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RESUMEN

Con ¢l propésito de ob un mi gani que produj una
lipasa termoestable y activa a un pH alcalino, para evaluar su uso en
detergentes, se purificé y caracterizé una cepa de Pseudomonas_aeruginosa
que tiene , a $SS°C y un pH de 8.5, una actividad ecnzimatica clevada

¢ isti iadas para una enzima de uso en detergentes).

prop

. A < h

Pseudomon: nosa €s un patog opor para el h ]
por lo que no puede ser utilizada en la prod i6én ind ial de i ésta
€s la razén por lo que la lipasa tenia que ser expresada en otra bacteria para

"

ser producida de una a ial

Una de las bacterias que mias sc han
Xanthomonas campestris; ya que produce un exopolisacirido (la goma
xantana) que tiene gran aplicacién en ali ¥y con la extraccion del
petréleo. Esta bacteria, patégena para ciertas plantas, secreta ciertas enzimas

A, Py = cs

que participan en su virul ia. Por otra parte, esta estrech relaci d

con Pseudomonas a¢ruginosa . Con dichos d se decidié expresar la

lipasa en Xanthomonas campestris, la cual sc llevé a cabo por medio de
hasta ob a la cepa recombinante IBT

conjugaciones entre las cep
148(pBP13). Se cuantificé la estabilidad del plismido pBP13 en la cepa

existicndo una alta estabilidad de éste; p i se ificé Ia
actividad lipolitica en tres diferentes medios de cultivo con el fin de obtener
el mas ad d Itando ser el medio Pyglucosa. También se évalué la
infl ia de los ind IPTG y glicerol asi bién la itucié

de lactosa por IPTG. Se reali inéticas de crecimiento y produccin de la
lipasa para mids el p1 Final se ifico la prod ion de




lipasa por diferentes cepas de Xanthomonas campestris,

que tenian como
diferencia principal la produccion de g a dife

niveles y la secrecion
de proteinas. Se observé que las cepas productoras de goma facilitaban la
expresion de la lipasa.

Por altimo, sc determiné que la ima 1 e i

e Xp en la cepa de
Xanthomonas campestris  IBT 148 (pBP13) ’ las i

:

principales para utilizarse en detergentes ya que tiene actividad en un pH
slcalino de 8.5 y es ter! ble (por

temperatura de 55°C).

se con actividad lipolitica a una

[



L~ INTRODUCCION.

alidades de In bi logia.

La biotecnologia es percibida como uno de los
aneo (47). El creciente interés que

1.1 G

1 eneld ollo i
en los altimos afos ha despertado, tanto en los medios académicos como en la

actividad econémica, se ha traducido, entre otras cosas, en una proliferacion

de definiciones.
La biotecnologia es, segan una de las definici mas ptad. “La
utilizacién y £ ion de microc i >s y células vegetales o
les para la ob ion de prod benéficos para el hombre™ (59).

Por tratarse de un drea multidisciplinaria se relacionan conocimientos
de microbiologia, biologia 1 [} bioquimica e ingenieria genética, con
procedimientos industriales (51).

El uso de microorganismos para beneficio del hombre se utilizé desde
idades basi en la prod ién de

épocas muy antigilas, para

pan, queso y bebidas fermentadas. Si bien, hace 5000 arfios el hombre no
>jaba di los i i >3, pues no los conocia, se

beneficiaba sistematicamente con las tr for i que produci

de no sélo confinar al microorganismo en un medio de

A H se p
cultivo, sino alterar su informacién genética y “beneficiarse”™ ain mas de €l.

Es una diferencia muy grande derivada de la acumulacion de conocimientos
en cada época; pero no hay que perder de vista que los objetivos siempre han

sido los mismos; lograr beneficios a partir de la actividad celular sobre la

de tal a que, sin importar el enfoque del que se parta

or
ia Org;

3



para hacer una historia de la biotecnologia, no debemos ignorar los

aca que surgieron a pantir de la comprension Jde tas

fer i la bioquimica y la biologia molecular.

Para algunos autores (16), la biotecnologia se inicia con Ia

modificacion genética y por ende metabélica de células procariontes

_eucariontes, para la obtenciéon de nuevos comp o el incr en la
produccion de los ya sintetizados. En este caso, la historia de la biotecnologia
aparece con las diversas dologias de tr £ i6n que han usado las
civili i desde los inicios de la historia hasta os dias, do las

ipulaci bi tecul es al la fi io genética de
algunos organismos. De esta P la bic logia en una ctapa
primitiva, una etapa derna y, final la era de la biotecnologia de

vanguardia o de nueva generacion.
El desarrollo de la biotecnologia moderna que se dié en los aflos 60°s,

impulsé el nacimi de nuevas bioindustria y la expansion de otras
existentes. Para los aflos 70°’s, y a mediados de los 80’s se establecieron
alrededor de 200 bioind ias en Estados Unid lo cual representa un

récord en el mundo.

1.2 A d de Ia bi logia imsét
Las industrias de fer ion, b das ecn siglos de experiencia en la

produccion de cerveza, quesos y similares, han sido base para la creacion de

la biotecnologia enzimitica, ya que por cllas se d brio que los pr os

biolégicos se realizan en gran medida mediante i catalizadas por

ciertas moléculas de naturaleza pr i [%, idas por i (25).



El nombre enzima se empled hasta 1877, pero mucho antes ya se

sospechaba de ciertos catalizadores biolégicos que intervenian en 1la
fermentacion del azicar para formar alcohol (de aqui el nombre inicial de

“fermentos”™), 3. Berzelius introdujo la idea de catalisis en la fisiologia. hacia
1830 (12). Afirmaba que en los organismos se¢ formaban miles de reacciones
mediante agentes quimicos cuya presencia era esencial para la reaccion, pero

que no eran consumidos durante ella. En 1877, Kiihne acuiid el término
cuyo aisl

to durante todo el siglo XIX fué basico para el
desarrollo de la bioquimica. En 1897, E. Buch

aislo la un grupo de
enzimas que llevan a cabo la fermentacién alcohélica. Solo cuatro aitos antes,
Ostwal habia d do que las i

son catalizadores y E. Fischer en
1894 demostro su especificidad por el sustrato (39). En 1913, Michaelis vy
Menten desarrollaron la teoria cinética enzimdtica (38). A pesar de que en el
siglo p do se estudi

on

T iones enzimaticas, solo en los aflos
veinte fueron mejor valorados y aprovechados los r ltados. Los cc P
de i logia derna del aislami o de la enzima ureasa por
Summer (41)

D las décadas de los y

se desarrollo la tecnologia
enzimatica ya que en esta época se aislaron numerosos microorganismos
productores de una gran variedad

de enzimas, entre las que destacaban las amilasas y proteasas, por otra parte
también

se diseflaron reactores Qque permitieron la  reutilizacion de
catalizadores.

En 1988 se determind que €l mercado mundial de las enzimas era de

570 millones de dolares. En cuanto a los usos de éstas enzimas, tenemos que




alrededor de la mitad de ellas son proteasas y dentro de estas, la de mayor

mercado es la proteasa alcalina usada en detergentes (40).
Actualmente la tecnologia enzimadtica cuenta con las herramientas que

le proporciona la ingenieria genética o tecnologia del IDNA recombinante y la

i ieria de prc
Asimismo debemos seiialar que el nuevo auge en estos procesos es la
blisqueda de microorgani )s, particul aquellos gue habitan en
> de ar i mas ¥y al

ambientes extremos, con el propé
calor, pH alto o bajo etc. La metodologia sistemitica para el aislamiento y
do ing™”, y se refiere a la

seleccion de este tipo se Je ha denc
ias, levaduras y hongos)

busqueda y aisl i de microor (b
existentes en un area ecologica definida (5).
El principal objetivo del *“scr ing” es ob microorganismos que
bi pr un boli que g e ias que

en su medio
son de interés industrial o médico (11,13). Una vez aislados, es posible su

eventual manipulacion genética para mejorarlos (30).

1.3 Enzimas de uso industrial.
Las enzimas tienen amplio mercado y uso diversificado en diferentes

dreas industriales. Destacan por su importancia Jas aplicaciones en alimentos,

imico far Sutica y q (3).

4



"TABLA 1.- Infi ion del do internacional para tas principales

‘de uso ind ial.
Enzima Volumen Precio Valor del Mercado
10°Lb $/1b (10° Délares)
.a-amilasa 600 19.33 . 116
Amiglucosidasa 600 20.00 12.0
Proteasa de Bacillus 1000 8.28 8.0
Glucosa-isomerasa 100 400.00 . 40.0
Glucosa-oxidasa ] 160.00 0.8
Papaina 200 59.00 11.8
Pepsina 10 380.00 a8
_ Renina 24 696.00 40.0

Tomada de Arbige and Pitchar, 1989 (3).

aprecia que las

Se por el .:IIQI-IG son producidas, caen en la
categoria de especialidad quimi (prod de vol n medio y alto
valor agregado). La proteasa de Bacillus es la enzima que en la actualidad se

1

P y en yor vol a nivel mundial (Tabla 1). -




TABLA 2.- Distribucién de las enzimas de interés industrial.

Grupo Enzima o % del mercado % total
drea de aplicacion

Proteasas  Alcalinas (detergentes) 25
Alcalinas 6
N Ncutras 12
Acidas ’ 3
Renina to
Tripsina 3
' 59
Carbohid ™ 13
p-amilasa s
Celulosa y lactosa 1
Isomerasas 6
Pectinasas 3
28
Lipasas Lipasas 3
Otras Area analitica
Area farmacéutica
Otras 10
10
100

Tomada de Godfrey, 1983 (23).




Como se presenta en la tabla 2, {as proteasas representan ¢l 590, del wotal y las
proteasas alcalinas usadas en detergentes represcntan el 25% (8), citra muy

superior si sc compara con ¢l resto de las enzimas producidas (23).

1.4 Enzimas utilizadas en detergentes.
El uso de enzimas en detergentes para remover restos de proteina
depositados en ropa se inicié en 1913 en Alemania cuando O. Rhm adicioné

por pri vez p i a for laci de detergentes (2), pero fué
hasta los afios 60’s do, en ¢l aislami de una proteasa alcalina
termoestable de Bagillus, se inicié una ripida y per p i6n en el
mercado de los detergentes (66). A 1 las i son ingredientes
indisp bl en la fi lacién de los i Las p alcalinas

utilizadas en dectergentes estin bien caracterizadas y sus propicdades
generales son:

-Deben operar a un pH alto (pH 7-11).

-Deben op a P levadas (20-70°C).

-Ser compatibles con ¢l detergente (estable durante la vida de anaquel y
lavado). - ’

Los rangos de estas propicdades varian segin ¢l uso y la formulacion

del detergente pero determinan en gran medida los limi y isti de
Iquier otra i quese d usar en detergentes.
1.8 Lip en el de los detergentes.
En fech i eli és hacia las lip ha ido debido a la

gran diversidad de usos que por sus caracteristicas tiene y uno de estos ¢s en

enel do la Lipol: de la p

detergentes (18). A




i6n ind ial en los

NOVO que cs la pri lipasa microbi con apli
detergentes (2). Algunas de las especies bacterianas productoras de lipasa que
ser das en la clab ion de detergentes pertenecen al género de

P

las Pscudomonas, que incluyen a las bacterias gram negativas de forma
bacilar, acrobios estrictos y moviles, habitantes normales del suelo y agua.

-£.8.1 Caraceeristicas de las lipasas.
Estas enzimas catalizan la hidrélisis de grasa para dar icidos grasos

libees y glicerol (24).

Pertenecen al género no cespecifico de las carboxil-éster hidrol EC-

3.1.1.3 (31,34), (Figura 1).

— R
= ——R
/ .
— + écidos
R ——— grasos
' ——R . ———R_~
R =
———
TG DG MG GLICEROL

Figura 1.- Reaccion catalizada por la enzima lipasa.
TG (triglicérido); DG (diglicérido); MG (monoglicérido).

Mode de 46 Las lip hidrolizan las uniones ésteres cn la interface
entre la fase (enzi luble) y la fase del sustrato insoluble. Actian

10




sobre los sustratos cuando estan en forma de micel pequeiios agregados o
particulas emulsionadas (26). La habilidad para catalizar la hidrélisis de

ésteres de acidos gr i lubles, distingue a las lipasas de otras esterasas,
las cuales catalizan pref la rup de é lubles (4,42).
Especificidad.- La especificidad de las lip a un nu o de carbonos de
acidos gr varia dependiendo de su origen. Estas se dividen en dos grupos
en base a su especificidad posici 1 (Figura 2).

El primer grupo es no especifico y libera acidos grasos de las
posiciones de enlace del glicerol (30). .

LIPASAS NO ESPECIFICAS:

- ) - - -
Triglicérido — . 1,2,(2,3)-diglicérido —1(3)-monoglicérido glicerol
«— 1,3-diglicéridos —2 glicérid + écid
+ écidos grasos + écidos grasos grasos

¢ Lipasa



El segundo grupo libera écidos grasos de las p

LIPASAS 1,3 ESPECIFICAS.
L]

- -
Triglicérido —* 1,2,(2,3)-diglicérido — . 1-monoglicérido
«—— 1,3-diglicéridos «— 2-monoglicérido

+ Acidos grasos + écidos grasos
! L
1,3-diglicéridos — 1 glicérido —*gli I+écid
grasos

dcidos grasos =+ +écidos grasos

*Lipasa ° .
FIGURA 2.- Reacci6 imdtica de lip no especificas y lipasas 1,3
especificas (48).

1.5.2 Fueute do obtencidéa de ins lipasas.
Las lipssas pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano

(43,45,22).
Las de origen animal son lip que sc
o bovino y son las que se utilizaron inicialmente. Las de origen vegetal se

A,

o de pi de

Aencuenmnentrigo.-vena.mdzyeocoym icrobia se obti de una
gran variedsd de microorganismos (tabla 3), los les tienen itaja sobre
Ias anteriores como son:

8) control de las condici de produccid

b) se pueden cultivar en diferentes volumenes.

2



c)los microorganismos pueden mejorarse gendéticamente para aumentar
su productividad (57).

TABLA 3.- Lip icrobi ial

Fuente microbiana pH déptimo Temp. 6ptima (°C)
Aspargillus sp 6.5 37

Mucor sp 7.0 - 37
Candids cylindraces 6.5 37
Rhizopus sp 7.0 40
Anpergillus niger 6.0 47.5
Aspergillus oryzae 6.25 30
Rhizopus delemar 5.6 4as

Tomada de Seitz, 1974 (54)

1.5.3 Produccién industrial de lipasas microbianas.

Los procedimientos para la prod ion de lip en cultivos
sumergidos han sido publicad en p y lit 2 1. Los
i y dici de cultivo varian ampliamente pero se ha observado
que al agregar lipidos al medio de cultivo i un i en la
produccién de lipasa por algunos mi gani son G. candidum y
Pscudomonas mephitics (35), ya que triglicéridos como el aceite de oliva y
écidos gr el dcido olei i ind en la produccié
En las ulti dos décad. los estudios que se han realizado en
lacién a la produccién de este tipo de lip icrobi se¢ han enfocad:

bésicamente a la formulacién de un medio de cultivo en el cual se logre

13



b la ji d ion anali do el efecto de diferentes tipos de sales o

24 L
modifi d bié¢n las dici de pH y temperatura en el que se

realiza la fermentaciéon (63). Algunos
produccion de lipasas ticnen como fuente de carbono algun polisacarido,

triglicérido o dcidos grasos, también la adicion de pequefilas cantidades de

di de crecimiento dos en la

glucosa se utilizan para iniciar ¢l i las fu de
itrég son: pep de levad ina hidrolizada y licor de
maiz (56).

En varios i gani una prop i6n de lipasa extracclular

lular. La pr ia de lip lazada a la

permanece unida a la pared

pared celular puede inhibir la ién de lipasa en el medio de cultivo y, por
lo tanto, reduce los rendimi Alg ias surfi i !
su lib ion y asi i 1a for ién de lip lular (60).

Much i gani prod 2 o mis lipasas extracelulares con
dife pecificidades hacia los dcidos grasos, especial con resp

a los dcidos grasos de cadena corta (30).

1.5.4 Propiedades y estructura de lip microbi purificsd
Las lip son p { dcidas con un peso molecular que varia de

14,000 a 200,000 kd. Las actividades especificas de la proteina pura estin
- entre S00 y 2000 unidades de lipasa por mg de protcina (Tabla 4).




TABLA 4.- Propiedades de lip purificad

Especie P.M. Punto Actividad
isoeléctrico Especifica (U/mg)

Aspergillus niger 25,000 4.6 2400

andida cylindracea 120,000 4.2 1140

hi 0! ium viscosum 30,000 7.3 5740
Geotrichum candidum 4,000 4.3 447
Humicola lanuginosa 27,000 -—-- 1490
Mucor javanicus 21,000 ——-- 1322
Pscudomona fluorescens 32,000 4.5 4200
Rhizopus arrhizus 43,000 6.3 9300
Rhizopus delemar 41,300 4.2 4000

oru Sis bili 42,500 29 ——-

Tomada de Macrae, 1985 (43).

3

Los altos pesos /| lares p 1 serr

1tad,

de una autc iacion de

moléculas de proteina de un bajo peso molecular, ya que se ha mostrado (por
ejemplo) que la lipasa de Aspergillus niger (44), forma un dimero en un
buffer de fosfatos a pH=7 (19).

La mayoria de las lipasas purificadas de microorganismos eucariontes
son glicoproteinas conteniendo entre 2%6 y 5% de carbohidrato. La porcion de
carbohidrato de las glicoproteinas aparentemente no se requiere para
expresion de actividad lipolitica (10). La funcién del carbohidrato de las
lipasés no es muy claro; posiblemente facilite el paso de la proteina a través

de la pared celular o la haga mas resi al q de p
extracelulares (55). '



Algunos trabajos han sugerido que las lipasas contienen  una alia
proporcion de aminoacidos hidrofébicos y que esta caracteristiva ¢ requerida

para inter: i con su hidrofébi

(64). Tambidén sc ha reportado

que las lip una alta velocidad superficial en las interfaces aire-

para con otras proteinas (61). Esta alta actividad
. superficial resulta de una fuerte ad ion de las lip

hidrofabi,

agua do se

sobre superficies
y puede explicar la alta actividad de las enzimas con sustratos

insolubles.

Por otra parte la lipasa de G. candidum ha sido cristalizada y la
estructura del cristal obteﬁida a una baja resolucion de rayos X ha sido
publicada (28). Los resultados. muestran que el sitio activo posiblemente esté

localizado en el centro de la molécula y que este unido a la superficie por
medio de un canal con las di i

ias para acc dar a una
molécula de triglicérido.

La entrada al sitio activo esta formado por dos cadenas alfa-hélices en

la superficie de la protei y se puede p lar que constituyen las porciones

hidrofébicas en la superficie de la enzima, la cual interactia con las particulas

insolubles del sustrato, ocasionando una reorientacion de esta parte, lo que

permite el traslado al interior de la proteina, de una molécula de sustrato y
que alcance ¢l sitio activo.

En las lipasas de cerdo y h hay evid ias de que, en el sitio
activo, se encuentre localizado un residuo de serina y que este es esencial para
llevar a cabo la catalisis, en vista de que modificaciones quimicas de este

residuo (ser 152) hacen que se pierda la actividad enzimitica (67).

16



1.6 Apii L en la ind rvia de ias lip
Las lip microbi son f: d ial en Japo
Europa y Estados Unidos en idades peq que con el desarrollo de

nuevas aplicaciones cstas s¢ han

i ia de i

: A dand.

como resultado la

i d; en forma de polvo, asi como su

inmovilizacion en soportes hidrofilicos (46), o su micre P

pur
I} i en

polimeros sintéticos (55). El uso principal de estas enzimas ha sido én la

P Py S1ati
ia far

debid,

a su gran diversidad de usos éstas han

q

empezado a desarrollarse en otras areas (1, 63, 3, 4, 61, 54), (Tabla 5).

Tabla 5.- Aplicaciones de las lipasas.

Dectergentes Ellmmaclon de grasas.

Panificacion Prep ién de p les y P

Confiteria Pr i6n de cr losos y car 1

Lactcos Produccnon de saborizantes.

Carnes P ion de butidos.

Farmacia E P iento de prod , elaboracién de
grnnulados.

Cosmetologia Produccion de pastas dentrificas.

Sintesis organica
Microbiologia médica
Quimica clinica
Perfumeria

Analisis quimico

Taxonomia

Alimentos

Sintesis de ésteres, interesterificacion.

Auxiliar en la identificaciéon de cepas patégenas.
Analisis de lngllcendos y fosfolipidos en suero.
Si is de €
Resolucion  de y
isoméricos terpénicos en base la stercoespecificidad
enzimdtica al esterificar.

Clasificacion de bacterias en base a produccion de
enzimas.

Industrias de aceites, quesos y helados.

terp >

1 Srvai alcohol.

Tomada de Harwood, 1989 (27).



Por lo anteriormente expuesto, observamos que existe un mercado

importante para enzimas lipoliticas. En este proyecto, se ha considerado a las

lip una i que p ial pueda ser utilizada en
detergentes. ’
Las razones y criterios que permitieron llegar a esta propuesta son las
siguientes:
1.- La eliminaciéon de grasa en ropa es un problema que los detergentes
no " " 3

2.- En la composicion de los detergentes, ¢l uso de enzima lipasa tiende
a bajar los niveles de fosfatos (los cuales son un fuerte contaminante del
medio ambiente).

3.- La eliminacion de grasa en ropa (ejemplo tintorerias) se hace
utilizando solventes téxicos y de uso restringido.

1

De tal se pued luir que hay idad y para una
enzima que pueda eliminar grasa de una efici yb d A
que evite el uso de solventes quimi Se considera que es posible aislar una

lipasa, de algun microorganismo especifico para la elaboracion de
detergentes que retina las siguientes caracteristicas (17):
-Estable y con actividad lipolitica a temperaturas entre 50 y 55°C.
-Alcalina, que opere a velocidades altas de r i6n en un pH de 7-10.

-Que la actividad no se disminuya por la presencia de agentes
oxidantes, secuestradores y surfactantes.
-Estable durante la vida de anaquel del detergente.

-Resistente a proteasas alcalinas.



Il.- ANTECEDENTES.

2.1 Busqueda de emzimas lipasa de origem microbiamo.
En un trabajo previo (63), realizaron una busqueda de lipasas de origen
bi con risticas para ser usadas en la elaboracion de

detergentes. Se partié de una seleccion de 66 cepas bacterianas crecidas en

aceite de oliva como fuente de carbono, las cuales se caracterizaron y

aquellas cepas qQue no tuvieran actividad lipolitica

lecci on para eli
b da. R Itaron 11 pas bacterianas seleccionindose por su capacidad
para produci lul una lipasa activa a un pH de 9 y a $5°C
(Tabla 6).

Tabla 6.-Caracteristicas de las cepas seleccionadas.

Cepa Temperatura (°C) pH Muestra Procedencia

3 37 7.5 LM(32)52X !Caldera CFN

‘a4 37 7.5 S. Palma 2BSJ Chiapas

s .37 7.5 Semilla 2 BSJ Chiapas
32 . 29 7.5 Coco 2BSJ Chiapas
52 37 7.5 S. ajonjoli 2BSJ Chiapas
53 37 9.5 LM(37)5C* !Caldera CFN
60 37 9.5 LM(37)5C* 'Caldera CFN
61 37 9.5 LM(37)S5C* !Caldera CFN
73 37 9.5 S. ajonjoli 2BSJ Chiapas
80 29 9.5 Coco 2BSJ Chiapas
83 29 9.5 Coco - 2BSJ Chiapas

(1) Centro de fijacion de Nitrogeno.
(2) Barra de San José

* Esla mismacepa

Tomada de Tamayo, 1989 (63).




Sin embargo, de acuerdo a su procedencia, 3 de estas (32, 80, 83)

ttaron ser la mi cepa, por lo que el trabajo solo sc continué con 9
cepas, a las cuales, en primera i ia, se les p ico la tinciéon de Gram,
resultando Gram (-). Estas cepas bacterianas utilizan como fuente de carbono
.y encrgia una gran variedad de p organi En donde mejor
crecieron fué en el citrato, el glicerol y el 1 i que la fi de
carbono que inhibié el crecimi fué el fenol. Una segunda base para la

seleccion de estas cepas fué el verificar su estabilidad génica para seguir
produciendo la enzima lipasa después de 90 generaciones en medio LB. Las
52y 73 pi on i bilidad géni Posteriormente, una seleccion

importante fué ¢l observar la actividad enzimatica, cualitativa y
cuantitativamente en un rango de pH de 7-9 y a una temperatura de $5°C.
Las cepas 3, 4 y S presentaron una actividad lipolitica menor que las

i% [Ty Yy

cepas 32, 80 y 83. Por cuestiones de caracteri micr 2 se

consideraron una misma especie a las dos ultimas cepas (80 y 83) y, en base a
este criterio, se seleccioné a la cepa 83, la cual resulté tener una alta actividad

enzimatica en relacion a las demas cepas.

2.2. Caracterizacion de ia cepa productora de lipasa.

La clasificacion taxondémica, hasta género y especic ( con ayuda de
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology), solo se realizé para la cepa 83,
la cual fué la mas activa a pH’s alcalinos y a una temperatura de 55°C, siendo
estas algunas de las condiciones mas importantes para su posible uso en

detergentes.




De esta forma, se llegd a la conclusion que la cepa era Psgudomonas
scTuginosa, especie que ha Itad
cuyas isti mas sob

fueron:

ser la mas representativa del género y

lientes para poder llegar a esta conclusion

a) Bacilos Gram (-) con flagelo polar, que no producen ni capsulas ni
esporas.

b) Aerobios estrictos y nitrifi p de en condiciones de
laboratorio.

c) La p ia de un pigr azul-verd n do piociani el
cual fué responsable de que los cultivos y sob d pr una

1 ion azul d (33).

La regulacion fisioldgica de la actividad lipolitica de Pscudomonas
aeruginosa (IGB 83) fué investigado por el crecimiento de esta bacteria en
diferentes fuentes de carb.

Observand que el glicerol y los
triacilglicéridos inducen la actividad lipolitica, mientras que ¢l acetato la
inhibe. La

peratura de medicion para la actividad lipolitica fué a los $5°C
y a un pH de 10. Posteriormente, la lipasa fué purificada y tuvo un peso
molecular de 58 kd y su punto isoeléctrico de 8, (50).

Una comparacion con otras cepas de Pseudomonas productoras de
lipasa se resume en la tabla 7.

Sk S e R L SN T T



Tabla 7.- Caracteristicas bioquimicas de lipasas ‘de diferentes cepas de

Pseudomonas.

Cepa Peso molecular  pH Temperatura  Punto LPs
(kda) opti opti °C i léctrico

Ol ruginosa

| 1GBS83 s8 10 ss 8.0 +
TE3285 29 7-9 48 5.9 ND
PACIR 29 .8 37 5.7 +
YS-7 39 7 30 ND ND
EF2 - 29 8.7 so 4.9 +
NovSpl09 29 7-10 as 5.3 +
ND 6.5 37 7.0 ND
S/ {s] uorescens
MCs0 ss 8.5 3s ND +
LS107D2 50O ND ND ND +
SIKW1 52 8.0 34 ND
Pseudomonas fragi
IFO3458 1S ND ND ND ND
IFO12049 29 ND ND ND ND
NCDO752 25 8.3 ND ND +



Pseudomonas cepacia
DSMS50181 33 8.5 37 ND -+

Pseudomonas glumae
PGl 33 9 30 6.0 ND

Tomada de Soberon, 1994 (58).

Se observa que a pesar de que las lipasas provienen de un mismo

género microbiano en este caso Pseudomonas, tienen difer p

en el peso molecular, pero la mayoria de ellas tienen actividad lipolitica en un
pH alcalino ademas de ser termoestables (7, 17, 36). Por lo que al haber
obtenido una lipasa con las caracteristicas antes seflaladas nos llevé a realizar
un estudio mas amplio y asi poder determinar su posible uso en detergentes y

considerarla como un candidato a ser de las enzimas de uso industrial.

2.3 Motivos pars transferir ¢l gen de lipasa de Psgudomonas acruginoss
= Xanthomonas Sampestris

Al seleccionar Pseudomonas acruginosa cepa 1IGB 83, 1a cual produce
una lipasa activa a 55°C y pH 8.5 tenemos que ésta tiene las caracteristicas
para ser incorporada en detergentes pero también sabemos que Pseudomonas

aeruginosa es un patégeno oportunista del hombre que produce varias




proteinas extracelulares implicadas en su patogenocidad.tales como tonina .A\.

proteasa alcalina, fosfolipasa, elastasa, etc. (55,15).

Existen normas para el pleo de mi wgani a nivel industrial
establecidas por la FDA (Food and Drug Administration), las I
ani permi la utilizacién de microorganismos, considerados comao

.seguros (GRAS). Por esta razén la cepa IGB 83 no pucde ser-usada para
producir lipasa a nivel industrial.

Por lo anterior, se decidio tr ferir la infor ion genéti que
codifica para la lipasa en un microorganismo considerado como seguro. Una
de las bacterias utilizadas ind ial es Xanthomonas campestris para la
produccion de un polisacdrido, la goma xantana el cual tiene gran

plicacion en ali y en la extr ion de petréleo (20, 21). Por la relacion

taxonémica con Pseudomonas, la patogenocidad de Pseudomonas aeruginosa
¥y porque Xanthomonas campestris produce enzimas extracelulares, se
decidié expresar la lipasa en esta b ia, di

jugacion, que es una
forma de transferencia de DNA de una célula donadora a una receptora (52).



. 1i.- OBRJETIVOS.
3.1 Objetivo General

Expresion de una lipasa producida por Pseudomonas aeruginosa (IGB-

83), en diferentes cepas de Xanthomonas campestris y en distintos medios de
cultivo.
3.1.1 Objetivos Particulares.
- L- Obtencion de la cepa recombinante de omon: stris

IBT 148 (pBP13), incluyendo estudios de:
a) Estabilidad del gen de lipasa en la cepa.

b) Evaluacion de la actividad lipolitica en distintos medios de
cultivo
¢) Estudio de la infl ia de los ind es.

d) Caracterizacion cinética de la cepa IBT 148(pBpl3)
11.- Expresion de lipasa en diferentes cepas de Xanthomonas campestris
utilizando el plasmido pBP13.
3.2 Contribucién y Perspectiva del presente trabajo.

Las principales’ contrib Y perspectivas de este trabajo a los
campos de microbiologia industrial y tecnologia de las fermentaciones son lag
siguientes:

a) El mejoramiento genético de Xanthomonas campestris IBT 148
(pBP13) en la produccion de una enzima lipasa con posibilidades para usarse
en detergentes.



Forch

b) Contribuir al conocimi > de s invol d en los

procesos termentativos en la produccion de bolitos de interés industrial.




IV.- MATERIALES Y METODOS
4.1 Miateriales

4.1.1 Renctives.
En ¢l desarrollo experimental se usaron los reactivos que se detallan a
continuacion.
Acido bérico
Acido sulfurico
Agar
Agua destilada
Arginina
Carbencilina
Cloruro de amonio
Cloruro de calcio
Cloruro de cobalto
Cloruro de niquel
Cloruro de sodio
EDTA
Estreptomicina

Extracto de levadura

Fosfi Acido de p i
Fosfato acido de sodio
Glicerol

Glucosa




Isopropanol

1sopropil B-tio-galactopirandsido
Lactosa

Membrana Millipore
Molibdato de cobre
Nitrato de sodio
Peptona

Rifanpicina

Rojo de cresol

Sulfato de cobre
Sulfato de fierro
Sulfato de manganeso
Sulfato de magnesio
Sulfato de potasio
Sulfato de zinc
Tributirina

Tris-HCI

Yoduro de potasio

4.1.2 Equipo

Agitador magnético

Agitadora para matraces New-Brunswick
Autoclave

Calentador

_Centrifuga Beckman J2-21

Colorimetro



Espectrofotometro
Incubadoras para cajas petri
Mecheros Bunsen

Potenciometro

Rotor JA-20

Vortex

4.1.3 Cepas b ri y plé id
Cepa o Plasmido Caracteristicas Referencia
Escherichia coli
HB101 rec A, str’ 9
Easndomonas scruniness
PAO 2003 arg’, str’ , cb’ ,recA 53
1GB 83 actividad lipolitica 50
Xanthomonss sampesiris pv campestris
IBT 148 rif' derivada de la cepa NRRL B1459 44
IBT 149 rif' derivada de la cepa NRRL B1459
8004 rif’ cepa silvestre 65
8288 rif no secreta proteinas 14

defecto en los genes xcp.

B100 str'cepa silvestre coleccion alemana 29

(productora de goma xantana).
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B100-13 str’ no produce goma b
CHEI1 rif’ derivado de la cepa IBT 148 a5
CHE2 rif’ derivado de la cepa IBT 148

CHE3 rif’ derivado de la cepa IBT 148

Elismidos

pPMMB22 Tiene un promotor tac, Ap', str’ 6
pBPI13 Lip”, stt", cb" Este trabajo

Las cepas fueron conservadas en gliceroles a -15°C.

4.2 Métodos
4.2.1 Medios de cultive
Med-lo FAM

Sales 100 ml (ver adelante)
Teazas 2.5 ml (ver adelante)
Agar 1.5 gr

Aforar a 1000 ml con agua destilada ajustando ¢l pH a 7.5 con NaOH
0.1 N, esterilizando en autoclave a 15 Ib de presiéon por 20 minutos.

30




Sales

Se prepard una solucion 10x (g/L)

NaNO; (100 mM) 0.85
KHPO, (41 mM) 0.56
Na;HPO, (160 mM) 217
K:SO, ¢ 9.8mM) 0.17
MgSO, ( 1.5mM) 0.037
CaCl, ( 0.6mM) 0.007
EDTA + Fe+++ ( 0.1 mM) 0.004

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Trazas (g/L)
ZnSO, ¢ 0.8 mM) 0.232 -
MnSO, ( 1.1 mMm) 0.178
H;BO; ( 0.9 mM) 0.056
CuSO, ( 6.0mM) 0.1
Na;MoO, ( 0.2mM) 0.039
CoCl; ( 0.2mMm) 0.092
Ki ( 0.4mM) 0.066
EDTA +Fe*™™ ( 0.3 mM) 0.1
FeSO, ( 0.1 mM) 0.04
NiCl: ( L7mMm) 04
H,SO, ( 0.8 mM) 0.1

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Medio M-9 (g/L)

NaHPO, 6.0
KH,PO, 30
NaCl 0.5
NH,CI 1.0

Ajustar pH= 7.4, esterilizar, enfriar y adicionar:
3t



1L.OM MgSO, 2 ml
10 M CaCla 0.1 ml
Se esterilizan por separado.
Medio PY
. Peptona de cascina 0.5 %
Extracto de levadura 0.3 %
CaCl: 7mM (agregar después de esterilizar).
Se adici en di binaci glicerol al 2%, IPTG S
mM, } 1.8% y gl al 0.2 % (los cuales se esterilizan por separado).

En todos los casos, la esterilizacion se llevé a 121°C durante 20

minutos.

4.2.2 Concentracién de antibijticos usados: (ug/ml)

Carbencilina (cb) 800
Rifampicina (rif) 50
Estreptomicina (str) 200
Tetraciclina  (tc) 10

4.2.3 Condiciones de cultive
Las cepas sc ieron en erl yer de 125 mL, los cuales

contenian 20 mL de medio FAM, M9 y PY, usando como inductor al glicerol
y lactosa, en diferentes combinaciones. Para solidificar se utilizé ég-ar Difco

1.5 %.
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l.a tcmperatura de crecimicento fué 29°C. los cultivos liquidos se
agitaron 24 horas a 200 r.p.m. ¢n bafio de temperatura de agua ¥y los cultivos

slidos se i = 48 h hasta ob PYY : clad

El crecimiento celular fué medido por densidad optica a 565 nm, en un
£ a

P con un blanco de agua destilada.

4.2.4 Obtencién de In enzima

Dado que la lip €s una

extracelular, €l medio de cultivo
después del tiempo indicado de incubacion, sc centrifugé a 8,000 r.p.m. (en

un rotor JA-20, para centrifuga Beckman J2-21) por 15 minutos para separar
células y ob el sobr dant: iend

la enzima. Este sobrenadante
es filtrado a presion a través de una t de nit 1ul

con un poro
de 0.22 um de diametro, recibiendo el filtrado en matraces previamente
esterilizados.

4.2.3 Ensayo de actividad lipolitica.
4.2.5.1 Método cuslitativo agar-tributirina.

En cajas petri se midié el didmetro del halo que se forma con la
hidrolisis de la tributirina, 1as cajas

una alsion de tris-HC1 50
mM a pH 8.5, mas tributirina 3% (P/v) solidificado con agar 1.5% + rojo dc
cresol 1%. Después, en cada caja se hicieron pozos uniformes con

sacabocados y vacio, en los cuales se adicionaron 25 ul de sobrenadante
N "

bdé a 55°C por un periodo de 24 a 48 horas,
tiempo en el cual aparece el halo formado alrededor del pozo.
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4.2.8.2 Miétod titativo por titulacién con NaOH 520 mM.
La actividad lipolitica se realizé como lo describe Nahas (455 con

] modifi i El ensayo de lipasa se realizo de la siguiente forma:
como sustrato se¢ usé una emulsion al 5% de tributirina (v/v) preparada en
tris-HC1 50 mM homogencizada por 20 minutos en licuadora: el pH fué

. ajustado a 8.5,

Solucién problems.- La reaccién contienc 2.5 mL de sustrato, 3.5 de
buffer tris-HCl SO0mM, pH 85 y 4 mL de sobrenadante del culiivo
centrifugado, ajustando cl pH a 8.5.

La reaccion se determiné titulando a pH 8.5 contra NaOH 50 mM

después de incubar a 55°C por 30 mi Las determi i se hicieron
por duplicado, la actividad se express en U/mL. Definiéndose una unidad de
i la idad en la cual se libera un umol de acidos grasos libres
pormL a S5°C y a pH 8.5.
Solucién _Control.--Se llevé a cabo el mi P dimi que en la
solucion problema, pero en este caso se i ivo la i a una p a

de 96°C por 10 minutos.

4.2.8.3 Meétodo cusatitativo usando como sustrate

paranitrofenilpatmitato (p-npp).

1.- 10 mL de isopropanol (2-propanol) contienen 30 mg de p-npp, el
cual se afora a 100 mL con tris-HCI, 50 mM, pH 8.5. .

2.- De la solucion preparada se hace una dilucion 1:100 cada vez que se
haga un ensayo de actividad con buf¥er tris-HCt 50 mM pH 8.5.

3.- 490 ML de sustrato fresco se preincuban con 100 mL de enzima a la
(50°C por 15 minutos).

p ade
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4.- El ensayo se mide a la temperatura de reaccion y a una longitud de
onda de 410 nm contra un control libre de enzima (blanco).
5.- Bajo este si una unidad de i se defi 1 nmol de

p-npp imati liberado de sustrato/uL/min (46).

4.2.6 Segregacién del plésmido.

Esta fué determinada por medio dc subcultivos de las cepas de
Xanthomonas campestris en medio PY sin antibidtico, durante cuatro dias
diluyendo cada 24 horas 1:100 (ap imad 50 g i ). Al

término de este periodo sc on 100 colonias y se ieron en cajas con

los antibiéticos marcadores tanto de la cepa (rif) como del plismido (cb). Se

1levé a cabo un control positivo en cajas sin antibidtico.

4.2.7C i6on del plismid iendo al gem de lipasa.
El vector pMMB22 fué 1 ionado para uir un plasmid

P

conteniendo ¢l gen de lipasa alcalina de Pseudomonas aeruginosa cepa IGB83
(49), (figura 3). Se purificé el DNA de la cepa IGB83, y se digirié
parcial con la i de restriccion EcoRl1, los fr
en el vector pMMB22, previamente digerido también con EcoRl.
Posteriormente, vehiculo y pasajero fueron ligados, y se procedié a
transformar en E. coli, obteniénd alrededor de 500 coloni Las cuales

fueron crecidas en medio M9 + glicerol + aceite de olivo + IPTG por 2 dias a

B

37°C. Se sel i on aquellas que dieron halo (por hidrélisis del aceite de
oliva) y se obtuvieron 13 colonias, lo cual indicaba que llevaban el gen que
codifica para la lipasa.
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do los pla idos

Se procedio a conjugar la cepa de E. coli (
recombinantes) con la cepa PAO 2003 (Arg’, str”) y se seleccionaron aquellas
colonias que crecieron en medio FAM arg™, st utili do como fi de
carbono aceite de olivo. Esto con ¢l objeto de que el plasmido se transfiriera a
Ia cepa PAO 2003. Se obtuvicron 28 colonias, de las cuales, la colonia 1 y 13
mostraban un halo mayor al evaluarse cualitativamente la actividad lipolitica,

de esta forma se obtuvieron las transconjugantes PAO 2003/pBP13 y PAO
2003/pBP1. Figura (4).

4.2.8 Conjugacion de las cepas.
Fi lizad: 1 do cultivos 1:1 de las cepas donadoras y

P

receptoras sobre medio PY y manteniendo esto por 24 horas. Posteriormente
la mezcla fué plateada en medio con el marcador selectivo tanto de la cepa

como del plasmido.
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Figura No. 3 Vector para clonar el gen de lipasa
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V. RESULTADOS Y DISCLUSION.

8.1 Obtencién y expresion de Ila cepa recombinante de¢ Xanthumounus
campestris conteniendo ¢l gen de lipasa.

S.1.1 Estrategia wtilizada para tramsferir ¢} gen de lipasa de
Pseudomonns scryginces » Xguthomonss campestris.

La transconjugante PAO2003 (pBP13), conteniendo el gen de lipasa ( y
que puede utilizar aceite de olivo como fuente de carbono) fué usada como
donadora en la conjugacion con Xanthomonas campestris 1BT 148 (rif', str®).

La conjugacion fué realizada en un medio selectivo (PY, rif, cb). Con
esto nos aseguramos que solo crecera la cepa de Xanthomonas campestris, ya
que no existen los marcadores para la cepa PAO 2003; y el plasmido pBP13
fué incorporado a la cepa de X. campestris. IBT148(pBP13) (figura 4).

Posteriormente esta cepa recombinante fué cultivada en condiciones
para producir enzima lipasa y observar cualitativamente su actividad

lipolitica. El resultado fué positivo.

S.1.2 Estabilidad del plasmido pBP13 en Ia cepa de Xanthomonas
sampeatris pv campestris.

En los procesos industriales, cuando se trabaja con microorganismos

recombi se usan pliasmido: vectores de expresion, los cuales al
replicarse O no son iales para la viabilidad de las células
yen iones son segregados de una g ion a otra (37). Las células que

pierden plasmidos poseen una tasa de crecimiento mayor a las que lo han

conservado. Asi, tras un cierto numero de generaciones, et medio de cultivo

s




Hinail)

IBT148(p8P13) r@ .cnsé\’ ""J

Figure 4: Obtencién de le cope
con o gen de np.- (POPY3).
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queda invadido de células sin

interés, lo que redituara una
produccion (62).

deticiente

La segregacion del plasmido es de suma importancia, sobre todo en el
fami en donde es

io desarrollar a las bacterias por varias :
generaciones y por lo tanto se incrementa la probabilidad de segregacion. Por
otra parte, el imi de dici

selectivas con la presencia de un
marcador (que nuestro caso es carbencilina) resultaria muy costoso en los
fer dores de vol

considerable, ademas de que este marcador ejerce
su efecto en un corto tiempq 10 que no nos aseguraria la pureza del cultivo.
Por lo anterior, se realizé un estudio con el fin de establecer la
idad de la pr los por jes de
segregacion del plasmido (pBP13) sin presion selectiva en la cepa de
Xanthomonas campestris .

de la carbencilina cuantifi d

Después de subcultivos ( aproximadamente 50 generaciones) los

resultados fueron de un 2% de segregacion global promedio. Lo que nos
ra que el pla

ido pBPI13 tiene una alta estabilidad en la cepa IBT 148
de Xanthomonas campestris. De acuerdo con estos datos, la carbencilina solo

debe usarse como medida de seguridad en los indculos. Aunque hay que hacer
notar que la pr ia del pla

ido no es un indicador que nos asegure una
elevada biosintesis de lipasa ya que el plasmido puede sufrir deleciones en 1a
region del operdn lac o bien en los mismos genes estructurales, impidiendo la

produccion de lipasa, y ain asi seguir conservando la resistencia al
antibiotico.



S.1.3 Evaluacion de la actividad lipolitica de la cepa IBT 138 (pHIMY)
crecida en un medio de cultivo con diferentes condiciones.

La cepa IBT 148 ticne al plasmido pBP13 que conticne un promotor
hibrido tac, Que consiste en la region -35 trp (triptofano) unida a la region -10
lac (lactosa), es un promotor fuerte ya que causa que el mRNA se inicie a una
alta frecuencia. Este promotor tac es regulado por el represor lac y puede ser

ducido por la adicion de IPTG (isopropil B-D-tiogalactésido}. En lo que
respecta a la adicion de glicerol, es posible que el gen clonado en el plasmido

pBP13 conserve sus propias zonas reguladoras ya en la cepa de Pseudomonas
dio de crecimi > mostré un

aeruginosa, la adicion de triglicéridos al
ial en la produccion de lipasa (35) y esto mismo se repetia

dici ba glicerol al medio de cultivo de la cepa recombinante de

mcr >

do se
Xanthomonas campestris en cuanto a la produccién de lipasa. Se podria
pensar que existia un incremento de actividad lipolitica porque el cultivo

crecia mds al tener una fuente adicional de carbono; sin embargo los

resultados muestran (figura 5) que, al crecer la cepa IBT 148(pBP13) con
medio PY y PY- glucosa no existe actividad enzimdtica por no ser estos
inductores del plasmido.

Sin embargo, cuando crecimos en PY-glicerol mostré un incremento

1wcial en la prod ion de lip ¥y cuando utilizamos PY-glucosa glicerol

esta se incrementé en un 58% mas con respecto a la anterior, posiblemente
debido a que la glucosa incr 5 la bi final se trabajé .con el
medio PY-glucosa-glicerol-IPTG mostrando un efecto aditivo én' lo que
respecta a la actividad lipolitica ya que ésta se incrementé en un 90%
mostrando también que tanto el glicerol como el IPTG funcionaban como
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inductores con un efecto aditivo va que cuando alguno de ellos faltaba, la

actividad disminuia.
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S.1.4 Evaluacion de la actividad lipolitica de fa coepa 1B 13N
(pBP13) crecida en difer dios de cuftivo.

Se cvalué la actividad enzimatica de la cepa IBT148(pBP13) en medios
de cultivo diferentes para conocer ta produccion de enzima en cada uno de

ellos, ya que es importante tener conocimiento en términos cuantitativos para

" P

elegir al medio ad de prod Los medios de cultivo fueron M9
(que es un medio minimo), FAM (medio minimo) y PY (que es un medio
rico), adicionando a cada uno de ellos glucosa, glicerol e IPTG desde ¢l inicio
de la fermentacion.

En la figura 6, se ilustran los datos de las cinéticas de las
fermentaciones en los medios M9-glu-gli-IPTG, FAM-glu-gli-IPTG y PY-
glu-gli-IPTG, respectivamente. En ¢l primero de ellos (M9) sec logré una
u=0.097 hr', el cual deja de crecer a las 12 horas alcanzando una

ion

lipasa de 169 U/g.

maxima de 1.8 g/l y una produccion especifica de

En el caso del medio (FAM) se observa un crecimi > del or ismo
con una p=0.082 hr!, 11 gando a su d i io a las 12 horas, donde
la i6n celular es de 1.8 g/L, su produccion especifica de lipasa es

de 133 U/g, mostrando una dismi i6n en relacién con la anterior.

Por ltimo, el medio PY, en donde el microorganismo crecié con una

#=0.12 hr' al do su do ionario a las 12 horas en donde tiene

una concentracion celular de 2.5 g/L y su produccion especifica de l;pasa fué
de 194 U/g.. Esta actividad fué la mas alta por lo que pensamos que este

medio, por ser un medio rico, es el mas adecuado para su produccion.

4



Por otra parte, adici >s, IPTG desde el inicio de la fermentaciony a

las 12 horas (que es tiempo en que deja de crecer en cada medio de cultivo)
observamos que existe una mayor actividad cuando agregamos IPTG desde el
icio de la fer

en cada uno de los medios que cuando es agregado
a las 12 horas, figura (No. 7), esto pudiera deberse a que, a medida que la

ion de bi va do, esta se va induciend:

que a las 12 horas la propia produccion aunque minima de goma podria
interferir en la asimilacion del inductor.

Cabe hacer ion que los inécul

fueron en las mismas cantidades
y en el mismo medio (PY) sometidos a presion selectiva (cb) para asegurarse

que no se desarrollaran segregantes que no . contengan la informacion
genéti ida en el plasmido

Con el fin de determinar el mc de der la fer

P

on, se

i,

ié como para har los cultivos a las 24 horas.
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S.1.8 Influencia de los imductores em Ia actividad lipolitica de

la cepa
1IBT 148 (pBP13).

Se tiene que la indi ion es el > especifico en la concentracién

de una enzima como resp a la pr ia de una sustancia quimica
da (ind ). General

itico, que en algunos casos puede ser producto de la reaccién, pero,

con frecuencia existen anilogos quimicos relacionados con el inductor que

el inductor es un sustrato del sistema

3
deter

estimulan también la formacion (inductores gratuitos).
i > de la cepa hibrida IBT 148 (pBP13)

Para el comp
resp al fené > de ind: ion (en donde scgan experi mostrados
se ve infl iada por los ind sres que son el glicerol e IPTG); el primero

por ser un producto del sistema enzimditico de la cepa de Pseudomonas
aeruginosa y que el gen al ser clonado conservé sus regiones reguladoras. En
el caso del inductor gratuito IPTG, el gen fué clonado en un plismido que
tiene un promotor hibrido tac, por lo que la expresion del gen ocurre cuando

se adiciona este inductor (21,32)
Con el fin de sustituir el IPTG (que es un potente inductor pero su costo

lo hace inaplicable para propdsitos biotecnoldgicos) se probé a un azicar
metabolizable como es la lactosa, que inactiva también al represor lac, por lo
que se evalio cuantitativamente su induccion por medio de la actividad
lipolitica producida por la cepa hibrida.

_ Para encontrar la concentracién mas adecuada del inductor en la
"‘procliuccién de enzima de la cepa hibrida, se realizaron cultivos a diferentes

concentraciones de IPTG (3.5.y 7 mM) y lactosa (0.9, 1.8 y 2.5 %) (figura 8).
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Se obtuvo una actividad lipolitica de 485, 705 ¥ 505 (U mh cuando

Y
trabajoé con IPTG siendo la mayor a una concentracion de SmM. L ol ciaso de

1a lactosa, las actividades fueron en el orden de 502, 749 y 6035 (U/ml). sicndo
la yor do se bajod

1j6 a una acion del 1.8%. Cabe mencionar

que experimentos posteriores a mayor volumen (1 litro) y con un medio de

cultivo (AL1 y AL2) derivado del que se¢ utiliza en 1a produccion de goma
xantana (con un incr de nitré 3i

o para a relacion C/N y de
esta forma minimizar la produccion de goma xantana) se obtuvieron mejores
ltad do se bajé a una concentracion de 2mM de IPTG. Esto
pudiera deberse a que, la p:-v ch ion de

de 1a cepa hibrida varie
al cultivarse en diferentes medios y que esta este relacionada en la

bilizacion de 1a

Como se observa (figuras 9,10, y 11 ) la actividad se ve disminuida
cuando el medio PY IPTG/lactosa carece de glucosa y glicerol. Esto pudiera
deberse a que, en el primer caso (ausencia de glucosa), la cepa hibrida agota

1a fuente de carbono del medio de cultivo necesitando una fuente externa de
este el > para 1

P su desarrollo. En el caso del glicerol, este es

un inductor que pudiera estar relacionado con partes reguladoras del gen

. [y
incr > sust

original de Pseudomonas aeruginosa ya que, al adicionar a este, se abservo un

en la actividad. Mostrando nuevamente un afecto
aditivo con los otros inductores (IPTG/lactosa). En lo que respecta a las

cinéticas, fueron muy parecidas cuando utilizamos a la lactosa o PTG,

obteniendo una mayor actividad lipolitica cuando utilizamos ¢l primero como
inductor (figura 12).

49




800

—_

H00 1+
E ;
s R
2
k=
£ 400 -
-
=
3
=
2

200 -~ S

749
o
LACTOS A % 1P TG mM
0.2 1.8 2.5 3 5 7

Figura 8.. Produccidn de lipasa de |a copa IBT 148(pBP13) utilizando lactosa e IPTG como inductores
a diferentes concentraciones. 50




~— LACTOSA — PTG PV gni Tty ese
2 7 ———————
- 600
£
1.5 - =3
=
3 p
; g
-]
3
14 =
k]
-
0.5 -
° - - - .o
o a 8 12 16 20 24 IPTGLACTOSA

Tiempo (horas).

Figura 9: Produccion de lipasa en la cepa IBT 148(pBP13) utilizando (PY gli lac) y (PY glt IPTG).
51



800
= LACTOSA — IPTG LA PY giu
600
E
=2
2 £
= E
«
é 400 §
=
S @®
d 3
=
2
- 200
o - o

Q 4 8 12 16 20 24 LACTOSAIPTG
Tiempo (horas).

Figura *0 Froduccion de ltpasa en 1a cepa 1BT 148(pBP13) utilizando (PY glu iac) v (PY giu IPTG).
52




~— LACTOSA — PTG LIPY glu gii 800

600
£
2
-3 400 -5
~
€ 5
@ B
b}
]
5
-

- 200

. 1 ) | i Lol
o - ! \ ‘ o

[s] a 8 12 16 20 24 LACTOSAIPTG
Tiempo (horas).
Figura 11: Producciéon de lipasa en la cepa IBT 148(pBP13) utilizando (PY glu gli lac)

y (PY glu gii IPTG).
53



250 1+
=
=2
-4 200 -1
§ Tl Lactosa
K Brta
s 180
=
g

100

S0 -
|3

PY gili PY glu PY glu gli

Figura 12: Comparacién de la actividad lipolitica por gramo de células de la cepa
1BT 148 (pBP13) utilizando {actosa e PTG como inductores.

S5¢




8.1.6 Cinética de crecimi v prod i6n de lipasa de ia cepa de
Xanthomonss campestris IBT 148 (pBP13).

La tecnologia de las fermentaciones esta basada en la busqueda de
factores limitantes a partir de estudios de la cinética de crecimiento. Esto es

importante para entender el comportamiento de cualquier fermentacién, en

términos de las velocidades de si is celul o la for ion de prod

asi como también de los efectos del medio ambiente. Teniendo como marco
de referencia lo anterior se llevé a cabo una caracterizaciéon de los datos
cinéticos del crecimiento de la cepa de Xanthomonas campestris IBT 148
(pBP13) con la produccion de lipasa utilizando el medio PY glucosa-

glicerol-lactosa. Se observa ( figura 13), que la produccién de enzima se da

Hmedd PSS

el de la fer 1 ¥ la mayor produccion se obtiene entre un
periodo de las 13 horas a las 20 horas alcanzando un maximo a las 16 horas.
Por ello, experimentos posteriores se llevaron tomando en cuenta estos
tiempos. También se observé que la cepa recombinante tiene una u de 0.17
hr'.

En lo que respecta a la enzima lipasa, su actividad fué evaluada a una
temperatura de 55°C y se observd que mantiene su actividad, lo que nos
sugiere que es termocstable. El pH en el cual se realizé esta medicion de
actividad fué de 8.5, es importante la mediciéon a estas condiciones ya que

son las que se requieren para su posible uso en detergentes.
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%£.1.7 Expresion de lipasa en difereates cepas de Xanthomonas
campestris utilizando el plasmido pBP13.

Se evaluo la actividad lipolitica del gen de lipasa proveniente de
Pseudomonas aeruginosa en diferentes cepas de Xanthomonas campestris con
diferentes caracteristicas en cuanto a la produccion de goma xantana y la

secrecion de proteinas.

Las cepas IBT 148 y 149 son derivadas de la NRLB 1459 productoras
de en dond

la cepa IBT 149 forma colonias blancas y la IBT
148 forma colonias amarillas. La cepa 8004 es una cepa silvestre productora
de goma y la cepa 8288 es una mutante de la cepa 8004 la cual no secreta
proteinas ya que tiene un defecto en los genes xcp que estan relacionados en
la ruta de secrecion. Las prov

P

de una coleccién al B100
(sm") (29) es una productora de goma y la B100-13 es una mutante de la cepa
B100 y tiene como particularidad ser deficiente en la produccion de goma

xantana. Por otra parte se trabajé con las cepas CHE1, CHE2 y CH3 que son

| iotacticas derivadas de la cepa IBT 148 y que tienen como
caracteristica que al crecerlas en condiciones de producciéon de goma xantana
(en relacion con la cepa original) solo producen el 60%, 9% y 7% ya que son
mutantes que estan alteradas en su fi ipo de prod ion de
Para conjugarles el plasmido pBP13 a cada una de éstas, la estrategia

seguida fué la que se ilustra en las figuras 14, 15, 16. La transconjugante 1BT

5

14B(pBP13 rif" , sm* ,cb” ), fué usada como donadora para conjugarse con las
cepas; B100 (sm® ), B100-13(sm® ) obteniénd
B100 (pBP13) y B100-13 (pBP13).

las T bi

P

Por otra parte, utilizamos a la cepa PAO 02003 (pBP13) (rec a, arg’, str®
. cb") usada como d d y la

Njug: con las cepas 8288 (rif’ ), 8004

57



(rif' )y las CHE1, CHE2, CH3 (rif') obteniéndose las cepas recombinantes
respectivas, 8288 (pBP13), 8004 (pBP13), CHE! (pBP13). CHE2 (pi3iIP13)
CHES3 (pBP13).

Posteriormente, a cada una de las cepas hibridas les fué evaluada Ia

estabilidad del plasmido, reali do un imi > seriado sin presion

lectiva d dias (diluyendo cada 24 horas 1:100). Al término de
este periodo se reali diluci i con agua estéril, se plateé la
dilucién 10°, se 100 colonias y se i con los antibidticos
marcadores tanto de la cepa como del pl ido. Paralel se llevé un
control positivo en cajas, obteniéndose final que el plasmido tiene una

gran estabilidad en cada una de las cepas (tabla 8).

8.1.7.1 Cinéti de crecimi y ¢ifE i6m de actividad
lipolitica de difereates cepas de Xaathomonas campestris utilizando <t
plismido pBP13.

Se realizaron cinéticas de cr to de las p asi la
cuantificacion de actividad lipolitica. Se observé que, en todos los casos, las
cepas hibridas crecen a una menor velocidad especifica de crecimiento que
las cepas silvestres, (figuras 17,18, 19, 20, 21 y 22).

En cuanto a su actividad lipolitica por gramo de células (figura 23), se
observoé que las cepas: IBT 148(pBP13), B100 (pBP13) y CHE1 (pBP13)
producen mas actividad que las otras cepas. Estas cepas son productoras de
goma xantana por lo que podemos inferir que de alguna form; existen
mecanismos en la ruta de secrecion del exopolisacarido que faciliten la
secrecién de lipasa. El fenémeno también podria cstar relacionado con la
estabilidad de la enzima ya que en el caso de las CHE2 (pBP13), CHE3
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(pBP13) y B100-13 (pBP13) -que son mutantes que no producen goma- la
actividad fué menor. En ¢l caso de la cepa 8004(pBP13) -que tambicn
produce goma- pero que no tuvo actividad, p

PRy

se debidé a que ¢l
medio de cultivo para esta no fue €l adecuado y Ias rutas de secrecion de la

3 no per

ia prod ién de i ¥y, por lo tanto, la actividad
lipolitica fué nula. En ¢l caso de la cepa 8288(pBP13) este resultado se

esperaba ya que esta cfa una mutante que no secretaba proteinas,

probablemente por tener deleciones en los genes xcp que estan relacionados
con ia ruta de in y no p

. lipasa.

actividad por no existir secrecion de
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Figura 14: Obtencion de Ias cepas B100 Y B100-13 de X campestris con el gen delipul.
(@BP13).




Figura 15: Obtencion de las cepas 8288 y 8004 de X campestris con el gen de lipas (pBP13).
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ESTARILIDAD DE LOS PLASMIDOS

CEPAS/PLASMIDOS % PERDIDA DE PLASMIDO

16NpBP1S) 2

RIFCB
149(pRF1S)

RIF/CB s
S20H(pBPF1I)

RNIF/CB 2
S004(pRP1S)

RIF/CB 2.
B100(pBP1S)

s

B10013(pBP1Y

sn;c- 2
CHE1(pBPF13) 2
CHE2(pBP13) 2
CHES (pBP13) 2

Tablia No. 8: Estabiiidad det pltemido (sBP13) en copas de
Xanthamesss camnentrie.
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Vi- CONCLUSIONES

1.- El gen de la lipasa de Pscudomonas acryginosa GB83, contenido en
el plésmido pBP13, se expresa en la cepa de Xanthomonas campestris,
fc do la cepa bi IBT 148 (pBP13).

2.- Existe una alta estabilidad del plasmido pBPI13 en la cepa de
Xanthomonas campestris -

3.- En la cepa IBT 148 (pBP13), la expresion de lipasa ¢s inducida por
la adicién de IPTG y lactosa.

4.- La adicion de los inductores a 1a cepa IBT 148 (pBP13) muestra un
efecto aditivo en cuanto a la actividad lipolitica.

S.-Los i de ion de goma xantana parecen
facilitar In expresion de la lipasa.

n



Vil.- RECOMENDACIONES.

1.~ Se debe realizar una izacion bi imi de la enzima lipasa

‘producida por Xanthomonas campestris IGB 148(pBP13).

2.- Optimizar ¢l medio de cultivo.
3.- Estudiar ¢l escalamiento del p amay 1
NOTA: La parte experi 1 dc estc trabujo se terminé en  diciemt

de 1992 y con basc m los resultados presentados aqui se ha seguido
investigando 1a produccion de lipasa de Ps¢udomonas scruginosa IGB 83 en
Xanthomonas campestris. Los resultados de esta investigacion se presentan en
el articulo: Xanthomonas campestris as a host for the production of a
recombinant Pasudomonas seruginosa 1IGB 83 lipase. Leza, Palmeros, Garcis,
Galindo y Soberon-Chivez. 1995. ). Ind. Microbiol.
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ship between #. aeruginosa and X. campestris was the
ratonale behind the use of X. campestris pv campestris as
a hast to cxpress the alkaline hipase from £. aeruginosa
IGBHE) that we repon here. The IGBR3 lipuse cannot be
cxpressed in the native bacteria for ity production at an
industrial scale since P, aeruginosds
human pathogen. and stain KGBSY i
high virulence 1unpuhh\h:d resalis),
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Bacterial struins und plasmids are showa in Table 1. X
campesteis sisain IBT146 was routinely grown on NYGH
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[yrryer)

Seraie o0 plaamid

Relevam churscurisics

Source aw tefereace

the fermentulions are: AL) mdium which contsins
(' L) NHLCl 4, 12 (NH.);N).OWI KH,;PO, 3.06, cit-
nc acid 1.3, MgS! S5H.O 0.23, FeCl, - 6H:O 00014,
ZnOD(ll'lZ.CJCO.u(I)!‘Am‘HOw’ sucro
20, pH 7.5; and medium AL2 which contains (g L")
NH,CI 4.12, KH,PO, 5.0, citric acid 2.3, Nn,so. o 114,
MgCl; - 6H,0 0.163, CaCl, 0.012. borik
Na,CO, 05 FeCl,-6H,0 0.0044, ZnO 0.007. iucnﬁe 20
and pH 7.5. AL} and AL2 media were derived from media

described prevmully for xanthan gum p.mnnn 19.23],
but have decroased CIN r-no by

E ent
HR101 len. peo. recA, Redlt, hadM. rpsL. ™
P aervginose
PAG2003 arg¥32, ur30. rec2 s
B8 wild cype urmin, hughly ligolytic [}
X. compestris pv campesirts
InTiea Rif derivaiive of susin NRRL B1439 fim
Plnoomicn:

- pMMB22 RIE10I0 derivasive commining the sec promaer. AR, S 1
eI aive. Tra*, A, T (4l
paPt 'uunzz Senvative e . arragmase KOBRY lip The work

owne. Lip,
emriy PBPI comegrme with pIB3L, Lip=. Tra*, AP Te This work
lruduum [5). lacking glycerol. The two culture media used

2-L tank bioreac-
tor with a waorking volume of t L. This tank was ﬁll:d with
wwo Rushion turbines. Temperature was kepe at 29°C. pH
was controlled herween 7.3 and 7.7. and dissolved oxygen
tension (DOT) was maintained at 10% with reapect 10 air

The were 200 or
500 rpm (depending on the oxygen demand). DOT was
nm constant by an aulomatic contro) opcrated via
1osh computer which manipulsted the oxygen partial press-
ure. using pure_orygen and pure nitrogen. Fed-batch fer-

= gum aernginosa — & 2ot wienine
ol g e e 19). X gampestris 1BT148
and E. coli HBI1O1 were grown om M9 minimal mcdium
1273: in the case of £ cofi HBI01 Jewcine and proline were
added. F. acruginosa uraing were grown on FAM minimal
medium [22). using 1% olive oil 3 carbon source. Xanthan
Fum production was determined by its dry weight and cul-

ture viscosity wa as 125).
Biomass conceniration was monitored by optical density
i 600 nm. and was canvenied to cell dry weight using &

caolibration curve done with X. campestris py campestris
IBT148(pBP13). Sucrose was determined as described pre-
viously

n-e .\nuhml

goncentrations wed (g ml) wete: car-
B00, 200 IIN’ Ielm-
cycline 30 Carbemcillin was used instcad of

arried out under the same conditions as
The batch culturcs. and 20 ml Of & 10 salt soch solution
of medium AL, lacking citric acid and CaCO,, was inter-
mitently supplemented after 12 h of incuhation.

All fermentations were inoculated with 100 m$ of a cul-
ture of X. campestris IBT148(pBP13) grown ovemight on
NYGB nedium without glycerol, and supplemenicd with
and

here were done twice and the results were reproducible with
a variahility of 5%,

Lipase assay

Lipase was quannﬁ:d by titrating the butyric acid released
from ribw PH .5 and 55°C with 50 mM NaOH.
Lipase act ity war caleutated 1rom the rate of alkali con:

Eoect Tor tho prevence. of plasmid EMMBZ2 and deriva.
tives. since different Pie nar strains bave high basst

for the rale gieen by o boiled sample
and expressed as lipase unis (UL | unit is defincd #s the
relcase of § pamat of titrable fatty agud min~). This meihod
has 8 00 U.

levels of resistance to the latter
oy

)8
tration ot 2 MM a3 rcported previ
Psrudnvmmal putida (1], unless otherwise stated.

Matings were done by plating 3 1 : | minture of the
donor and reipient siraim on agar pisies of NYGH
medium without glycerol. and incubating the minture over-
mEht mt MIC: the aixture was acrially diluied e piated
anto sclective medium.

A quatimive e eavre. lipolytic_activity on
plates was developed which consisicd of 2 33.mM tribu-
tyrin cmulsion in $0 mM Tris-HC) buffer pHE.5 sup.
plemented with the pH andicator m-cresol purple and solidi-
ficd with 1.5% agarose. When these plates were incubated
at 37°C. lipnlytic activity was visualized by halo formation
and from the change of color of the medium from purple
0 yellow.
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Nucleic acid procedures
DNA isolation and cloning procedures were caricd oul us
described by Sumbrouk er af {27]. Plasmid visualization
was donc as described by Roscnberg ef af {26).

l.ol.non al clonn coding for the aikaline lipase
of P. aeruginosa (GBS3 was made in
pu-mi MMB 111 digested with EcoR1 endonuciease.
P aeruginosa 1GB8) wul cellular DNA was partially
dlgaled with EcoR| 3 lig:
urmed \mio £ coll HB101. Cells, contumng s
library were grown on plates of M9 medium with 2%
Cvolrvon of elycerol Ay urbun source, peotine and leacine.
and with 33 mM tri in and | mM IPTG.
Clones which formed & halo after 2 weeks at oom tempera-
ture were considered as putative lipase clones. One of these.
containing plasmid pBP1. was used in this study.
Plasmid pBPL was tansferred 1o £ deruginosa
PAO2003 using plasmid plB 31 for its mohilization, a coin-
tegrate was formed between (hicse two plasauds which s
called plasmid pBP13 and which was further charucteei zed
in this work,

Nesue
Construction of pusm:d PBP13 and transfer to X,
187

campestris
Plasmid pBP13 is 1 coinlcgrate between the beoad host
range plasmid puuu and the recombinant plasmid pBP1
which ex, he alkaline lipase under the fuc promoter
O the Veetor pMMB22 (Figute 1. In the 7 acrugimese
and X. campestris geneic b.cugmunus PBPI plasinid was
without d ino its since
in gel eleqmpno.ms the band with the expected size o1
plasmid pBP1 is not appareo (Figure 1).
acruginma stmin PAO2003(pBP13) has a lipase
of 1100 200 L mi"* when induced with IFTG. bug
has no activity if nul induced (Table 2). Steain PAO2003
did not present Iipulytic activity. under our experimenta)
ions (Table 2.
Piamid PBP13 was transferred by conjugation to X.
campesiris either from E. coli HBIOL or from . uerugi-
nosa PAO2003. Carbenicillin-resistant clanes were sclected
and those which present lipolytic activity in the prescace
of WG were selected ' As shown in Table 2. stran
IBTL4BEBP13) calibiied 4 fipase acivity us high uc that
of P. aeruginos PAo*um«pnPn, under the same cul-
tre condusons.

Stabitity ot plasmid pEF13 and conditions for
inocutum producton
In order 1o determine the stability of plasmid pBP13 in £,
aerugingg PAO2U0Y. (his struin was growtt for appios-
matcly 25 gencrauona on LB medium without sclective
pressure for the plasmid. All the calonies cetgined the pla~:
ce afser the When
polyll: activity was through hal of

- 12.7 kb
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n order pase prod
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ans presented 0 this work was done with recent
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ity of strain IRTINORE 13 was igher
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S M, 3 decesase in bath gowth

i I conceniration cl' the sinon
BT 138(PBP 1 A1 wan foand (data not ho but ik
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Lipase on ted-vatch

In arder 10 increase the biomass u-mcmr.ninn of the fer.
mentations, 20ml of a 10x saft soek solul edum,
v wid and CaCO., was added c.\n:r) 2 h ates

12 h of culture. This scheme of <alt addition was estab.
tished since neither sucrose avaitability. which was high at
the end of these fermentations. nor dissolved oxygen. which
was maintained at 10%. were finuuing for the growth of
strain IBTI481pBP13) (data not shown). This fed-batch fer-
mentation resulied in & marked increase in biomass conve
1rahon and sucrose consumption (Figure 3). Under thi
"\xlllmlhnn vondition. 1IPTG was added after 38 h of culiure
lipase production was totawed 101 12 additionad houss.
found a much higher hipase production sath tus schen
'

uf under since we oblame

13200 Umi cermen 31 vompared  with  the

B U ml * obtained un teanentatons | and 2 (Table
order 10 increase lipase productivity. by increasing

n
omass yiekd and Ilmc ul lipase prl-\hu tron, a fed-batch

“imilar to thai bore was done. but
at 60 h of growth uctons was upplemented. and 4% 36 h
of cultivation. 2 mM IPTG was added. This fermentatin
sesalted 0 4 very high hpase activany and productives,
reavhmg 19800 U mi™! of culture (Figurc 3 and Table 34

Influence of xanthan gum concentration on pase
thermo-stavils
We deiermined the Ipaly tic activits remuatning ufler 20 mun
o 5 3 Nt mediumy in
the pn:u.nu‘ of  different
re 4. X‘mxh.m rum xlah
for Eaperinent wa camed o h
duced by araim lnTNxmBl’l‘i where 1he time o
mativation at SS°C of the lipase w e mieasured o+ 3 ton
n.OF e Aanthan pum conscnin - The increased hipuss
in the prese cen-
s s alwe ‘ql,mu'm . ¥

Discussion
We report itustion of 3 cecambinant plasntid w
exmreacen the alhabine ipase from 7.
under o ol ot the o promoter. The recambinant
ipase is efticrenily pr\nlm.nl "and secreted by

Plasmid pBP13 wies stably sephicated bath in P. «
nova PAG2003 snd compestris IBT 13X, bul the lipo-
Iyt actiatly which it encodes is vory unstable in the X.
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aeruginosa PAO;
e i e shat umm PAOINA 1 & reeA motant mn
while strain IBT148 18 proficient in_homologous genctic
recombinauon ns| we
mutant derived from Y. can
are curreniiy cvaluating the stabrlus of the lipoly lic activity
encoded by plasmid phP13
Under ndlcd h i Jipase was
more <ffi xeml) expressed by sian IBT14N(PBRI3) if the
tac promoter was induced at the e log Phine of row th,
thix result is in accordance W th the progustion of heterol-
ogous proteins by other recomb clera such as £
coli 136.37). The 1ITG conce niranon tsed 1n this Work wax
esablished on the basis of the rewulis reponicd by Baas
arian er al {1} For the v 1 Pscudomanas pienda
OF gence cloned in Plasmmd PAIMES2. they routinely et
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In £ aerugmoss PAOIUI and X campestres
IHTIIX we found a good level uf lipase expression with
IPTG a1 o cumexntration of § mM and > i, reapectively

AUS mAML PTG decreased the £rowth fate of X. cdmpesters.




The cffect on lipase eapressivn of lawer PTG concen-
tations was pot deicrmined.

Lipase octivity reachod a manimum  when strain
IBT148(pBP13) was grown on medium AL2 and then it
declined (data not shown). This declinc in lipase actisity
suggcests that the enzyme is ma:llv:llcd afier its secretion,
The prescrice of proteases in X. .—a...,.mm has becn
reporied (7). and the. different stab af the lipase on
m:dlum AL} and AL2 might be due ln dl"er:n(:s in pro-

expression on hesc culture media. An important
-dvmn'e of ALL mediur ix tha it is suitablc for the pro-
duction of lipase and o since bein)
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Xanthan gum stabilizes the P, aerusinon IGBH3 uika-
line lipase. This stabilizing effect was apparent whether the
tipase was produced by strain IGBS3 or. as an o heterologou
protein. by X, cumpestris. 10 this respect X. campestris pre.
sents audvantages 10 be used as hose fur the
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and i ciher gramener:
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Beterologous proteins: il is able o seciele at least some

peoteins which are sccreted by Gram-negative hacteria and

oo pmauce xanthan gum which acts as a protein-atabihze
1. Our results indicate that X. campestrss has poten-

Hal e mm for the af

proteins (32

The \I.l.\llll\ uf the alkaline hipase under the assay con-

ditions was much higher when produced by 7.
3 than  when  expressed by
IBT148(pBP1IY) 1Figure 4 and Table 4). pre
vuuuqy teported that the lipuse half life at 55°C when pro-
uced by strain IGBA3 is 13 min {22, and we repont here
mm when produced by X. campestris, after loss than 8 min
he » ipase was Inactisaed
(Table 4). I’srudommnu hpanes have been l’tpurled 10 form
very tight und it has
2150 been reponied tha - the )lnc is much more labile
when this polyimer 15 removed 1153 |1 The ditferent stab-
ility of the atkatine lipase whe: ced by these 1wo dif+
ferent bavctena might be related o Giflereot imeraction of
the enzyme with ihe diverse lipopotysace handes which they
produl::d _Another possibility is lh.u the different stability
o in the p g of the ensy me
dunng the secretion process.

The manipulation of the culture conditions of recombi-
aant bacieria can have a very important cftect on the yields
of recombinany proteins 110.12.37). In the case of the
lipases from Pseudomonas. the optimization of the termen-
tation condi has been reporied only for lipase proe
duction by the native Pseudomaonas strain {16.33] This i
lhe first ecpont on the f culture

it

of a
llpuse 3 bigh increase of hpase productivity was achicod
of thy

by
recombinant strain 1BT l-ls(pBPn)
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