguridad (GRAS), es decir que tienen las
caracteristicas de ser no-téxicos y no-patégenos.

En cuanto a la obtencion del producto, la estrategia convencional de
purificacion enzimatica utilizada, involucra la concentracién, cromatografia o
sistemas de extraccion de dos fases y la estrategia depende de la proteasa
en cuestion. Varias proteasas industrialmente importantes han sido
cristalizadas para estudios de homologia molecular y estructuras
tridimensionales (Gupta et al., 2002a). Las proteasas alcalinas tienen su
aplicacion en la formulacién de detergentes y éstas requieren de ser activas
en intervalos de pH entre 8-12 y temperaturas entre 50-70 °C, algunas
excepciones se pueden encontrar con pH hasta 13 y temperaturas de 80 °C.
El punto isoeléctrico de las proteasas alcalinas se encuentra generalmente
entre 8-11, las caracteristicas enzimaticas requeridas por las industrias

dependen del uso que estas realicen en el proceso o producto final deseado.

1.1. Microorganismos marinos como fuente de enzimas con actividades
cataliticas novedosas

En el ambiente marino se encuentran millones de especies de
microorganismos que realizan un papel importante en la mineralizacion de la
materia organica, degradacién del plancton muerto, plantas, animales,
compuestos contaminantes, asi como en la productividad primaria y
secundaria. Estos microorganismos tienen una diversidad de actividades

enzimaticas y son capaces de catalizar reacciones bioquimicas con enzimas



novedosas de acuerdo alentorno en el que se desarrollan. Asi bacterias
aerobicas pueden producir enzimas como amilasas, desoxiribonucleasas,
lipasas y proteasas. Algunas especies han sido reportadas como
productoras de cantidades considerables de alginato-liasa, quitinasas,
glucanasas, glutaminasas, haloperoxidasa, ADN polimerasas y enzimas
termo-estables (Austin, 1992; Chandrasekaran, 1997), obteniéndose
enzimas con caracteristicas no encontradas en microorganismos terrestres y
que son de gran utilidad. Entre estos microorganismos se han encontrado
microorganismos marinos como bacterias (Farell y Crosa, 1991), levaduras,
hongos y cianobacterias de vida libre marina (Namikoshim y Rinehart, 1996)
que son productores de enzimas proteoliticas. Algunos de estos
microorganismos se encuentran asociados a organismos, ya sea que se
encuentren presentes en los organos digestivos de algunas especies
marinas (Pinn et al., 1997) o bien como simbiontes externos (Farell y Crosa,
1991), estos microorganismos pueden ser utilizados por el sector industrial
para producir enzimas con diferentes caracteristicas cataliticas.

Los microorganismos mesofilos y psicréfilos del ambiente marino
producen enzimas con actividades y estabilidades inusuales con respecto a
las encontradas en el medio terrestre. Se ha observado que estas enzimas
son reactivadas por la presencia de algunos iones como sodio y zinc (Farell
y Crosa, 1991) calcio, magnesio, y cobalto (Duong et al., 1981) por lo que
estas enzimas presentan expectativas interesantes también en la aplicacion

como aditivos para detergentes y en donde la catélisis se realice a



temperaturas inferiores a los 25 °C debido a la naturaleza de estas enzimas
(Manachini y Fortina, 1998).

El estudio de las proteasas de origen bacteriano marino es aun
reciente y se ha centrado en la caracterizacién (mecanismo de accion) de
enzimas proteoliticas y sus relaciones con especies de importancia
comercial, como por ejemplo el camardn (Fukuda et al., 1997) y el salmén
(Ellis et al, 1997; Farell y Corsa 1991; Wiklund y Dalsgaard, 1998). A estas
enzimas se les ha considerado como un factor importante de la
patogenicidad de las bacterias (Ellis et al, 1997; Farell y Crosa, 1991:
Moreno y Landgraf, 1998; Lygren et al., 1998; Toranzo y Barja, 1993), o bien
los estudios se han enfocado en aquellas enzimas que contribuyen a
facilitar la digestion del alimento (Pinn et al., 1997). También con estas
enzimas se han realizado estudios de manipulacion genética (Croxatto et al.,
2002; Durhan et al, 1993) los cuales han contribuido al aumento de las
aplicaciones de éstos. Pero poca informacion se ha encontrado sobre la
utilizacion de éstas enzimas o como efectuar la produccién a nivel planta
piloto o gran escala, y esto en parte se debe a que la actividad enzimatica no

es expresada en crecimiento en bioreactor.

1.2. Desarrollo de wun bioproceso de produccion para un
microorganismo marino

Los microorganismos que se encuentran en el mar requieren
comunmente en forma especifica del ion sodio para la estabilidad de su

membrana celular (Madigan et al, 1999). Ademas de los iones potasio,



calcio y magnesio para su crecimiento y para la produccion de la actividad
enzimatica (Makino et al., 1981). Estos micronutrientes (iones) necesarios
para el crecimiento de las bacterias marinas ya han sido considerados
(Oppenheimer y Zobell, 1952), por lo que usualmente se utiliza agua de mar
envejecida en la preparacion de medios de cultivo marino sélido.

La mayoria de las enzimas microbianas de uso industrial son
producidas por fermentacion sumergida convencional, lo cual permite el
control de las condiciones de produccién, en comparacién con fermentacion
en estado-sdlido. El proceso de fermentacién en estado liquido para la
produccion de proteasas, pareciera ser idéntico en todos Ios casos, es una
necesidad real el optimizar los pardmetros de operacion, tales como,
temperatura, pH, nutrientes, promotores, tiempo de incubacion, preparacion
de inoculo, y el desarrollo del proceso de recuperacion-purificacion de la
enzima deseada. Esto se debe principalmente a las variaciones en el
desarrollo de las cepas microbianas y la naturaleza de la sintesis de la
enzima. Los microorganismos marinos requieren en muchas ocasiones,
condiciones especiales de cultivo, presiéon hidrostatica y/o osmotica
diferente, medios de cultivo diferentes, seleccién de modos de operacion de
la fermentacion, requerimientos de oxigeno, estabilidad a la fuerza de corte
ejercida por las condiciones hidrodinamicas de los bioreactores,
especialmente agitacion, que involucra el tipo de agitador (Chandrasekaran,
1997, Marquez, et al., 1999).

Entre los factores importantes a desarrollar durante la primera etapa

del proceso es la caracterizacion del crecimiento del microorganismo,



determinar los factores nutticionales, bioquimicos y fisicoquimicos, obtencion
del producto su calidad y estabilidad. En cuanto a la caracterizacion del
crecimiento microbiano éste dependeréa de la forma de utilizacion de los
nutrientes del medio, el transporte de estos elementos a través de la
membrana celular y la ruta metabdlica que utilicen para su consumo. El
rendimiento y la adquisicion de un modelo de crecimiento y produccion se
utilizan para modelar el curso del proceso.

El disefo de una planta de bioproductos requiere del conocimiento de
varias disciplinas destacando las de biociencias y de ingenieria. La
integracion de éstas disciplinas tiene un efecto sinérgico de la biotecnologia
industrial (Kevin y Hatzimanikatis, 2002). La estructura conceptual de un
bioproceso inicia con el estudio del organismo que se va a utilizar, desarrollo
del medio de cultivo, optimizacion de éste y las condiciones del mismo
cultivo, cinética de crecimiento, producciéon de metabolitos, disefio del
biorreactor y del proceso de recuperacion y por ltimo purificacion del
producto deseado y modelacién. Una vez realizado lo anterior, se procede a
la realizacion del escalamiento del proceso aunado al estudio de factibilidad
econémica del mismo. Los principales criterios de escalamiento estdn
relacionados a uno de los factores mas importantes la transferencia de

oxigeno y de nutrientes.

1.3. Transferencia de oxigeno en bioreactor
La oxidacion de la fuente de carbono y su transformacién en células

productos y CO,, establece una demanda de oxigeno que es esencial



satisfacer a través de la aireacion y mezclado del cultivo. La determinacién
de los requerimientos de oxigeno del cultivo es un factor indispensable para
asegurarse de que el suministro sea suficiente. E| oxigeno debe de ser
aportado continuamente ya que es sélo escasamente soluble en una
solucion acuosa (Cliffe K. 1996). Cuando se evalla la transferencia de
oxigeno en una fermentacién es necesario calcular las resistencias a la
transferencia que encuentra el oxigeno antes de llegar a la célula. El
mecanismo total de la transferencia se puede dividir en una serie de pasos
de la manera siguiente: primeramente el oxigeno debe viajar a través del gas
hacia la interfase gas-liquido, después a través de la interfase del liquido y
finalmente, hacia el organismo. El proceso completo es impulsado por la
diferencia entre la concentracién de oxigeno en el gas y en el organismo. Se
ha encontrado que la rapidez de transferencia de oxigeno a bajas
concentraciones, es proporcional a la diferencia de concentraciones del
mismo (Cliffe, 1996). Se ha demostrado que la resistencia mayor la opone la
pelicula de liquido que rodea las burbujas. Pero esto sélo ocurre en el caso
de organismos unicelulares. En los agregados celulares (pellets) la difusion a
través del agregado mismo constituye el paso limitante (Miura, 1976).

En el caso de absorcion de gases en liquidos mediante burbujeo de
gas, la resistencia total esta representada por la pelicula del fiquido. La
concentracion de oxigeno en la interfase gas-liquido es casi igual a su
solubilidad, C4*, y C_ es la concentracién de oxigeno en el seno de la
solucion. Es posible por lo tanto, tener un coeficiente de transferencia de

oxigeno k.a en la fase liquida y un area interfacial. El término k,a depende



de las propiedades fisico-quimicas del medio en bioreactor y sus
condiciones de operacién. El valor del coeficiente volumétrico de
transferencia de masa k.a, puede ser controlado por las condiciones de
agitacion y el flujo de aire. Se han creado numerosas técnicas para la
determinacion experimental de los valores de k a. La técnica mas directa es
la del régimen estacionario (Wang et al., 1979) en el cual se utilizan las
mediciones de las concentraciones de oxigeno gaseoso de entrada y salida
y los flujos, para determinar la rapidez de captacién de oxigeno. Se usa un
electrodo de oxigeno disuelto para medir la concentracion de oxigeno en el
liquido. EI oxigeno es un substrato que limita el crecimiento, sin embargo
arriba de cierta concentracion de células, el crecimiento dependera de la
concentracion de oxigeno. El conocimiento del comportamiento de kia
permite la operacion de los bioreactores en condiciones en las cuales el

oxigeno no es un factor limitante para el crecimiento.
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2 ANTECEDENTES )

La produccién industrial de enzimas utilizando microorganismos
marinos es escasa y existen pocos reportes que describan el uso de
biorreactores para este propdsito. Actualmente, algunos investigadores
estan trabajando en la optimizacion de la produccién de algunas proteasas
para aplicaciones en biomedicina y alimentos, producidas a partir de un
Vibrio costicola y de Pseudomona fluorescens y de quitinasas producidas
por Pseudomonas pseudomalleiy Streptoverticillium sp., utilizando procesos
de fermentacion en estado sdlido y sumergido respectivamente

(Chandrasekaran, 1997)

2.1. Bacterias marinas productoras de enzimas proteoliticas con
propiedades novedosas

Diversos estudios demuestran la posibilidad de obtener enzimas
proteoliticas con propiedades cataliticas novedosas a partir de bacterias
marinas. Se han obtenido proteasas endo- y exopeptidasas de Vibrio sp.
(Wiersma et al, 1978), de otras proteasas también se han reportado en
Vibrio sp. (Ichige et al., 1988; David et al., 1992; Eliis et al., 1992), Vibrio
proteoliticus (Durham et al., 1998), Aeromonas salmonicida sp. (Lygren et
al., 1998). Aeromonas subtilasa (Tsujibo et al., 1996), Algunas otras cepas
marinas producen proteasas alcalinas sensibles a quelantes de metales

(Fukasawa et al. 1998) y Vibrio harveyi (Liu et al., 1999).
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Vibrio harveyi es uria bacteria luminiscente ubicua que se encuentra
en aguas marinas, como parte de la flora intestinal de algunos animales
marinos (Harris et al., 1996), pero también puede encontrarse en forma libre,
saprofilica, en simbiosis y como parasito (Jayabalan y Pillai 1994). El peso
molecular es un factor importante para la recuperacion de las enzimas en los
procesos industriales, siendo una de las caracteristicas enzimaticas
primordiales a determinar. En el genero Vibrio dos proteasas de pesos
moleculares de 22 y 38 kDa fueron purificadas y parcialmente caracterizadas
en las cepas 770527 y 820514 (Lee et al., 1999, Liu y Lee 1999). Se reportd
una proteasa cisteinica de 22 kDa en Vibrio harveyi (Lee et al., 1997) una
endopeptidasa de 31 kDa y una aminopeptidasa de 21 kDa en Vibrio sp.,
con un pH optimo entre 7.8-8.6 y una temperatura éptima de actividad de
50-65 °C (Wiersma et al, 1978), en Vibrio anguillarum se reporté una
proteasa de un peso molecular de 38 kDa, la cual fue inhibida por EDTA
(Farell y Crosa, 1991), y de otro Vibrio sp. se ha reportado una proteasa de
94 kDa (Ichige et al., 1988), en Aeromonas salmonicida una proteasa
extracelular de 70 kDa (Ellis et al., 1997), otra del mismo peso producida en
la fase exponencial (Lygren et al., 1998), una aminopeptidasa para alanina
(Obata et al, 1997) y dos metalo-endopeptidasas en el intestino de
Paraoeneus trisfasciatus con pesos moleculares de 48 y 36 kDa (Fukuda et
al., 1997).

La cepa Vibrio harveyi FLA-11 produce enzimas sensibles a agentes
quelantes, con caracteristicas de proteasas alcalinas (Fukasawa et al,

1988). En estas enzimas, el inhibidor PMSF no presenté efecto inhibitorio
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sobre la actividad enzimétita, concluyendo estos autores que el mecanismo
no es de tipo 'serl'nico. El peso molecular de la enzima encontrada
corresponde a 21 kDa (Fukusawa et al, 1988). De otra cepa de Vibrio
harveyi 820514 fue realizada la purificacién y caracterizacion de la misma,
basandose en estudios enzimaticos de inhibicion, concluyendo que se trata
de una “cistein-proteasa”. Esta caracterizacion fue basada en estudios
enzimaticos utilizando inhibidores especificos. La proteasa fue inhibida por
iones (Cd*?, Zn*?, Cu*? y Hg*?) y mostré una sola banda electroforética con
un peso molecular de 38 kDa, (Lee et al. 1999), en esta especie se ha
encontrado otra actividad de 22 kDa de peso molecular (Liu y Lee 1999). En
todos estos estudios se determind la actividad utilizando inhibidores

especificos y no utilizaron substratos especificos para la actividad reportada.

2.2. Condiciones de cultivo para la produccion de proteasas

En un cultivo sumergido, una cepa bacteriana excretd una
metaloproteasa con una actividad enzimaticamente 6ptima entre 20-30 °C y
un pH de 6.5-7.0 (Turkiewicz et al., 1999), Vibrio anguillarum, crecido en
Luria-Bertani, excret6 una proteasa (Denkin et al., 1999). Una Pseudomona
sp 145-2, que puede crecer entre 0-37 °C y produjo una proteasa entre las
6-10 horas de cultivo a una temperatura entre 20-30 °C (Makino et al., 1981).
Algunas de estas bacterias pueden crecer en agar infusion de cerebro y
corazon, agar soya tripticasa suplementados con NaCl 1.5 % (Lee et al.,
1997) o bien en agar marino. Las bacterias psicréfilas (Vibrio sp. OP7)

aisladas de peces marinos (Makarios-Laham, 1990) presentaron una



temperatura maxima de crecimiento a los 16 °C en un medio mineral con
extracto de levadura y NaCl.

Una cepa bacteriana marina aislada de un eufdusido del Antartico
produjo y excretd una metaloproteasa entre 5 — 10 °C. La temperatura
optima de crecimiento fue a los 15 °C, y la maxima actividad proteolitica se
detectd entre los 20 y 30 °C, el pH dptimo fue de 6.5-7.0 (Turkiewicz et al.,
1999). Una Pseudomona sp. 145-2 aislada del mar de Uwa, Japén (Makino
et al., 1981) puede crecer en un intervalo de temperatura de 0 a 37 °C, con
produccién enzimatica entre las 6 a 10 horas de cultivo, entre 20 y 30 C.
Estos autores utilizaron caseina como fuente de carbono y nitrégeno,
observando que para el crecimiento y produccion de proteasas fue necesaria
la adicién de los iones sodio, potasio, calcio y magnesio. Otras proteasa
obtenidas de Pseudomonas han sido purificadas y caracterizadas (Duong et
al., 1981; Takenaka y Watanabe, 1997).

Bacterias termdfilas como Pyrococcus abyssi'y Pyrococcus fuciosus
secretan proteasas extracelulares (Dib et al., 1997; Harwood et al., 1997),
cuya temperatura 6ptima de actividad puede ser cercana a los 100 C. Otras
cepas halotolerantes de Bacillus licheniformis aisladas del sedimento marino,
han demostrando ser capaces de producir una gran actividad proteolitica
durante la fase exponencial tardia de crecimiento y se ha observado que al
utilizar agua de mar durante la fermentacion incrementé la produccion
enzimatica a 150% (Manachini y Fortina 1998). Kohlmann et al., (1991),
encontraron produccion de proteasas en dos cepas psicrofilas de

Pseudomonas fluorescens y P. fragi, en medio nutritivo a 7 °C. La mayor
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produccion se observo enla parte tardia de la fase exponencial y la fase
temprana de la fase estacionaria. La actividad proteolitica encontrada es
estable entre 7- 52 °C y 5.5-8.5 de pH, ésta enzima fue inhibida por el EDTA
reportandose como una metaloproteasa. Una “serin-proteasa” fue obtenida
por una arqueo-bacteria haloalcalofilica Natrialba magadii al término de la
fase exponencial del crecimiento microbiano, cuya acumulacion siguié a lo
largo de la fase estacionaria. Esta bacteria puede crecer a pH entre 8.5-11 y

una concentracion de NaCl de 20 % (Giménez, et al., 2000).

2.3. Parametros operacionales de biorreactores

Las caracteristicas operacionales tienen importancia fundamental en
procesos biotecnolégicos industriales, uno de los costos importantes de la
fermentacion industrial son las propiedades hidrodindmicas del bioreactor,
que en el mejor de los casos deben de ser 6ptimas. La produccién de
proteasas extracelulares por Bacillus subtilis puede ser mejorada
significativamente, modificando elementos operacionales como: el tipo de
impulsor, velocidad de agitacion y aireacién, modificando la relacién altura-
diametro del reactor, para el caso de un bioreactor tipo “air-lift” el cambio en
la relacion altura-volumen produjo un aumento del 10 % en la produccién de
proteasa, aun habiendo sido optimizada la produccion en un reactor agitado
con propelas (Yuguo Z. et al., 2001).

El control de la tension de oxigeno disuelto en fermentaciones
bacterianas involucra la manipulacién de la velocidad de agitacion y la

velocidad de suministro de aire, para ello optimizar el coeficiente volumétrico
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de transferencia de masa kLa es importante. Este recurso da resultados
satisfactorios debido a que el coeficiente de transferencia de masa kLa es
una funcion del poder de disipacion proporcionado por la propela por unidad
de volumen. La concentracion de oxigeno disuelto puede ser controlada por
la manipulacion de la presion parcial de oxigeno en la fase liquida y
manteniendo el flujo de aire y la agitacién constante en el biorreactor (Simon
y Karim 2001).

La salinidad del caldo de cultivo, la velocidad de aireacion y agitacion,
tienen un efecto directo en la transferencia de oxigeno, el grado de
turbulencia, la velocidad de circulacion del caldo e influyen sobre Ia
concentracion de biomasa, el consumo de sustrato y la produccién de la

enzima (Popovic et al., 1979).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los microorganismos marinos poseen gran potencial para la
produccion de metabolitos secundarios y enzimas por la gran diversidad que
en ellos existe. Sin embargo, son pocos los estudios que se enfocan en la
caracterizacion detallada de las etapas del crecimiento bacteriano y la
formacion de producto, desarrollo del medio de cultivo y alin mas escasos
son los trabajos para desarrollar procesos de fermentacion en un biorreactor.
Lo anterior implica no sélo el estudio de las caracteristicas fisioldgicas
mismas del microorganismo sino también de la operacién e hidrodinamica
del reactor. El presente trabajo describe la produccion de proteasas por

algunas especies marinas del género Vibrio, la caracterizacién enzimatica de
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las proteasas producidas por Vibrio harveyi y el efecto de las condiciones
hidrodinamicas del bioreactor sobre el crecimiento y la produccion de

proteasas.

JUSTIFICACION

Se tiene una gran cantidad de informacién de las caracteristicas
bioquimicas de proteasas producidas por microorganismos marinos,
especialmente de bacterias, con la cual se demuestra el gran potencial para
su uso a nivel industrial. Sin embargo, para que algin microorganismo
pueda ser utilizado industrialmente se requiere el desarrollo de un
bioproceso de produccién para la optimizacién del rendimiento del producto
y la factibilidad econémica. Para llevar a cabo esto es necesario el desarrollo
del medio de cultivo adecuado y la optimizacion de las condiciones
operacionales del cultivo a nivel “’reactor-bench” y asi obtener los criterios
de escalamiento. Para el caso de bacterias marinas no existe literatura
disponible al respecto, y no hay evidencias de que estos organismos se

puedan desarrollar en bioreactor y produzcan enzimas a este nivel.
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OBJETIVO
El objetivo es desarrollar un proceso de produccién de proteasas,
modificando las condiciones hidrodinamicas en un bioreactor utilizando

bacterias marinas y la caracterizacién de las proteasas extracelulares que

estas bacterias producen.

Objetivos particulares

e Caracterizar la produccién de proteasas en medio liquido de algunas
cepas del género Vibrio

e Determinar el principal mecanismo de accién de las enzimas
proteoliticas y sus caracteristicas enzimaticas

o Determinar los parametros cinéticos de crecimiento y produccion de

enzimas utilizando diferentes condiciones en un bioreactor.
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Il MATERIALES Y METODOS
Estrategia experimental
Este trabajo fue realizado a través de las siguientes etapas:
1. Seleccion de las cepas productoras de proteasas
a) escrutinio de cepas ATCC del género Vibrio
b) aislamiento de una cepa nativa del mismo género
2. Caracteristicas del crecimiento bacteriano
a) Seleccién del medio de cultivo.
b) Caracterizacion de la produccién de proteasas
b) Bioluminiscencia
3. Caracterizacion y purificacion de proteasas
a) Purificacion
b) Caracterizacion enzimatica
4. Crecimiento bacteriano y produccion de proteasas en bioreactor
a) Propiedades hidrodinamicas del bioreactor. Determinacion del
coeficiente de transferencia de oxigeno, efecto de la aireacion y de la
agitacion.

b) Cinética de crecimiento
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REACTIVOS

Los medios de cultivo e ingredientes bacterioldgicos utilizados en este
trabajo fueron marca Difco (Sparks, MS, USA). Los reactivos en general, asi
como los substratos e inhibidores fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Co.,

St. Louis, Mo, USA). Para electroforesis se usaron reactivos de Biorad

(Richmond, CA. USA).

Medio de cultivo y cepas bacterianas

Las cepas utilizadas fueron: V. harveyi 14126 (clasificada como un
microorganismo de bio-seguridad nivel 1). Vibrio holisae 35564, V. damsela
335839, V. ordalli 33509, y V. fishery 7744, todas ellas de la coleccién del
ATCC (American Type Culture Cell), excepto Vibrio sp., que fue aislada del
medio marino (homogenizacion en agua de mar 75 %, playa Wakiki, Oahu,
Hawai, USA). Las cepas fueron resembradas en agar marino, a una
temperatura de 30 °C y conservadas a -70 °C en glicerol 30 %. Los medios
usados para crecimiento fueron Zobell (Z) y Zobell suplementado con “skim
milk” (ZSM), preparado en agua de mar (filtrada 0.2 um, afiejada, salinidad

26 %).

3.1. Identificacion de cepas productoras de proteasas extracelulares

Se utilizé el medio Zobell con “skim milk”, en el cual se sembraron las
cepas a estudiar cultivandose 24-48 h, a una temperatura de 30 °C. Las
cepas productoras se identificaron con la aparicion de una zona clara

alrededor de las colonias, tal como lo describe Sizemore y Stevenson
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(1970). Posterior a esta identificacion se propagaron estas en medios
liquidos para determinar la actividad extracelular en el extracto crudo del

cultivo.

3.2. Caracteristicas de crecimiento en medio liquido de las cepas del
genero Vibrio.

En este ensayo se utilizaron los medios Z y ZSM el volumen de
operacion fue de 500 mL en un matraz Erlenmeyer de 1 L. El procedimiento
de inoculacién fue el mismo que para el bioreactor, las mediciones se

realizaron por duplicado.

3.2.1. Determinacion del crecimiento bacteriano y analisis cinético
Para el analisis cinético la curva de crecimiento fue definida como el
logaritmo del tamano de la biomasa [y = In (X/Xo)] en funcion del tiempo (t),

4 determinada utilizando un modelo Gompertz:

e

y=A cxp{—expl i_(l ~t)- 1}}
- , donde y es la tasa especifica de

crecimiento, A el tiempo lag y la asintota A.

3.2.2. Determinacion de la bioluminiscencia en medio liquido

En forma paralela a la determinacién del crecimiento, se determiné la
intensidad bioluminiscente que emitié un mL del cultivo, utilizando un
luminémetro marca Emlite (llyina et al, 1998). Para la medicion de la

intensidad luminiscente el equipo esta provisto de dos formas de deteccién,
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midiendo continuamente o bien midiendo las intensidades maximas
registradas. Para este caso se utilizé la méxima lectura detectada. Para
obtener la lectura méaxima se realizé una agitacion intensa del cultivo en un
tubo eppendorf con ayuda de una pipeta y equipo vértex, y se colocd dentro
del luminometro, el cual estaba provisto de celdas especiales para este
objetivo. Esta lectura se obtuvo sin la adicion de activadores de la
bioluminiscencia y sin la precipitacién de células, lectura inmediata. La
verificacion de la bioluminiscencia se realizd utilizando un espectro-
fluorometro marca Shimatzu sin la adicién de activadores o bombardeo de

electrones obteniéndose los espectros correspondientes.

3.3. Purificacién y caracterizacion de enzimas
3.3.1. Preparacion del extracto

Del caldo de cultivo se tomaron alicuotas de 3 mL cada hora las
cuales fueron centrifugadas a 16,000 x g por 5 min, y se recuperd el
sobrenadante, el cual sirvié como extracto crudo para determinar la actividad
proteolitica. Otro mL se utilizo para el monitoreo de bioluminiscencia. El
sobrenadante fue separado y congelado a una temperatura de -70 °C, con
ayuda de un ultracongelador. Para concentrar el sobrenadante fue liofilizado
utilizando las condiciones del equipo de liofilizacion LABCONO (-53°C y 14
x10? Ib de presion). El liofilizado fue resuspendido en agua desionizada y
fue dializado contra agua destilada. Terminado el proceso de didlisis se
realizo la ultrafiltracion de las muestras. Para realizar la ultrafiltraciéon se

realizé en un equipo Supelco provisto de una membrana con tamafio de

-
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exclusion molecular de 10 kDa. La presién suministrada para la realizacion
de la ultrafiltracion fue de 50 a 60 psi de aire comprimido, por un lapso de 6
horas y la muestra se mantuvo a 4 °C. Al terminar de concentrar el
sobrenadante, el interior del cilindro se recuperd y fue utilizado en el
siguiente paso de purificacién. Para la realizacion de la separacion proteica
se utilizo DEAE, celulosa (sigma) la cual se prepard, activé y equilibro
previamente a su utilizacién. Para la separacién de proteinas se utilizé una
columna marca Supelco de 28 cm de largo y con un diametro de 1 cm. Para
la elusion de proteinas presentes en la muestra se utilizé un gradiente de
cloruro de sodio de 0 a 0.5 M, en el mismo amortiguador. Se recolectaron
fracciones de 4 mL. De cada una de las fracciones obtenidas se determing la
proteina por espectrofotometria a 280/260 nm y en las muestras donde se
observé una mayor absorbancia se cuantificé proteina y actividad enzimatica
con ayuda de zimogramas. De esta fraccién proteica se realizaron los

siguientes estudios.

3.3.2. Caracterizacion de enzimas
3.3.2.1. Actividad proteolitica utilizando azocaseina

La actividad proteolitica total se determind basandose en el
procedimiento descrito por los autores Garcia-Carrefio et al, (1993) vy
Kohlmann et al, (1991). Brevemente: La mezcla de reaccion fue de 1 mL, en
Tris-HCI 60 mM pH 7.5, utilizando como sustrato azocaseina al 1%. La
reaccion se llevo a cabo a una 37 °C por 10 min., para iniciar la reaccién se

agrego 1.7 ug de proteina del extracto crudo. La reaccion fue detenida por la
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adicion de 0.5 mL de TCA al 20 % (p/v), manteniéndose 10 min a 4 °C, la
reaccion se centrifugé a 14,000xg por 5 minutos. El sobrenadante se leyo
366 nm, utilizando agua como blanco y controles negativos. Una unidad de
actividad fue definida como la cantidad de enzima requerida para producir el
incremento de absorbancia a una unidad a 366 nm por un min. El ensayo fue

realizado por duplicado y la actividad fue calculada como sigue:

AA/min

Ol=—
mg pr()tema

UA= unidad de actividad AA= cambio de absorbancia

3.3.2.2. Sustratos utilizados en la determinacion de actividad
proteolitica

Se evaluaron las actividades de Carboxipeptidasa A y B, vy
Aminopeptidasas (Garcia-Carrefio et al, 1994) a 1.2 mM de substrato
disuelto en Tris-HCI 50 mM pH 7.2, actividad tipo amidasa (enzimas tipo
tripsina y afines) se utilizé una modificacion de la metodologia de Erlanger et
al. (1961), utilizando el valor del coeficiente de extincién molar de 8800 cm'’
M™ de acuerdo a Dimes et al., (1994). La actividad tipo quimiotripsina se
determind utilizando dos substratos especificos el Suc-AAPF-Na y BTEE
(Garcia-Carrefo et al., 1994), con algunas modificaciones: El ensayo fue
realizado a 37 °C a una concentracion de substrato 0.25 mM disuelto en 0.1
M de Tris-HCI, pH 7.8 conteniendo 10 mM de CaCl, en la reaccién. La

liberacion de p-nitroanilida fue monitoreada por incremento de absorbancia a
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410 nm (€410 = 8800 M™"). La absorbancia se registré a intervalos de tres

segundos durante cinco minutos. Una unidad de actividad fue definida como:

UA = (AA410. min (1000 mL)(vol de reaccién en mL)

(8800 M cm™")(mg proteina)

3.3.2.3. Determinacion de proteina
La determinacion de proteina soluble se realizé utilizando el reactivo

de BioRad, basada en el método de Bradford (1976).

3.3.2.4. Determinacion de bandas de actividad y peso molecular por
tincion con azul de Coomassie y zimogramas

Se utilizaron geles discontinuos de poliacrilamida 12 % (Laemmli et
al.,1970) con 0.1 % SDS (Garcia-Carrefio 1997). La cantidad de proteina
fue de 1.7 png o bien 0.4 UA en cada carril seguin el caso. Como marcador
de peso molecular se utilizé un kit pretefiido marca Bio-Rad, con un intervalo
de peso molecular de 7 a 118 kDa. Para la tincién de las bandas de proteina
el gel fue sumergido por 30 min en azul de Coomassie R-250 en etanol 0.1
%, acido acético, agua 40:10:50, el gel fue suavemente agitado.

Para tefir geles con nitrato de plata, este fue fijado en MeOH 50 % y 5
% de acido acético por 20 min. El gel se lavo con MeOH 50 % por 10 min y
10 min mas con agua desionizada. Se agregé tiosulfito de sodio 0.2 % por 1
min, dos lavados con agua desionizada por 1 minuto. Al gel se le agregé una
solucion de AgNOs 1 % y se mantuvo a 4 °C por 20 min, sin agitacién y en

completa oscuridad. Se lavd en dos ocasiones con agua desionizada. Se
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agregaron 216 ulL de formaldehido al 37 % a 50 mL de una solucion de
Na,COj3 al 2 %, esta mezcla se adiciond al gel. Se retiré la solucién y se fijo
con una solucién al 5 % de acido acético.

La tincion para los zimogramas se realizé de acuerdo a Rosenberg
(1996). Brevemente: después de la electroforesis, el gel se lavo dos veces
con agua destilada. Se coloc en un recipiente de pléstico y se sumergié con
una solucion a 4 °C de caseina al 2 % previamente disuelta en su totalidad
en Tris-HCI 60 mM, pH 7.5 (50mL), durante 30 min. Posteriormente, se
incubd por 90 min a 37 °C. El gel se lavé con agua destilada tres veces. El
gel se sumergié en 50 mL de una solucién de tefiido (etanol 40 %, &cido
acetico 10 %, azul de Coomassie R-250 al 0.1 %, solucion fue filtrada con
papel Whatman #1) por 2 horas con una agitacion de 30 rpm. El gel se con
agua corriente seguido de enjuagues con agua destilada y se sumergié en

una solucién para destenirlo.

3.3.2.5. Caracterizacion proteolitica utilizando inhibidores en
zimogramas

Una alicuota del dializado de etapas anteriores fue incubada en
presencia de cada uno de los siguientes inhibidores: TLCK; Pestatin:
Bestatin; EGTA; EDTA; PMSF; TPCK; ZPCK; SDS; y de iones metélicos:
CdCly; CuClp, HgCl, y ZnCl, durante una hora y posteriormente se realizo la
electroforesis y revelado del zimograma. Estos procedimientos se

encuentran descritos en Beynon y Bond (2001).
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3.3.2.6. Analisis del gel

Las imagenes de los zimogramas y geles de SDS-Page revelados con
azul de Coomassie y nitrato de plata, fueron digitalizados con un scanner
Hewllet Packard 6900. El analisis de las imagenes se realizé utilizando el
programa Quantity One (Biorad). Se determiné el peso molecular mediante
la grafica semilogaritmica del la relacion de migracion de las bandas en el
gel (Rf) versus el log del peso molecular. Se usaron marcadores de peso

molecular (BioRad), No. catdlogo 161-0372, 1610318

3.3.2.7. Efecto de inhibidores y algunos iones sobre la actividad
enzimatica.

El extracto crudo fue liofilizado, resuspendido en agua destilada,
dializado contra agua desionizada, utilizando una membrana con un corte
molecular de 14 kDa. El concentrado obtenido fue incubado en presencia de
cada uno de los siguientes inhibidores: TLCK; EGTA; EDTA; PMSF; SDS
(Garcia-Carefio y Haard, 1993); Bestatin; Pestatin; ZPCK; TPCK; y de iones
metalicos: CdCl,; CuCly,, HgCl, y ZnCl,. La concentracion de cada uno de los
inhibidores utilizados se basaron en los protocolos descritos en Beynon y
Bond (2001). Una vez terminado el tiempo de incubacion (30 min) se

determind la actividad proteolitica.

3.3.2.8. Determinacion del efecto del cloruro de sodio.
Se determiné el efecto de la concentracion de cloruro de sodio sobre

la actividad proteolitica utilizando diferentes concentraciones en el ensayo de
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determinacion de actividad utilizando azocaseina en un intervalo de

concentracion de 0 a 2.25 M.

3.3.2.9. Energia de activacion-inactivacion

Para determinar la energia de activacién se utilizé la ecuacion de
loghA - Ea

Arrhenius: logK = 23 % RT

donde: k; es la constante de reaccion a una temperatura dada. A; Constante
de Arrhenius T, es la temperatura en °K y R; es la constante de los gases
(8.31 Joules °K mol™). El logaritmo de la actividad especifica (k) fue
graficada contra el reciproco de la temperatura absoluta. La pendiente sera
(-Ea/R). Para la obtencién de esta energia se utilizaron los datos de

temperaturas inferiores a la maxima actividad.

3.3.2.10. Determinacion de la estabilidad de la enzima a la temperatura

La determinacion de la temperatura éptima para el desarrollo de la
actividad quimiotripsina se llevd a cabo variando la temperatura de
incubacion en rangos de 10 °C y con el margen de temperatura de 25 hasta
90 °C.

Para la determinacion de la estabilidad del extracto crudo ante
diferentes temperaturas, éste fue incubado durante 30 minutos y después de
este tiempo se mantuvo cinco minutos a 4 °C. Posteriormente se les
determind la actividad. La actividad quimiotripsina usada como control (100
% actividad relativa) fue la actividad que expresé el extracto que fue

incubado a 4 °C y que no fue incubado a otras temperaturas.
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3.3.2.11. Efecto del pH
El efecto del pH se determiné utilizando Tris-HCl 50 mM en un
intervalo de pH entre 7-10, conteniendo 0.25 mM de SUC-AAPF-NA (Garcia-

Carrefio et al., 1994).

3.4. Crecimiento de Vibrio harveyi en el bioreactor
3.4.1. Preparacion del inéculo.

Una colonia de V. harveyi fue crecida por 24 h en agar marino y una
asada inoculada en un matraz Erlenmeyer de 100 mL con 30 mL de medio
Zobell, el cual fue incubado a 30 °C a 300 rpm en un agitador orbital por 4 h.
Cinco mL de este caldo fueron inoculados en un matraz Erlenmeyer de 100-
mL con 50 mL de medio Zobell. El cultivo se dejo crecer hasta una ODgognm
de 2.0. Dos matraces fueron utilizados como inéculo del bioreactor con 1 L

de volumen de trabajo.

3.4.2. Descripcion del bioreactor y condiciones del cultivo

El fermentador fue tipo Jar de 1.5 L (Applikon, Holland) con 1 litro de
volumen de trabajo, el cual fue operado bajo un régimen en lote. El
fermentador utilizado contaba con las siguientes caracteristicas técnicas: dos
turbinas de disco tipo Rushton (4.5 cm de didmetro), separadas 2.5 cm de la
base del vaso, 11.44 cm desde la tapa, y 4.0 cm entre ellas. El fermentador
esta provisto de dos baffles (10 cm de largo y 1 ¢cm de ancho), separados
por 5.4 cm (Fig 1). El aire es suministrado a través de un tubo metélico con

siete perforaciones de 0.9 mm de diametro, los cuales estan a una distancia

-
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de 2.0 cm de la base, justo a 0.5 cm debajo de la turbina Rushton, para tener
una dispersion de las burbujas de aire en un reactor homogéneo.

Las condiciones de cultivo fueron: la temperatura del reactor se
mantuvo a 30 °C con ayuda de un bafio de temperatura constante. El medio
de cultivo tenia un pH inicial de 7.2 + 0.1. La formaciéon de espuma fue
controlada por la minima adiciéon de aceite vegetal estéril. Se emplearon dos
medios de cultivo, el medio Z y el medio ZSM. Se monitoreé durante cada
hora por un lapso de 8 horas: densidad Optica, pH, actividad enzimatica y

bicluminiscente para cada uno de ellos.

Figura 1. Descripcion de las medias del fermentador (Applikon, Holland)

medidas en cm.
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3.4.3. Influencia de la composicion del medio de cultivo sobre el
crecimiento y la produccion de proteasas

El efecto del medio de cultivo sobre la actividad enzimatica se evaluo
previamente a nivel matraz; sin embargo, se realizd este estudio en el
fermentador. Se monitoreo la densidad optica para cada uno de los medios
empleados utilizando las mismas condiciones de cultivo. Las condiciones de
operacion en las que se compard este efecto fue una velocidad de agitacion
de 700 rpm y una velocidad de aireacion de 0.8 vvm, aunque se realizaron
las condiciones de 500 y 300 rpm con aireaciones de 0.2 y 0.5 vwwm, es decir
una velocidad con cada uno de los suministros de aire. Se determiné el
comportamiento de la biomasa utilizado Ln(X/Xo) de la biomasa
monitoreando absorbancia y convirtiendo en peso seco utilizando la relacion
de biomasa - peso seco. Para cada una de las condiciones se determind

proteina y actividad proteolitica en el extracto crudo.

3.4.4. Coeficiente de conversién de densidad 6ptica a peso de biomasa
seca.

Para obtener el peso seco de cada una de las muestras, éstas fueron
filtradas a través de papel filtro de 0.2 um y una vez filtrada la muestra se
adiciono agua destilada y se filtr6 también, con el propdsito de lavar los
restos de medio de cultivo. Los filtros fueron colocados en una mufla a 105
°C durante 6 horas. Estas determinaciones se realizaron por triplicado. Con
los datos obtenidos se obtuvo una linea recta y esta se utilizd para relacionar

la concentracion de biomasa en peso seco con la absorbancia a 600 nm.
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3.4.5. Efecto del grado de agitacién y aireacion sobre el cultivo de
Vibrio harveyi

Para evaluar el efecto del grado de agitacién y aireacion sobre la
produccion de enzimas y la produccion de biomasa. Se utilizaron las
velocidades de agitacion: 300, 500, y 700 rpm y para cada una de ellas se
utilizaron los flujos de aire de 0.2, 05 y 0.8 vwm. Cada una de estas
condiciones se realizé para los dos medios de cultivo. Se determind la
absorbancia a 600 nm, asi como la actividad proteolitica. Despuéds de
monitorear la biomasa y dibujar la curva se determina la tasa especifica de
crecimiento x. El cambio de flujos de aire fue suministrado utilizando un
medidor de flujo Barnstead, el cual es alimentado con una pequefia bomba
de aire. Los flujos de aire fueron verificados utilizando un sistema de
desplazamiento de volumen de agua en donde el flujo de aire es igual al

volumen de agua desplazado.

3.4.6. Determinacion del coeficiente de transferencia de masa kLa

La medicion del kLa fue realizada mediante una técnica dinamica
descrita por Wang et al., (1979). Brevemente, la concentracion de oxigeno
disuelto presente dentro del fermentador se monitoreo constantemente y se
llevo a cero, utilizando nitrégeno gaseoso. La concentracién de oxigeno se
midié utilizando un electrodo para mediciéon de oxigeno exclusivo para
fermentadores. La medicion de oxigeno se realizo durante un periodo de 15

min con intervalos de 0.15 min hasta la obtencién de la maxima saturacion
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de oxigeno. Las mediciones se realizaron variando la velocidad de agitacion:
300, 500y 700 rpm y utilizando diferentes flujos de aire 0.2, 0.5 y 0.8 vvm.
Para la determinacién de oxigeno disuelto se utilizé un detector de
oxigeno, de un fermentador NewBuinswik Bioflo 2000. Este detector se
calibré con agua destilada saturada con un flujo de aire de 1.5 v.v.m. durante
8 horas. Correspondiendo a su saturacion (7 mg/L), y para la calibracion a 0
mg/L se utilizé un flujo de 0.2 vvm de nitrégeno gaseoso durante 30 minutos,
o bien hasta que la lectura de concentracion en el equipo indicé estabilidad
de la lectura y una lectura aproximada de 0.01, posteriormente se ajusto
ésta a 0. Para el agua de mar 6.7 mg/L. La determinacion de oxigeno
disuelto fue monitoreada hasta las maximas concentraciones de oxigeno,
correspondientes a su saturacion, utilizando el agua destilada y el agua de

mar.

3.4.7. Produccion extracelular de proteasas

En esta etapa del trabajo se evallo el efecto de las condiciones de
fermentacion sobre la produccién de enzimas. Para ello se determiné la
actividad proteolitica en el sobrenadante durante el curso de cada una de las
fermentaciones, a intervalos de 1 hora y utilizando la azocaseina como
sustrato. El monitoreo de la excrecién de actividad se realizé en un lapso de
9 horas, las muestras del cultivo fueron centrifugadas, para la obtencion de

extracto crudo. Una vez obtenido el extracto crudo fue preservado a -70 °C.
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v RESULTADOS
4.1. Identificacion de cepas productoras de proteasas extracelulares

Las cepas utilizadas fueron: una cepa aislada identificada como Vibrio
spp., y las cepas de coleccién V. damsela 33539, Vibrio holisae 35564, V.
fishery 7744, V. harveyi 14126, todas ellas del ATCC (American Type Culture
Cell). En todas ellas se observd produccion de proteasas extracelulares,
determinada por la aparicién de zonas claras alrededor de las colonias crecidas

en medio ZSM (Fig. 2).

4.2. Caracteristicas de crecimiento en medio liquido de las cepas del
género Vibrio.

Se realizaron las curvas de crecimiento y medicion de actividad en dos
medios de cultivo. La cepa Vibrio spp., tuvo un crecimiento rapido y la
produccion de proteasas fue detectada a las 4 h de crecimiento, coincidente con
el inicio de la fase estacionaria (Fig. 3). V. damsela, V. holisae, V. fishery, V.
harveyi iniciaron la produccion de proteasas después de las 6 horas de cultivo

(Figs. 4,5,6y 7).
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Figura 2. Cultivos de las bacterias a)Vibrio spp b)V. damsela c) V. fishery d) V.

holisae e) V. harveyi evidenciando la produccion de proteasas.



o

S

PIAIIOY

|
—y
a1

(Bwyn) eonjjosiod pe

()

Figura 3. Curva de crecimiento y de produccién enzimatica de Vibrio spp. en

diferentes medios de cultivo: Z (-m-), y ZSM (- A-), (n=3, SD).
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Figura 4. Curva de crecimiento y de produccién extracelular enzimatica de
Vibrio damsela en diferentes medios de cultivo: Z (-m-), y ZSM (- A-), (n=3, SD).
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Figura 5. Curva de crecimiento (eje principal) y de produccién enzimaética de

Vibrio holisae en diferentes medios de cultivo: Z (-m-), y ZSM (-A-), (n=3, SD).
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Figura 6. Curva de crecimiento y de produccién enzimatica de Vibrio fishery en

diferentes medios de cultivo: Z (-m-), y ZSM (- A-), (n=3, SD).
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Figura 7. Curva de crecimiento y de produccion enzimatica de Vibrio harveyi en

diferentes medios de cultivo: Z (-m-), y ZSM (- A-), (n=3, SD).
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Tabla I. Resumen de datos de crecimiento y actividad proteolitica de las cepas

de estudio.
Cepas disponibles Biomasa maxima  Act. especifica
(mg/mL) UA/mg

Vibrio ordalli ATCC 33509 (-) 0

Vibrio fisheri ATCC 7744 ‘ 0.12 3.59
Vibrio damsela ATCC 33539 0.26 1.57
Vibrio holisae ATCC 35564 0.83 0.55
Vibrio harveyi ATCC 14126 3.6 4.10
Vibrio spp. 6.02 19.2

En los cultivos, el crecimiento bacteriano al utilizar el medio Z y el ZSM
presentd diferencias en biomasa y actividad enzimatica. Esto se debe a que en
la evaluacion de actividad enzimética especifica (cantidad de proteina igual), la
actividad que se presenta utilizando el medio Z es menor que la del medio ZSM.

En la tabla | se resume el crecimiento y la actividad especifica de las
diferentes cepas crecidas en medio liquido Zobell. La determinacién se realizé a
las 8 h de cultivo. Vibrio spp. mostré la mayor actividad seguido por Vibrio
harveyi'y Vibrio fisheri. Vibrio harveyi posee una caracteristicas de ser una cepa
Gras no-patogénica identificada, por lo que se decidid continuar el resto del
trabajo con esta cepa. Aunque Vibrio spp. presentd buenas caracteristicas de
crecimiento y produccién de proteasas, requiere su caracterizacion
microbioldgica-molecular, asi como pruebas de patogenicidad, las cuales se

llevaran a cabo en otro trabajo.
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4.2.1. Curva de crecimiento de Vibrio harveyi para la seleccién del medio
de cultivo.

La curva de crecimiento de V. harveyi en ambos medios es rapido,
aunque en medio Z la fase estacionaria se alcanzé a una menor densidad de
celulas, la actividad proteolitica en este medio se observé hasta las 6 h,
mientras que en medio ZSM la actividad se detect6 a las 5 h llegando a una
maximo a las 10 h, estando ya el cultivo en fase estacionaria (Fig. 8). La
densidad de células en el medio ZSM fue 1.5 veces mayor que Z, con base en
la absorbancia a 600 nm. La actividad proteolitica encontrada en medio ZSM
fue 5 veces mayor que en medio Z. La concentracién de proteinas durante el
crecimiento fue diferente para ambos medios de cultivo (Fig. 9), al inicio la
concentracion de proteina en el medio ZSM fue mayor que la de Z, la cual se
redujo conforme avance el periodo de cultivo, cuando la concentracién de
proteina de ZSM empieza a caer hasta el mismo nivel que la concentracién de
proteina en medio Z, la actividad proteolitica aumenta considerablemente, y la
actividad en medio Z no aumenta significativamente. Estos resultados sugieren

que el SM puede inducir la aparicién de enzimas proteoliticas.



42

10.0000 0.012

log Densidad dptica (600 nm)

Actividad proteolitica (cambio ABS/min)

t (h)

Figura 8. Curva de crecimiento y actividad proteolitica del cultivo de Vibrio
harveyi, en dos medios: Z (-m-), y ZSM (- A-). Linea contintia (densidad 6ptica) y

lineas punteadas actividad enzimatica, (n=3, SD).
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Figura 9. Comportamiento de la concentracion de proteina en los medios: Z (-m-
) Y ZS5M (-A-) lineas continuas, en lineas discontinuas actividad proteolitica

especifica (UA/mg), (n=3, SD).
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4.2.2. Determinacidn de la bioluminiscencia bacteriana en medio liquido.
Como caracteristica de la producciéon de proteasas, la aparicion de
bioluminiscencia se produce al inicio de la formacién de proteasas entre 3y 7 h
de cultivo, teniendo un maximo de aproximadamente 5.0 mV a las 5 h (Fig. 10).
Ademas, la intensidad bioluminiscente se caracterizé en un
espectrofluorometro Shimadzu RF540 el cual detectd el pico de intensidad
bioluminiscente a los 490 nm, sin la adicién de excitadores de la actividad (Fig.
11). En esta misma figura la curva de abajo se presenta la intensidad
bioluminiscente detectada sin agitacion de la muestra. Con base en estos
resultados, la bioluminiscencia que presenta esta cepa es dependiente de
oxigeno. En la figura 12 se puede apreciar las distintas etapas de intensidad

bioluminiscente del cultivo en tubos Eppendorf, con lapsos de 40 min.
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Figura 10. Comportamiento bioluminiscente del cultivo de Vibrio harveyi en dos

medios de cultivo Z (m) y el medio ZSM ().
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Figura 11. Caracteristica espectral de la intensidad bioluminiscente de Vibrio
harveyi. En la curva de arriba se presentan las lecturas previa intensa agitacién
de las muestras de cultivo, la curva de abajo la misma muestra sin agitacion.
Estas lecturas fueron obtenidas sin la adicion de activadores de la

bioluminiscencia utilizando un espectrofluorémetro Shimadzu RF540.
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Figura 12. Progreso de la expresion de la actividad bioluminiscente del cultivo

de Vibrio harveyi en el medio ZSM.

Expresion de bioluminiscencia en medio soélido.

La presencia de bactopeptona induce la bioluminiscencia, inclusive
aumentando la concentracion de 2.5 a 5 % observamos un incremento
pronunciado en la bioluminiscencia a las 24 h. Se observé que la carencia de
bactopeptona esta directamente relacionada con pérdida de la emision de
bioluminiscencia, pero no asi el crecimiento, el cual no se vio afectado al

restringir este nutriente. El crecimiento se observo hasta las 96 horas.
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Tabla Il. Resultados de la bioluminiscencia colonial observada a simple vista

para cada uno de los medios cada 24 h.

 Mediodecultivo(g/l) | 24h  48h | 72h | 9h
5bactopeptona, 1 levadura | ++++ | A4+ 4+ 4+
5bactopeptona, O levadura | ++++ - +++  ++  +
0 bactopeptona, 1 levadura | £ | = | = .

| {
5 bactopeptona, 0.5 levadura | ++++ |+ ++ +

| |
2.5 bactopeptona, 1 levadura = + 4 FE R

intensa ++++, media +++, pobre ++, muy pobre + y nula -.

Obtencidn de las curvas de crecimiento de Vibrio harveyi en diferentes
concentraciones de “skim milk”.

Se evalué el efecto de la concentracién del “skim milk” sobre el
crecimiento y la produccién de proteasas en Vibrio harveyi. Se utilizaron
concentraciones de 0, 0.25, 0.5 y 1.0 % de “skim milk” en el medio de cultivo
(Fig. 13). La velocidad de crecimiento a las diferentes concentraciones de SM
no se ve afectada, pero la méaxima concentracion celular alcanzé mayor
concentracion cuando el medio tiene SM. A una concentracion de 0.25 % de
SM la fase estacionaria se retraso cerca de dos horas, aunque después alcanza

la misma densidad de células que las otras concentraciones de SM.
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(I e —— o e ey

ZSM 0.25 %

ZSM 0.0 %

DO (600 nm)

0 2 4 6 8 10 12
t (h)
Figura 13. Curvas de crecimiento de Vibrio harveyi empleando diferentes
concentraciones de skim milk: 0(-o-), 0.25(-0-), 0.50(-A-), 0.75(-%%) y 1.0(-x-)
%, (n=3, SD).



50

La actividad proteolitica también fue evaluada en todas las
concentraciones de SM (Fig. 14). Se observd que la actividad enzimatica
aumenta conforme la concentraciéon de SM en el medio de cultivo aumento.
Todos los cultivos con SM presentaron una formacién de proteasas
significativamente mayor que el cultivo sin SM. A una concentracion de 1.0 % la
produccion de proteasas fue significativamente mayor que el resto de los
ensayos. Sin embargo, aunque se encontré una mayor formacion de actividad
proteolitica a concentraciones mayores de SM en el medio de cultivo, por
facilidad técnica y de andlisis en lo sucesivo se utilizo la concentracién de 0.25

% de concentracion de SM en el medio de cultivo.
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Figura 14. Determinacion de la actividad proteolitica correspondiente a la curva
de crecimiento de la concentraciones de skim milk: O(-0-), 0.25(-0-), 0.50(- A -),
0.75(-%%-) y 1.0(-x-) %, (n=3, SD).
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4.3. Purificacidn y caracterizacion de proteasas.

El extracto crudo después del proceso de liofilizacion y dialisis no perdio
actividad enzimatica. Durante el proceso de ultrafiltracion fue necesario utilizar
hasta 60 psi durante 7 horas para concentrar 10 mL del preparado enzimatico.
Una vez que fue concentrado el extracto crudo se paso a través de una
separacion con base en la carga de la proteina utilizando la columna catiénica
DEAE, debido a que la separacion con base en exclusion molecular no fue

suficiente para separar las enzimas de interés.

Las fracciones obtenidas de proteina a través de una columna de DEAE-
celulosa se muestran en la figura15. Para la elusidon se utilizaron diferentes
concentraciones de NaCl (0 — 0.5 M). Se obtuvieron dos picos entre 0.2 - 0.3 M
de NaCl. Como se observa se presentan 3 fracciones proteicas importantes. En
la figura16 se presenta el zimograma de cada una de las fracciones que se
obtuvieron al realizar la elusién, como se puede observar en el zimograma la

fraccion 49 contiene la mayor actividad enzimatica.
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Abs. 280 nm
NaCl [M]

No. Fracciones

Figura 15. Elusion de proteinas utilizando una columna de DEAE celulosa. En el
eje Y lecturas a 280 nm, en eje secundario Y se presenta la concentracion de

cloruro de sodio utilizado para la elusién. En el eje X se presenta el nimero de

fracciones, (n=3, SD).
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Se observé claramente que en la fraccion 49 donde aparece el primer
pico de concentracién proteica (Fig. 16), también aparece la mayor actividad
proteolitica, en la fraccion 63 también se observa una banda tenue de actividad,

igualmente correspondiente al segundo pico de actividad.

C M161dd 7 12 15 42 49 54 57 63 69

Figura 16. Zimograma de cada una de las fracciones proteicas (columna
DEAE-celulosa). Carriles 1y 3 concentrado de extracto crudo, 2.- marcador de

peso molecular, 4 -12 distintas fracciones obtenidas de la columna DEAE-

celulosa.
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En la figura 17-a Se muestra el gel de tipo SDS-Page de la muestra
purificada el cual fue tefiido con plata observandose el grado de purificacion
alcanzada. En la figura 17-b se muestra el zimograma de la misma muestra en
corrimiento simultaneo en camara de electroforesis, observandose en los dos

carriles la unica enzima con actividad proteolitica presente.

(b)

Figura 17. a) SDS-Page 5.- Marcador de peso molecular, 6,7 fraccion

purificada. b) carriles 6’ y 7’ zimograma.
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En la tabla Ill se presentan los datos obtenidos para obtener los
rendimientos y grado de purificacién de la enzima. Como se puede observar la

etapa de DEAE-Celulosa aumento la actividad especifica.

Tabla Ill. Evaluacion de las etapas de purificacion del extracto crudo de Vibrio

harveyi utilizando azocaseina como substrato.

Proteina  Actividad  Actividad

Etapa de Volumen Proteina = Total Especifica Total Rendi- = grado de

purificacion i ! miento
(mL)  mg/mL | (mg) (UA/min) %  purificacion

Extracto 180  0.043  7.72 826 2517 1 1
crudo

Después de 43 0087 = 375 = 345 12.94 0.5 1.06
dialisis |

Concentrado 111 = 0326 = 362 = 40 1449  0.58 1.23

Ultrafiltracion. - i

Después de 566 . 0001 = 006 138 0.78 0.03 4.23
columna
DEAE

El concentrado es solo de 10 mL, volumen maximo para el equipo de ultrafiltracién.
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4.3.2.4 Determinacion del peso molecular de las proteasas usando
zimogramas.

De los extractos crudos de Vibrio harveyi obtenidos al final de la
fermentacion en ambos medios (Z y ZSM), se tomaron muestras y se cargaron
en el gel revelado como zimograma el cual se presenta en la figura 18. En este
zimograma se observa en el primer carril el marcador de peso molecular en el
carril 4 se coloco 1.7 ug de proteina del extracto crudo del medio Z, en el carril 5
se colocé también 1.7 ug de proteina del extracto crudo del medio ZSM, en el
carril 6 se coloco el mismo volumen que en el carril 4. Como se puede apreciar
en este zimograma es evidente el aumento en la actividad enzimatica al
comparar ambas bandas de actividad. La proteasa que es inducida es la que la
corresponde una bada de aproximadamente 34 kDa. Esta etapa fue obtenida

utilizando un gel de 12 % de concentracién y un marcador de amplio rango.

En la figura 19 se presentan la grafica para determinar el peso molecular
de las bandas obtenidas y la ecuacion de la recta obtenida. En la figura 18
Vibrio harveyi presenta dos bandas de actividad una cercana a 40 y otra a 30
kDa, mientras que Vibrio spp. presenta una banda cercana a 33.4 kDa.

La resolucion del peso molecular de las enzimas con actividad
proteolitica obtenido en los zimogramas, varié al utilizar diferente marcador de

peso molecular y concentracion de acrilamida.
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Zz
4

ZSM  ZSM
kDa 6

203

118
82

50.4

33.4 34.08

26.7

19.6

7.4

Figura 18.- Zimograma de los extractos crudos del cultivo de Vibrio harveyi en
dos medios de cultivo, el tipo Z y ZSM, los carriles 4 y 5 con 1.7 ug de proteina,

carriles 5 y 6 con el mismo volumen.
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2.5

. MW aprox. 34,080
4.5 -

0
y=-1.2346x +5.1116

Log peso molecular

3.5 -

3.0 | VI | |

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

movilidad relativa

Figura 19. Relacion de pesos moleculares de los marcadores de amplio rango y

Su respuesta en movilidad relativa sobre gel de acrilamida al 12 %.
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El peso molecular de las proteasas presentadas en el gel de 12 % (figura
18) fue definido utilizando 2 marcadores que abarcan pesos moleculares de 203
a 7.4 kDa, sin embargo en los geles con 15 % de acrilamida se utilizaron los
marcadores Dalton mark 4 (Sigma) y el marcador pretefiido Kaleidoscopic
(Biorad) estos marcadores manejan un rango de pesos moleculares de 14 a 66
kDa, siendo mas cercanos para la determinacién de pesos moleculares de
estos rangos. Los resultados de los pesos moleculares obtenidos son 47, 40 y
35 kDa (ver figura 20). Ademas de obtener los pesos moleculares de la cepaen
cuestion, se determinaron las proteasas presentes a las 8 h de cultivo en el
sobrenadante de cada una de las cepas de este trabajo (ver figura 20) en donde
se observa que Vibrio harveyiy Vibrio spp., presentaron mayor actividad. En la
figura 20 se observa el corrimiento de todos los extractos crudos bacterianos
utilizados en este trabajo, y como se observa solo Vibrio harveyi & Vibrio spp.
mostraron actividad proteolitica sobre el zimograma.

La medicion de el peso molecular (de las proteinas) empleando SDS-
Page y con una simple tincion del gel con la técnica de Azul de Comassie para
revelar (Laemli, 1970) no fue efectiva, debido a la baja concentracién de
proteina que contiene el extracto crudo (40 ul = 1.5 ug) y al grosor del gel 0.75

mm, por lo tanto se emplearon los zimogramas.
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334

26.7

19.6

Figura 20. Zimograma de los extractos crudos bacterianos: carriles 1. Vibrio
harveyi, 2. Vibrio spp., 3. Vibrio fishery, 4. Vibrio damsela, 5. Vibrio holisae en
medio Zobell 6. Marcador de peso molecular, 7. Vibrio harveyi, 8. Vibrio spp.,

9. Vibrio fishery, 10. Vibrio damsela, 11. Vibrio holisae en medio ZSM.



4.3.2.5. Caracterizacion proteolitica utilizando inhibidores en zimogramas

Se evalué la inhibicion enzimatica utilizando la desaparicion de las
bandas de evidencia de actividad proteolitica en el zimograma. El efecto de los
inhibidores sobre la actividad enzimatica se presenta en la figura 21. Las areas
claras se cuantificaron utilizando el programa Quantity One de Biorad. Los
resultados obtenidos se presentan en la tabla IV. Se observé que el inhibidor
EGTA, y los iones de Hg'* y Cd*? durante el corrimiento electroforético fueron
separados de la enzima, ya que se observd una reactivacién de la enzima en el

zimograma, ya que en los estudios electroforéticos fue inhibida.
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PMSF TPCK ZPCK EDTA EGTA ZnCL2 HgCR CdCR CuCL

PM

Figura 21. Zimograma del extracto crudo de Vibrio harveyi incubado ante la
presencia de diferentes inhibidores, 1 y 2) extracto crudo sin inhibidor, 3

marcador de peso molecular, 4-12) diferentes inhibidores.
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Tabla IV. Actividades relativas reportadas en % de las areas de actividad del
zimograma (Quantity One).

Actividad ’
Relativa '

(%) |

Bandas |  Total
i |

Inhibidor 47kDa 40kDa |35kDa | Actividlad % | %

|
1
{

inhibicion | activacion

E |
_i 100 100 0 i
PMSF 1 0 11 4 96 '1 -
|

Ninguno 100 100

TPCK 87 93 109 9% 4
ZPCK 100

EDTA o o | e 2 o8
EGTA 84 98 | 116 e T
ZnCl, 99 85 - 108 97 3
HgCl, 21 59 | 105 | e 39 |
CdCl, 34 43 [ 10 62 38

CuCl, 18 24 | 9t 44 56 )
!
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Caracterizacion de proteasas utilizando procedimientos espectro-

fotoméiricos.
4.3.2.7. Uso de inhibidores de actividad enzimatica

Se realizaron ensayos de determinacion de actividad enzimatica
utilizando el extracto crudo de Vibrio harveyi previamente dializado vy liofilizado
para esta etapa. Se evaluo el efecto de los inhibidores los cuales se presentan
en la tabla V. En esta tabla se observa en % la actividad después de haber sido
incubado el extracto crudo ante el inhibidor, también se presenta el % de
inactivacion de ésta. Se tomo como 100 % de actividad al extracto crudo al cual
solo se le agrego el buffer en substitucion del volumen de inhibidor de prueba.

La inhibicion se presenta cuando se utiliza el PMSF, EDTA, EGTA ZnCl,
y HgCl. Estos compuestos inhiben proteasas cuyo mecanismo sea de tipo
serinico-metaloproteasa. Debido a que el inhibidor PMSF presentd una
inhibicion del 97 % de la actividad total, este inhibidor es especifico para
proteasas tipo serinico. Por otro lado, se evalud el efecto de los iones Zn*?
sobre la actividad enzimatica, observandose una inhibicion de 97 %. Al evaluar
los iones Cu™ una inhibicién del 89 %, para los iones de Hg*? una completa
inhibicion (100 %), y por Ultimo los iones de Cd*? una inhibicién del 88 %. Con
base en los resultados obtenidos el mecanismo de accién al que pertenece la
proteasa es del tipo serinico, afectada negativamente por la presencia de

algunos iones, los cuales inhiben impidiendo el ataque nucleofilico.



66

Tabla V. Efecto de algunos inhibidores sobre la actividad azocaseinolitica

Inhibidor % remanente = % inactivacion
de actividad de actividad

none 100 0

PMSF 3 97
TPCK 77 23
TLCK 98 2
ZPCK 80 20
EDTA 9 | 91

EGTA 9 9
Bestatin 119 0
Pestatin 102 A 0

ZnCl, 7 93
CuCl, 11 -89
HgCla 0 100
CdCl, 22 78

Sustratos utilizados en la determinacidon de actividad proteolitica.

Para determinar la actividad proteolitica presente en el extracto crudo
bacteriano se utilizaron distintos substratos. El resumen de los substratos

utilizados se presenta en la tabla VI.

La principal actividad expresada por el extracto crudo fue de tipo
quimiotripsina, utilizando Suc-APFNa como substrato y se corroboré el tipo de
actividad utilizando el substrato BTEE. La actividad tripsina, aminopeptidasa,
carboxipeptidasa no fueron detectadas. En las etapas siguientes se

determinaron las caracteristicas cinéticas enzimaticas utilizando el substrato
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Suc-APFNa. Una unidad de actividad para BTEE se definié como el cambio de

absorbancia a 256 nm de 0.001 por minuto.

Tabla VI. Sustratos utilizados en las determinaciones de actividad

Sustrato | Tipo de actividad | Actividad
Azocaseina 1% ~ Proteolitca | = 25UA
Hemoglobina2%  Proteasas acidas ~ no detectada

“L-Ala-p-nitroanilide 1.2mM | Aminopeptidasa |

i
]

L-Arg-p-nitroanilide 1.2 mM  Aminopeptidasa
L-Leu-p-nitroanilide 1.2mM ' Aminopeptidasa
L-Met-p-nitroanilide 1.2mM  Aminopeptidasa

Suc-Ala-A-PF-Na 0.25mM  Tipo-quimiotripsina

N-Benzoyl L-tyrosine Ethyl Tipo-quimiotripsina
Ester !

‘Hippuryl-L-Phe 1mM  Carboxipeptidasa
Hippuryl-L-Arg 1T mM Carboxipeptidasa
BAPNA I amidasa-Trips'i_n'a

no detectada

~ no detectada

no detectada

no detectada

~ no detectada

~ no detectada

no detectada
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4.3.2.8. Determinacion del efecto de la concentracion de cloruro de sodio
Para la determinaciéon de este efecto se utilizaron diferentes
concentraciones de cloruro de sodio (0-2.25 M). Como se aprecia en la Fig. 22
se observé un aumento en la actividad al utilizar concentraciones entre 0.13 y
0.25 M de cloruro de sodio. Estos resultados sugieren que esta enzima requiere
de la presencia de soluciones salinas del orden de 0.25 M. Al aumentar la
concentracion salina a 0.5 M empieza a presentar una inhibicion de la actividad
enzimatica en funcién de la concentracion salina. A una concentracion de 2.25

M de NaCl la actividad tiene una inhibicion de un 60 %.
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Figura 22. Efecto de la concentracién de cloruro de sodio en la mezcla de

reaccion sobre la actividad enzimatica.
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Determinacion del efecto de la iemperatura.

Como se puede apreciar en la figura 23 la actividad enzimatica
proteolitica usando azocaseina presenta su maxima actividad a una
temperatura de 55 °C y después de esta temperatura empieza un decremento

de la misma de 6.3 % por cada grado hasta perder su actividad a los 80 °C.

7 —
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o
!
<«
2-
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0 | I ' ' | L] 1
20 30 40 50 60 70 80 90

T (O
Figura 23. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica especifica

(UA/mg) del extracto crudo.
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4.3.2.9. Determinacion de la Energia de activacion

Para la determinacion de la energia de activacion se utilizaron los datos
de actividad obtenidos al usar las temperaturas de 25 a 50 °C correspondientes
a la etapa de activacion de la enzima. Para el cédlculo de la energia de
activacion se utilizo la ecuacion de Arrhenius. En la figura 24 se presenta en el
eje Y el In de la actividad enzimatica especifica versus el inverso de la
temperatura en °K, de la parte correspondiente a activacion se traza la linea
recta. La energia de activacion obtenida para este extracto crudo (dializado) es

de 12.18 +0.66 kcal/mol.

18 S—

1.6 %

1.4 -
y =-6153.2x + 20.746
R2=0.979Y
1.2 ¢
| H
5

0.8
i
|
0.6
i

| |

, |

0.4 - '
0.2 !

0.00305 0.0031 0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034
T (°K)

Figura 24. Actividad especifica (In k) versus el inverso de la temperatura en °K.

La pendiente de la recta es (-Ea/R).



4.3.2.10. Determinacion de la estabilidad de la enzima a la temperatura

En la figura 25 se presentan las actividades enzimaticas remanentes
después del periodo de incubacion ante las diferentes temperaturas. Se
observo que el preparado enzimatico después de los 50 °C empieza a perder
actividad. La temperatura de maxima actividad se observo a los 55 °C, sin
embargo a esta temperatura y con las condiciones de determinacion de

actividad las enzimas empiezan a presentar inestabilidad enzimatica.
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Figura 25. Actividades remanentes del extracto crudo después de un periodo de

incubacién de 30 minutos ante diferentes temperaturas.
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Caracterizacion enzimatica utilizando Suc-AAPF-Na.

Uno de los factores que son importantes en la determinacion de actividad
es la concentracion del substrato. En el ensayo de la determinacion de la
actividad tipo quimiotripsina, las metodologias difieren en la concentracion de
que se uliliza en la reaccion. En la figura 26, se presentan las diferentes
velocidades iniciales para cada una de las concentraciones de substrato en
celda encontradas para este substrato, observandose la linealidad hasta 0.25
mM. Los parametros cinéticos calculados usando la linearizacién propuesta por
Lineaweaver-Burk, se obtiene una Vmax de 0.25 min-1 y una Km 0.83 mM para

SAAPFNA.
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Figura 26. Efecto de la concentracion de substrato presente en la reaccion de

determinacion de actividad tipo quimiotripsina.
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Determinacion del efecto de la temperatura sobre la actividad SAAFNA

Como se puede apreciar en la figura 27 la actividad enzimatica
quimiotripsina presentd su maxima temperatura de reaccion a los 75 °C, aunque

presenta actividad a los 90°C.

7_.._.
6
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= i
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= 3
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1_
0 ) L) ) ) ) )
25 35 45 55 65 75 85

T (0C)

Figura 27. Comportamiento de la actividad tipo quimiotripsina del extracto crudo

(dializado) ante diferentes temperaturas.
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Determinacion de la energia de activacion

Para la determinacion de la energia de activacion se utilizaron diferentes
temperaturas de 25 a los 70 °C y su célculo fue usando la ecuacion de
Arrhenius. En la figura 28 se presenta en el eje Y el In de |la actividad enzimatica
especifica versus el inverso de la temperatura en °K. De las lecturas obtenidas

de la activacion enzimatica se trazé la linea recta para obtener (-Ea/R).

In (k)
0.8

0.6

0.4

/T (10e3)
Figura 28. In de la actividad tipo quimiotripsina versus el inverso de la

temperatura en °K. La pendiente de la recta es (-Ea/R).
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La energia de activacion obtenida para este extracto crudo (dializado) es
de 4.2 +0.19 Kcal/mol. Con base en estos resultados la transformacion

substrato requiere de menor energia de activacion.

Determinacion de la estabilidad de la enzima

Para la determinacion de la estabilidad del extracto crudo (dializado) se
determinaron las temperaturas que soporta la enzima durante 30 minutos, de
incubacion. En la figura 29 se presentan las actividades enzimaticas
remanentes. El preparado enzimatico después de los 50 °C empieza a perder
estabilidad a esa temperatura. La estabilidad observada al utilizar azocaseina
fue similar. Sin embargo como esta determinacion solo requiere de 3 minutos
de reaccion la temperatura dptima alcanzé un éptimo a los 80 °C debido a
tiempo de reaccion sugiriendo la estabilidad real de la enzima a la temperatura

es de 50 °C.
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Figura 29. Actividad quimiotripsina remanente en el extracto crudo de Vibrio

harveyi .
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Determinacion del pH de actividad quimiotripsina

Para la determinacion del pH optimo de actividad se realizaron diferentes
soluciones de Suc-APF-Na utilizando Tris-HCI de pH 7 a 10. En la figura 30 se
observa que el pH dptimo (9) utilizando este substrato. El extracto enzimatico
analizado posee actividades de tipo alcalinas siendo ésta una caracteristica de

actividades tipo quimiotripsina.
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Figura 30. Actividades especificas del extracto crudo (dializado) ante diferente

pH.
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4.4. Estudios en fermentador
4.4.3. Influencia de la composicion del medio de cultivo sobre el
crecimiento v la produccion de proteasas en fermentador

Se ha determinado el comportamiento de la biomasa en un fermentador
Applickon, bajo diferentes flujos de aireacion y velocidades de agitacion. Se
monitored la densidad dptica a 600 nm de estos cultivos, cuyos datos fueron
convertidos mediante la relacion de peso seco a mg/mL curva previamente
realizada (Fig. 31). El comportamiento de la bacteria fue determinado en los
medios de cultivo Z y el ZSM. La bioluminiscencia se observa en la figura 32.

Vibrio harveyi mostré un rapido crecimiento en ambos medios de cultivo
tanto en Zobell como en el medio ZSM. La tasa especifica de crecimiento () a
700 rpm y 0.8 vwm de aireacion fue de 0.297 + 0.036 h-1 para el medio Z y de
0.523 + 0.027 h-1 en el medio ZSM. La concentracion final de biomasa fue de
1.49 mg mL-1 y 2.37 mg mL-1 para el medio Z y el medio ZSM,
respectivamente representando un incremento de 1.6 veces. La produccion de
proteasas a la octava hora de cultivo fue de 0.9 y 3.32 unidades de actividad en
el medio Z y en el medio ZSM respectivamente (Fig. 33). La produccion de
proteasas aparece en la fase estacionaria de cultivo y es inducida por la

presencia de “skim milk”.



4.4.4. Coeficiente de conversion de densidad optica a peso de biomasa
seca.

En esta etapa se realizé la conversion de las unidades de absorbancia a
peso seco por lo que se monitoreo la absorbancia a 600 nm del cultivo Vibrio
harveyi y se determind la hiomasa en peso seco (mg/mL). Con base en la
regresion de los puntos fue posible determinar la ecuacion de la recta y=2.865x,
por lo que cada una de las densidades Opticas fueron convertidas a peso seco

en mg/mL ver figura 31.

25 R o
2 .
)
£ y = 2.865X
D 15 | , |
k) R%=0.9897 |
o i
S |
® |
(@] 1 1 !
m |
m )
Q.
0.5
0 - : |
0 0.2 0.4 0.6 0.8

Absorbancia (600 nm)

Figura 31. Gréfica de relacion de peso seco (mg/mL) contra absorbancia
(600 nm) del cultivo de Vibrio harveyi
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A B

Figura 32. Cultivo de la cepa Vibrio harveyi en fermentador. A) fotografia

tomada con luz y B) oscuridad utilizando video filmacion.
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Figura 33. Curva de crecimiento y de produccién de actividad proteolitica del
cultivo de Vibrio harveyi en dos medios de cultivo: Eje principal Y en escala
logaritmica, representado en lineas, el medio Z (-a-), y ZSM (-A-). En eje
secundario Y en lineas punteadas Actividad enzimatica especifica (UA/mg) en

SN de Z (-o-), y ZSM (-A-).
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4.4.5. Efecto del grado de agitacion y aireacion sobre el cultivo de Vibrio
harveyi

El efecto de la variaciéon de flujo de aire, fijando el grado de agitacion
sobre la taza de crecimiento se muestra en la tabla VII. En la tabla se observa
que la minima y (0.049+ 0.011 h-1) fue obtenida con 300 rpm y 0.2 vvm de flujo
de aire, la maxima y (0.507 + 0.041 h-1) fue obtenida con 700 rpmy 0.8 vvm de
flujo de aire. Las curvas de crecimiento se presentan en la figura 34. La tasa
especifica de crecimiento en esta cepa se ve afectada principalmente por el
grado de agitacion suministrado, y no al flujo de aire tal como se aprecia en los

datos que se presentan en la Tabla VII.

Tabla VII. Valores de 4 (taza especifica de crecimiento h™') a diferentes grados
de agitacion y aireacion.

Aireacidén (vvm)

Agitacion 0.2 05 | 0.8
Rpm 7 “,_1,—(>H"‘)

300 0.049 +0011  0.126+0021 | 0.137 +0.020
500 0400 +0.029 03930033 | 0.361£0.018

700 0.500 +0.031  0.466+0039  0.507 £ 0.041
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Figura 34. Curva de crecimiento y produccién de proteasas de Vibrio harveyi

ante diferentes grados de agitacion y con 0.8 vvm de flujo de aire. Simbolos:
300 (m), 500 rpm (=~), 700 rpm (w). Las lineas solidas representan el

crecimiento y las lineas punteadas representan la actividad proteolitica.
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4.4.6. Determinacion del coeficiente de transferencia de masa klLa

Para analizar la influencia del grado de aireacion y la agitacion sobre el
crecimiento y la excrecion de enzimas proteoliticas, el coeficiente de
transferencia de masa (kLa). Fue determinado bajo diferentes aireaciones y
velocidades de agitaciéon usando un método dinamico descrito en metodologia
(Tabla VIII). Al analizar el coeficiente kLa obtenido utilizando agua de mar se ve
incrementado desde 0.254 hasta 1.342 s-1 para 300 rpm/0.2 vvm y 700 rpm/0.8
vvim respectivamente. La maxima concentracion de oxigeno en el agua de mar
fue de 128.8 %, sin embargo la saturacion de oxigeno en el agua destilada
alcanzé un 153 %. El coeficiente de transferencia no fue diferente
significativamente realizandose bajo las mismas condiciones para el agua de
mar y el agua iresca (destilada) para este bioreactor. Sin embargo el DOy s
diferente, a la concentracion de oxigeno disuelto en el agua de mar es
suficiente para sostener el crecimiento, indicando que no existe limitacion de

oxigeno debido a la salinidad del medio de cultivo.
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Tabla VIII. KLa y DOnax (Mmaxima concentracion de oxigeno) en agua destilada y

agua de mar.
Agua destilada - Agua de mar

Agilacion-Aireacion K.a . DO Kpa DO ax
(rpm-vvm) (s » (%) s (%)
300-0.2 0232 149.9 0.254 128.8
300-0.5 0361 | 151.0 0343 125.4
300-0.8 0.385 1539 0332 1195
500-0.2 0.351 150.4 0.366 107.6
500-0.5 0.650  149.9 0.609 117.5
500-0.8 0709 1461  0.776 120.0
700-0.2 0.545 1399 0.430 121.5
700-0.5 0.979 ~150.0 1.071 124.8
700-0.8 1342 1503 1.324 126.7

4.4.7. Produccion extracelular de proteasas

Se determind la actividad proteolitica especifica durante la curva de
crecimiento bajo las condiciones de 300, 500 y 700 rpm, fijando la aireacion a
un flujo de 0.8 vwm. No fue detectada actividad proteolitica significativa a la
condicion 300 rpm, sin embargo con 500 y 700 rpm se incrementa
significativamente (Fig. 34). Se observd que la concentracién de proteina
disminuye y la actividad proteolitica especifica incrementa al incrementar el
grado de agitacion (Tabla IX). Las actividades presentadas en la tabla 10,
fueron obtenidas a una temperatura de 37°C. El rendimiento de proteina Yp/x
disminuye de 0.174 hasta 0.0139 g de proteina / g de biomasa a 300 rpm 0.2

vvmy 700 rpm / 0.8 vvm, respectivamente (Tabla [X). El maximo rendimiento de
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proteasas (Yea/x) fue de 80 UA g-1 de biomasa, el cual fue obtenido utilizando

las condiciones de 700 rpm y 0.5 vvm de flujo de aire.

Tabla IX. Rendimiento de proteina y actividad proteolitica (UA mg™') obtenidas

en las dos ultimas horas de cultivo.

Condicié
n Rev
min'-

vvm

300-0.2

300-0.5

300-0.8

500-0.2

500-0.5

500-0.8

700-0.2

700-0.5

700-0.8

Biomasa
mg /mL

0.60 +0.03

- 0.503+0.04

3

0.903+0.07
9

1.540+0.09
0

'+ 1.757+0.33

2

1.626+0.02
3

1.691+0.61
0

1 1.765+0.01

8

' 2.367+0.00

5

Proteina

mg/ mL

0.105
+0.003

0.082
+0.011

0.067
+0.018

0.046
+0.003

. 0.043
+0.005

0.038
+0.005

0.029
+0.001

0.033
+0.003

© 0.033
+0.002

Proteina
UA/mg

0.18

0.32 +
0.08

0.10 £
0.10

1.65 %
0.13

235+
0.37

231+

0.02

397+
0.54

428+

0.94

3.06 =
0.37

Yp/x
mg
proteina

/mgbiomas

a

0.17

0.16

0.07

0.03

0.02

002

002

- 0.02

0.014

Yae/x
UA/ mg

biomasa

0.031

0.053

0.008

0.049

0.058

0.054

0.068

0.080

0.043

Productivida
d
UA/ mL

0.019

0.026 + 0.003

0.006 +0.005

0.075 £0.001

0.101 £0.029

0.087 £0.012

| 0.115+0.013

0.138 +0.018

0.101 +0.017
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v DISCUSION

Los microorganismos del ambiente marino producen enzimas con
actividades y estabilidades enzimaticas propias e inusuales, ademas presentan
diferencias nutricionales a su contraparte terrestre. En esta investigacion se
encontré un medio que puede inducir la produccion de enzimas proteoliticas,
similares a estudios reportados por Meigen (1999), quien utilizo triptona como
fuente de nitrogeno de manera suplementaria. El proceso de sintesis de
proteasas podria estar relacionado a la induccién de genes especificos, entre
otros como bioindicadores de cambios fisiolégicos celulares y de sefalamiento
Quorum-Sensing, como el fenémeno detectado con la generacion de la
bioluminiscencia, previa a la sintesis de proteasas.

En este trabajo se selecciond una cepa bacteriana marina, Vibrio harveyi
con base en sus caracteristicas de crecimiento, produccion de proteasas @
inocuidad de la cepa, que permitié realizar el trabajo en fermentador. Esta cepa
presentd bioluminiscencia dependiente de oxigeno, lo cual se medio
experimentalmente. La intensidad y duracién de los picos de actividad
bioluminiscente detectados para esta cepa, fueron de mayores a los reportados
por Meighen, (1999), posiblemente influenciado por las condiciones de cultivo y

su crecimiento en el bioreactor.

Existen trabajos que demuestran la posibilidad de obtener enzimas
proteoliticas de cultivos bacterianos (Lygren et al., 1998), lo cual también se

pudo comprobar a nivel bioreactor en este trabajo. En cuanto a las
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caracteristicas de las proteasas, la cepa Vibrio harveyi produjo enzimas que
resistieron el proceso de liofilizaciéon contrario a lo descrito por Lee et al., 1989,
para el mismo geénero bacteriano en donde la enzima fue totalmente inactivada
por este proceso.

Las caracteristicas de las enzimas proteoliticas encontradas también
fueron resistentes al uso del detergente SDS a baja concentracién, propiedad
reportada tambien en enzimas presentes en el hepatopancreas de camaron
(Garcia-Carrefo, et al., 1993). Esta propiedad fue utilizada para poder realizar
revelado de actividad proteolitica en geles SDS- PAGE (zymogramas).

Los pesos moleculares obtenidos para las proteasas encontradas fueron
de 47, 40 y 35 kDa. Para este mismo género se han reportado proteasas con
pesos moleculares de 21, 22, 35 kDa (Lee et al 1999, Liu y lee 1999), otras
proteasas de tipo cisteinico han sido reportadas en Vibrio harveyi del las cepas
820514 y 770527, una de las cuales fue purificada y caracterizada como una
sola proteina, con un peso molecular de 38 kDa (lee et al. 1999; Liu y Lee
1999). También de la cepa FLA-11 se observé una proteasa, la cual no fue
inhibida por PMSF. Otra proteinasa ha sido purificadas de otra cepa de Vibrio
harveyi, con diferente peso molecular (84 kDa) y presentd 4 unidades de 21
kDa cada una (Fukusawa et al. 1988). Las proteasas encontradas en este
trabajo presentan diferente mecanismo de accién y pesos moleculares. Los
resultados obtenidos y sus diferencias proteicas pueden explicarse por la gran
heterogeneidad de las especies vibrio, tal como lo describié Vandenberghe et

al. (1999). Aunque la principal actividad detectada fue la serin-proteasa.



Los estudios de inhibicion mostraron la dependencia del extracto crudo a
la presencia de iones igual que en otro trabajo (Sanz y Toldra 2001). La
actividad enzimatica del Vibrio harveyi ATCC 14126 disminuye en presencia de
agentes secuestrantes como el EDTA y EGTA, similar a lo reportado por Lee et
al.,(1997) para el mismo género Vibrio pero de otra cepa, sin embargo, estos
autores denominaron a la proteasa como metaloproteasa, basandose
unicamente en ésta caracteristica. Otros autores denominan a las enzimas
presentes en un extracto crudo como del tipo serinico, cuando se utilizan
inhibidores como PMSF, DFP y quimostatina (Giménez et al., 2000).  Los
inhibidores utilizados en los ensayos de este trabajo demostraron que las
proteasas presentes son principalmente de tipo serinico debido a que el PMSF
inhibio el 96 % de la actividad enzimatica, confirmandose con los resultados al
utilizarse EDTA y EGTA, ya que estas enzimas por lo general necesitan de los
lones calcio para realizar la actividad enzimatica. Ademds, a diferencia con
otros autores el mecanismo de accién fue corroborado utilizando sustratos

especificos para determinar el mecanismo de accion.

Una caracteristica de las enzimas de cepas halofilas es su requerimiento
de sal, Duong y col., (1981) encontraron actividad a 3.6 M y algunas otras con
concentraciones del orden de 1 M de NaCl (Giménez et al., 2000). Para esta
cepa se encontré que tolera concentraciones de 2.25 M, presentandose un

incremento en la inhibicion desde 0.5 M en funcidn de la concentracion salina.
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Sin embargo, la tolerancia a la salinidad de la cepa de estudio no alcanza
a las enzimas de una bacteria hipersalina Nairialba magadii, cuya actividad
disminuye a un 50 % a concentraciones de 2.6 M (Giménez et al., 2000). Una
de las aplicaciones de enzimas tolerantes a salinidades altas es en la industria

de la fabricacion de pieles (Galinski y Tindall, 1992).

Otra caracteristica de las enzimas encontradas fue que su temperatura
optima fue de 50 °C y con sustrato especifico 80 °C, por lo que una posible
utilizacion de la enzima debera considerar procesos en donde la temperatura
sea inferior a los 65 °C por ejemplo: Las enzimas de Natrialba magadii
presentaron una actividad maxima a los 60 °C y a los 70 °C perdieron por
completo la actividad enzimatica (Giménez et al., 2000). Manachini y Fortina
(1998) mencionan que las proteasas son importantes en la industria de los
detergentes y en la produccion debido a que son activas entre los 50-60 °C,

como es presente en el extracto crudo de V. harveyi.

La constante de inactivacion térmica (E,) obtenida fue similar a la
mostrada por la tripsina y quimiotripsina cristalina (13 kcal/mol), durante la
hidrélisis de la caseina (Sumner y Sommers 1947). La estabilidad de esta
enzima es superior a la demostrada por Pseudomonas sp alcalinas, cuya
estabilidad no supera los 35 °C (Duong et al., 1981).

Otros autores como Taguchi et al, (1995) encontraron en el género

Streptomyces enzimas también del tipo-quimiotripsina la cual presento
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especificidad por el mismo substrato y pH utilizados en este estudio
encontrandose un éptimo de 10 y para la cepa de estudio fue de pH 9.

En cuanto a produccién de la biomasa en fermentador, autores como
Manachini y Fortina (1998) mostraron el potencial del uso de agua de mar en
los procesos de fermentacién, como alternativa industrial a aquellos lugares en
donde el agua de mar es abundante y pueda ser fuente de otras bacterias
marinas Utiles. Algunas bacterias requieren hasta de 60 horas para alcanzar la
fase estacionaria (Giménez et al. 2000). Otras bacterias del género Bacillus
subtilis no se ha podido realizar fermentaciones exitosas, ya que se ha obtenido
buena produccion de biomasa, sin embargo la produccién de enzimas no fue
detectada. Las condiciones hidrodindamicas en este trabajo afectaron la
produccién de biomasa y de actividad enzimdtica. La tasa especifica de
crecimiento en esta cepa se ve afectada principalmente por las condiciones

hidrodinamicas del fermentador, determinadas por la agitacion y aireacion.
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CONCLUSIONES

. La bacteria seleccionada en este trabajo fue capaz de producir proteasas

en un fermentador. Vibrio harveyi fue seleccionado como productor de
proteasas debido a su alta actividad enzimatica y a la no patogenicidad

de la cepa. El medio de cultivo afecto la produccion de proteasas.

. El estudio del mecanismo de accion de las enzimas de Vibrio harveyi

fueron clasificadas como serin-proteasas con actividad quimiotripsina.

Los pesos moleculares de las proteasas fueron de 47, 40 y 35 kDa.

. El pH optimo de la enzima fue alcalino y las enzimas mesdfilas-termofilas

y se obtuvieron los valores de Vmax 0.25 min-1 y Km 0.93 mM

. Las condiciones hidrodinamicas del bioreactor afectan sobre la

produccion de proteasas, principalmente el grado de agitacion. Ademas

de observar efecto favorable con la adicion del “skim milk”
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Summary

A marine bacterium ibrio harveyi was adapted to grow and produce extracellular proteases in a seawater: Zobell-
based medium. supplemented with skim milk under different hydrodynamic conditions. namely agitation and
acration rates. The addition of skim milk 1o Zobell medium enhanced fivefold the extracellular enzyme production.
Protease production seemed 1o take place after maximum luminescence had been produced. Specific growth rate
nereased ws a consequence of increasing agitation rates. The maximum activity of 4.28 units mg™" protein were
lormed with 700 rev min~" and 0.5 v v m. Protease activity detected has a molecular weight of 34 kDa. Another

minor biand of protease getivity was found at 40 kDa.

Introduction

Vibries harveri is a ubiquitous luminous bacterium in
warm marine waters and part of the intestinal Aora of
marine animals (Harris er af. 1996). Luminous bacteria
oceur as freeliving. saprophytic. symbiotic and parasitic
forms (Juvabalun & Pillai 1994).

Proteases with molecular weights of 22 and 38 kDa
were purified and partially  characterized from  the
marine bacterial species strains 770527 and 820514
(Lee er af 1999: Liu & Lee 1999). Other marine strains
produce  metal-chelator-sensitive alkaline proteases
(Fukasawa er al. 1988).

Alkaline proteases are particularly important as they
are extznsively used in laundry detergents and leather
productior: because they are stable and active above 30~
60 C.uat high pH values and in presence of surfactants.
sequestering agents and bleaches. There is a need to
develop new detergent formulations cither for environ-
mentul. specific activity or energetic considerations.
These are important facts promoting the development
ol new proteases and other types of enzymes used to
produce detergents (Manachini & Fortina 1998).

Control ol dissolved oxygen tension in bacterial cell
fermentations involves the manipulation of the agitation
speed and the gas supply rate in order to optimize the
volumetric mass transter coefficient Ay «. This approach
sves satisfactorsy results since the mass transfer coeffi-

cient ke is a function of the power dissipation by
impeller per unit volume. The concentration of dissolved
oxygen may be controlled by manipulating the partial
oxygen pressure in the liquid phase and keeping the gas
flow rate and stirring rate constant in the bioreactor
(Simon & Karim 2001).

The salinity of the broth. air flow rate. and stirring
speed have an effect on the oxvgen transfer rate.
degree of turbulence. and broth circulation velocity.
with an influence on biomass concentration. enzyme
productivity. and substrate consumption (Popovic ¢/ al.
1979).

Although microbes [rom terrestrial sources are em-
ployed for industrial production of enzymes. the poten-
tial for synthesis of several novel enzymes by marine
microorganisms has been recognized (Chandrasekaran
1997). Diverse techniques have been used for the
screening of novel enzymes with new biocatalytic
capabilities and great potential for several industrial
processes and other applications (Manachini & Fortina
1998), such as restriction endonucleases (Roberts 1985).
However, despite the commercial importance of these
enzymes. there are no reports of quantitative assessment
of biomass and protease production of marine bacteria
in a bioreactor.

The present work describes the effect of hydrodynamic
conditions on the growth and protease production of
Vibrio harveyi. grown in a jar fermentor.
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“WMaterials and methods

Culire media and bacterial strain

Vibrio harvevi (ATCC 14126 is classified as a bio-safety
level | microorganism) maintained in Bacto-marine
agar. was grown in two culture media. Zobell (Z)
medium and  Zobell medium  supplemented  with
2.5 ¢ 17" of skim milk (ZSM). Seawater (salinity 26%,
was used to prepare both media.

Inoculum preparation

A colony of V. harvevi was grown for 24 h in Bacto-
marine agar and was inoculated into a 100 ml-Erlen-
meyer fask containing 30 ml of Zobell medium. it was
incubated at 30 °C. 300 rev min~" in an orbital shaker.
for 4 h. Five millilitre of this culture was inoculated into
a 100 ml Erlenmeyer fask with a 50 ml of Zobell
medium. The culture was allowed to reach an OD¢oo nm
ol 2.0. Two flasks werc used us inoculum for fermentor
experiments.

Bivrcactor description and culture condition

A LS T jar-fermentor (Applikon. Holland) with a 11
working volume was operated in batch culture mode.
The fermentor s equipped with two Rushton disc
turbines (4.5 cm diameter). separated 2.5 ¢cm from the
bottom of the vessel. 1144 from the top. and 4.0 cm
between them. The fermentor contained two baffles
(10 cm long and | em wide). separated by 5.4 cm. Air
supply was provided through 1 metallic tube with seven
holes ol 0.9 mm of diameter. fixed at 2.0 em from the
botom. Three agitation speeds: 300. 500. and 700 rev
min~" and three air Now rates: 0.2. 0.5 and 0.8 v/v/m
were used. Temperature was kept at 30 °C and the initial
pPH was 7.2 £ 0.1. Foam wus controlled by adding a
few drops of sterilized sunflower oil.

Bacterial growth determination

The bacterial growth was estimated by optical density at
600 nm (Hatch spectrophotometer DR.4000) and by
dry weight determination at 60 °C overnight. using three
replicates. The growth curve was defined as the loga-
rithm of the biomass size [v = In(X.Y,)] as a function of
time (7). u determined by Gompertz model:

v=ud exp{—exp[’:‘—e(i—r) - I]}

where 4 is the specific growth rate. /. the lag time and the
asymptote A,

Prowein determination

Protein was determined by using BioRad dyve reagent
and bovine serum albumin us standard.
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Proteolytic activity determination

Enzyme production was monitored along the time
course of the culture. Aliquots from the supernatant
(crude extract) obtained by centrifugation of the culture
broth at 16,000 x ¢ per 5min were used for the
determinations. The proteolytic activity was assaved
using azocasein as the substrate, as described by Kohl-
mann et al. (1991). One-millilitre reaction mix contained
Tris-HCI buffer S0 mM pH 7.5, 1% azocasein and
1.7 pg of protein from crude extract. Reuaction was
carried out at 37 °C for 10 min. The reaction was
stopped by the addition of 0.5 ml 20% TCA. The change
of absorbance in the supernatant was monitored at
366 nm. Substrate controls (with crude extract) were
stopped by the addition of 20% TCA. One unit of
activity was defined as the amount of enzyme required to
produce an increase in absorbance of one unit at 366 nm
in a minute. The assays were performed in duplicate.

SDS-PAGE Zymograms

Vertical minigel electrophoresis was carried out with
12% polyacrylamide as separating gel. and 4% as casting
gel. The running buffer was Tris/Glycine at pH §.3. with
0.1% SDS. The electrophoresis was conducted with a
constant electrical input of 20 mA. The SDS sample
buffer contained 12.5 mM Tris-HCL. pH 6.8. 0.1,
SDS, 0.06% bromophenol blue, 20% glycerol. A BioRad
broad range pre-stained molecular weight marker was
used to determine the molecular weight. Zymogram [or
proteolytic activity was carried out as described by
Rosenberg (1996). at 37 °C to allow casein digestion. The
quantity of protein loaded was 1.7 ug of protein.

Bioluminescence determination

The intensity of the bioluminescence was monitored
using a luminometer (Emlite, Russian Federation). [rom
direct measurements of | ml of culture. Bioluminescence
was carried out without activators (Ilyina ¢f al. 1998).

kya determination

The measurement of the mass transfer coefficient (4 Ler)
for oxygen was carried out by the indirect method. by
determined dissolved oxygen concentration after initiul
DO was zero. An oxygen electrode probe was used 1o
measured oxygen during the time. Following equation
was used to calculate kya.

Na = dCL/dl = kLa(CE - CL)
Reagents
Culture media were from Difco (Sparks. MD. USA) and

the rest of reagents from Sigma (Sigma Chem. Co.. St.
Louis. MO, USA).
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Results and discussion

Inituence of the culture media composition on growth and
protease production

vibrio fiarvevi showed rapid growth in both Z and ZSM
media. The specific growth rate (4) at 700 rev min~" and
0.8 v v m aeration rate was 0.297 + 0.036 h™' in Z
medium and 0.523 = 0.027 h™" in ZSM medium. Final
biomuass concentration was 1.49 and 2.37 mg ml™' for Z
and ZSM media. respectively (Figure 1). Protease ac-
tvity appeared after 3 h cultivation. increasing more
than four times after bioluminescence has reached a
maximum (Figure 2). Protease production at the eighth
hour of cultivation was 0.06 and 4.65 activity units in Z
and ZSN media. respectively.

et of aceration and agitation rare

The effect of varving air flow rates. fixing one agitation
rate at the time on the growth rate is summarized in
Table | Minimum g (0.049 = 0.011 h™") was obtained
at 300 rev min "' and 0.2 v v<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>