
w 
~ 

i 
f 
¡ 
¡ 
¡ 
i 

-- UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGJ-".'? 

,, '·­.,,,,.,,..#· 

EXPRESION DE UNA LIPASA PRODUCIDA POR 
Paeudomonaa aeruginosa (IGB-83), EN DIFERENTES 

CEPAS DE Xanthomonas campestria Y EN 
DISTINTOS MEDIOS DE CULTIVO 

T E s 1 s 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 
MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA 

PRESENTA 
JACINTO OSCAR GARCIA RODRIGUEZ 

CUERNAVACA, MOA. 1997 

TISIS CON 
PALLA DI ORiGEll 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



EL PRESENTE TRABA.10 FUE REALIZADO EN EL INSTITUTO DE 

BIOTECNOLOGIA DE LA 1JNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO, BA.JO LA DIRECCION DE. LA DRA. GLORIA 

SOBERON CHAVEZ.. 



AGRADECIMIENTOS 

Deseo eap,....r •I •.U. lllacero •&l'lldecl•le•to • I• Dra. Gloria Sob.,rt.n 

~vea por•• 1 ... .- y •otlv•eló• - la l'elllizaeló• de_ -•e trabajo. 

A loe •le•b.- de •I .,...¡u de U.b: Dra. Glorill Soberó• C.,ávez. Dr. 

E• ..... •• GaHHo F-ta- Dr-. Mle .. Goedlez M••Jarrez. Dr. Aa••ti• 
López M••a•ia ea ...... Dr. Ba9-r Beearrll LaJ6•. 

A ... Ueaka• Rebeca, a..triz, Ro.al ... y el Sr. l:daardo, por •• ara• 

apoyo y •••lad d•ra• .. •l -ta•cla ••el .. boratorto. 

A •• ••la- co• loe ., ..... co•parti •aradab ... mome•tos, Bealto, 

,Alllerto, Germ6a, Roberto y •• .,.,_ ..... 

. Fl•al•e•te al 1 .. t11ato de Bloteeaoloaia UNAM por ........... otoraado la 

oport9•1dad de palpar el •aravUloMt •••do de la clemela. 



DEDICATORIAS 

A•la ....... : 

+ Prelr. P•llllo G•rcúl e • ...-..... 
...... ... ....._Carrillo. 

Por•• •ra• cartAo, caaftam y •poyo llrladMlo daraate •l lilrm-1611. 

A•la ... rma-: 
+ Efréa, C•adldo, Dallrlel, Octavlo, ......... y 8-llla, q•lé- •• llaa 

_tlv .... ._...1e1oa.1--... 

E• forma ••Y eapecl81 a Saadra, Aldo y Alala, qae "°ª toda mi vkl8. 



INDICE 

RESUMEN 

1.- INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades de la biotecnología 
1.2 Antecedentes de la biotecnología enzimática 
1.3 Enzimas de uso industrial 
1.4 Enzimas utilizadas en detergentes 
1.5 Lipasas en el contexto de los detergentes 
1.6 Aplicaciones en la industria de las lipasas 

11.-ANTECEDENTES 

Página 

01 

03 
04 
06 
09 
09 
17 

2.1 Búsqueda de enzimas lipasa de origen microbiano 19 
2.2 Caracterización de la cepa productora de lipasa 20 
2.3 Motivos para transferir el gen de 1 ipasa de Pseudomonas 23 

aeruginosa a Xanthomonas camncstris. 

111.-0B.JETIVOS 

3.1 Objetivo General 
3.2 Contribución y perspectivas del presente trabajo 

IV.- MATERIALES V METODOS 

4.1 Materiales 
4.2Métodos 

V.- RESULTADOS V DISC:VSION 

5.1 Obtención y expresión de la cepa recombinante de 
X@nthomonas campestris conteniendo el gen lipasa 

25 
25 

27 
30 

38 



t 

1 
f. ,_ 

5.1.I Estrategia utilizada pan transferir el gen de 
lipasa de Pseudomona aeruginosa a Xanthomonas 
campestris. 

5.1.2 Estabilidad del plásmido pBPl3 en la cepa de 
Xanthomonas carnpestris pv campestris. 

S.1.3 Evalua<:ión de la aetividad lipolitica de la cepa 
IBT 148(pBPl3) crecida en un medio de culti­
vo con dif"ercntcs condiciones. 

S.1.4 Evaluación de la actividad lipolitica de la cepa 
IBT 148(pBPI 3) crecida en diferentes medios 
de cultivo. 

S. l .S Influencia de los inductores en la actividad lipo­
litica de la cepa IBT 148(pBPl3). 

5.1.6 Cinética de crecimiento y producción de lipasa 
de la cepa de Xanthomonas campeslris IBT 148 
(pBPl3). 

5.1. 7 Expresión de lipasa en diferentes cepas de 
X@nthomonas campcstris utilizando el plásmido 

pBPI3. 
5.1. 7 .1 Cinéticas de crecimiento y cUWJtificación 

de actividad lipolitica de diferentes cepas 
de X@nthomonas campestris utilizando -
plásmido pBPl3. 

VI.- CONCLUSIONES 

VII.- RECOMENDACIONES 

VIII.- BIBLIOGRAFIA 

ANEXO 

38 

38 

·U 

44 

48 

SS 

57 

58 

71 

72 

73 

83 



RESUMEN 

Con el propósito de obtener un mi<:n>organismo que produjera una 

lipasa tennoestable y activa a W1 pH alcalino, para evaluar su uso en 

deteraentes, se pwificó y c~terizó una cepa de Pseudomonas aerug,inosa 

que tiene , a 5!1"C y un pH de 8.5, una actividad enzimática elevada 

(características apropiadas para una enzima de uso en detersentes). 

Pseudomonas aerug,inosa es un patógeno oportunista para el hombre 

por lo que no puede ser utilizada en la producción industrial de enzimas; ésta 

es la ruón por lo que la lipasa tenla que ser expresada en otra bactCria para 

ser producida de una manera industrial. 

Una de las bacterias que más se han usado industrialmente es 

Xanthomonas cameestri1; ya que produce un cxopolisacárido (la goma 

xantana) que tiene pan aplicación en alimentos y en la extracción del 

petróleo. Esta bacteria .. patógena para ciertas plantas, secreta c;:iertas enzimas 

que panicipan en su virulencia. Por otra parte, está estrechamente relacionada 

con Pseudomonas aeruainosa . Con dichos antecedentes se decidió expresar la 

lipasa en X&ntho".°onas campestris, la cual se llevó a cabo por medio de 

conjugaciones entre las cepas; hitsta obtener a la cepa recombinante IBT 

148(pBPl3). Se cuantificó la estabilidad del plásmido pBPl3 en la cepa 

existiendo una alta estabilidad de 6ste; posteriormente se cuantificó la 

actividad lipolítica en tres diferentes ·medios de cultivo con el fin d4: obtener 

el más adecuado. resultando ser el medio Pyglucosa. También se évaluó la 

influencia de los inductores IPTG y slicerol asl como también la sustitución 

de lactosa por JPTG. Se realizaron cinéticas de crecimiento y producción de la 

lipasa para conocer más el proceso. Finalmente se cuantificó la producción de 



lipasa por diferentes cepas de Xanthomonas campestris~ que tenian icomo 

diferenicia principal la produ"ión de goma a diferentes niveles y la secreción 

de proteínas. Se observó que tas cepas productoras de goma facilitaban la 

expresión de la lipasa. 

Por último, se determinó .que la enzima lipasa expn:sada en la cepa de 

X...tl!omonas campe!!lris IBT 148 (pBP13) n:úne las carac:terlsticas 

principales para utilizarse en detergentes ya que tiene actividad en un pH 

alcalino de 8.S y es tcrmocstablc (por mostrarse con actividad lipolltica a una 

temperatura de SS"C). 



1.- INTRODUCCION. 

1.1 Ge-raUdatle. de a. blolec•olosm. 
La biotecnología es percibida como uno de los sectores tecnológicos 

claves en el desarrollo industrial contemporáneo (47). El creciente interés que 

en los últimos ai\os ha despertado,. tanto en los medios académicos como en la 

actividad ~onómica,. se ha traducido., entre otras cosas .. en una proliferación 

de definiciones. 

La biotecnolosia es. según una de las definiciones mas aceptadas: uLa 

utilización y transf"onnación de microorganismos y células vegetales o 

animales para la obtención de productos benéficos para el hombre,. (59). 

Por tratarse de un área multidiM:iplinaria se relacionan conocimientos 

de microbiología, biología molecular, bioquímica e ingeniería genética, con 

procedimientos industriales (51 ). 

El uso de microorganismos para beneficio del hombre se utilizó desde 

épocas muy antigüas, para satisf"acer necesidades básicas; en la producción de 

pan, queso y bebidas fermentadas. Si bien, hace 5000 aitos el hombre no 

manejaba directamente Jos microorganismos, pues no los conocía. se 

beneficiaba sistemáticamente con las transformaciones que producían. 

Actualmente se puede no sólo confinar al microorganismo en un medio de 

cultivo. sino alterar su información genética y ubene.ticiarseº aún más de él. 

Es una diferencia muy grande derivada de la acumulación de conocimientos 

en cada época; pero no hay que perder de vista que los objetivos siempre han 

sido los mismos; logr-M beneficios a partir de la actividad celular sobre la 

materia orgánica, de tal manera que, sin importar el enfoque del que se parta 



para hacer una historia de la biotecnología. no dch~1nt1~ ig.nurar lu,. 

interesantes acontecimientos que surgieron a partir de la comprcn:.it'ln J~ la!'> 

fennentaciones. la bioquímica y la biología molecular. 

Para algunos autores (16). la biotecnología se inicia con Ja 

modificación genética y por ende metabólica de células procarion1es ~ 

. eucariontes, para la obtención de nuevos compuestos o el incremento en la 

producción de los ya sintetizados. En este caso. la historia de la biotecnología 

aparece con las diversas metodologías de transf"onnación que han usado las 

civilizaciones desde los inicios de la historia hasta nuestros días, cuando las 

manipulaciones biomoleculares alcanzan la transformación genética de 

algunos organismos. De esta manera. separan la biotecnología en una etapa 

primitiva, una etapa moderna y, finalmente, la era de la biotecnología de 

vanguardia o de nueva generación. 

El desan'ollo de la biotecnología modema que se dió en los ailos 60's, 

impulsó el nacimiento de nuevas bioindustria y la expansión de otras 

existentes. Para los ailos 70's, y a mediados de los so•s se establecieron 

alrededor de 200 bioindustrias en Estados Unidos, lo cual representa un 

récord en el mundo. 

1.:Z A•tecede•tes de la bloreeaolasfa enzimática. 

Las industrias de fermentación. basadas en siglos de experiencia en la 

producción de cerveza, quesos y similares. han sido base para la creación de 

la biotecnología enzimática. ya que por ellas se descubrió que los procesos 

biológicos se realizan en gnm medida mediante reacciones cataliudas por 

ciertas moléculas de ncituraleza proteica. conocidas por enzimas (25). 
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El nombre enzima se empleó hasta 1877, pero mucho antes ya se 

sospechaba de ciertos catalizadores biológicos que intervenian en la 

fermentación del azúcar para formar alcohol (de aqui el nombre inicial de 

ºfermentos"). J. Berzelius introdujo la idea de catálisis en la fisio\ogia. hacia 

1830 (12). Afirmaba que en los organismos se formaban miles de reacciones 

mediante agentes químicos cuya presencia era eset'lcial para la reacción. pero 

que no eran consumidos durante ella. En 1877, Kühne acuñó el término 

enzima. cuyo aislamiento durante todo e\ siglo XIX fué básico para el 

desarrollo de \a bioquimica. En 1897, E. Buchner aisló la zimasa: un grupo de 

enzimas que llevan a cabo la fermentación alcohólica. Solo cuatro aft..os antes. 

Ost'W'a\ babia demosuado que las enzimas son catalizadores y E. Fischer en 

1894 demostró su especificidad por el sustrato (39). En 1913, Michae\is y 

Menten de~\\aron la teoría cinética enzimática (38). A pesar de que en el 

siglo pasado se estudiaron numerosas reacciones enzimáticas. solo en \os años 

veinte fueron mejor valorados y aprovechados \os resultados. Los conceptos 

de enzimología moderna nacen del aislamiento de la enzima ureasa por 

Summer(41) 

Durante las décadas de los sesenta y setenta se desarrolló la tecnologia 

enzimática ya que en esta época se aislaron numerosos microorganismos 

productores de una gl'an variedad 

de enzimas. entre las que destacaban las amilasas y proteasas. por otra pane 

también se disei\aron reactores que permitieron ta reutilización de 

~talizadores. 

En 1988 se determinó que el mercado mundial de las enzimas era de 

570 millones de dólares. 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 tecnología enzimática cuenta con las hcrran1ientas que 

le proporciona la ingeniería genética o tecnología del DNA recombinante y Ja 

ingeniería de proteínas. 

Asimismo debemos señalar que eJ nuevo auge en estos procesos es Ja 

blisqueda de microorganismos. particulannente aquellos que habitan en 

ambientes extremos. con el propósito de encontrar enzimas mas resistentes al 

calor .. pH alto o bajo etc. La metodología sistemática para el ajslamiento y 

selección de este tipo se le ha denominado "screening"9, y se refiere a la 

búsqueda y aislamiento de microorganismos (bacterias,. levaduras y hongos) 

existentes en un área ecológica definida (S). 

El principal objetivo del ºscreeningº es obtener microorganismos que 

en su medio ambiente presenten un metabolismo que genere sustancias que 

son de interés industrial o médico (11.13). Una vez aislados. es posible su 

eventual manipulación genética para mejorarlos (30). 

J.3 E•zl•- de uso laduscrt.J. 

Las enzimas tienen amplio mercado y uso diversificado en dif'erentes 

áreas industriales. Destacan por su importancia las aplicaciones en alimentos. 

químico farmacéutica y química (3). 

1 



"TABLA t.- lnforma<::ión del mercado internacional para las rrincipalt.:s 

enzimas.de uso industrial. 

Enzima 

103 Lb 

_a-amilasa 
Amiglucosidasa 
Proteasa de llll!álba 
Glucosa-isomerasa 
Glucosa-oxidasa 
P..,.lna 
Pepsina 
Rcraina 

Volumen 

$/lb 

600 
600 

1000 
100 

5 
200 

10 
24 

Precio 

( 1 o• Dólares) 

19.33 
20.00 

8.28 
400.00 
160.00 
59.00 

380.00 
696.00 

Tomada de Arbiae and Pitctuu-. 1989 (3). 

Valor del ?\.1ercado 

11.6 
12.0 
8.0 

40.0 
0.8 

11.8 
3.8 

40.0 

Se aprecia que laa enzimas, por el volumen en que son producidas, eaen en la 

catcaoria de eapeeialidadea qulmicas (prodU<:to de volume~ medio y alto 

valor apepido). La~ de lbllillu n la enzima que en la actuali.dad .e 

produce y consume en mayor volumen a nivel mundial (Tabla 1 ). 

7 



TABLA 2.- Distribución de tas enzimas de interés industrial. 

Grupo Enzima o 
área de aplicac::ión 

Proteasas Alcalinas (detergentes) 
Alcalinas 
Neutras 
Acidas 
Rcnina 
Tripsina 

c..toohim- a-amitasa 
P-amilasa 
Celulosa y lac::tosa 
Jsomerasas 
Pectinasas 

Lipaaas Lipasaa 

Arca analltica 
A.rea f~utica 
<>Iras 

Tomada de Godftey, 1983 (23). 

% del mercado 

25 
6 

12 
3 

to 
3 

13 
5 
1 
6 
3 

3 

3 

to 

%total 

59 

28 

10 

100 



Como se presenta en la tabla 2. las proteasas representan d Sllª ,, dd h.•l¡.tl ~ la..., 

proteasas alcalinas usadas en detergentes representan el 25º·o t8). i.:ifra mu~ 

superior si se compara con el resto de las enzimas producidas ( 23 ). 

1.4 E-••• •tillzad•• •• .......... -. 
El uso de enzimas en detergentes para remover restos de proteína 

depositados en ropa se inició en 1913 en Alemania cuando O. Rühm adicionó 

por primera vez pan<:reatina a formulaciones de detergentes (2), pero fué 

hasta los aftos 60's cuando, en el aislamiento de una proteasa alcalina 

termoestable de ~. se inició una nípida y permanente penetración en el 

-.do de loa deteraentes (66). Actualmente las enzimas son inpedientes 

indispensables en la formulación de los mismos. Las proteasas alcalinas 

utilizadas en detergentes esún bien caracterizadas y sus propiedades 

generales son: 

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

-Deben operar a temperaturas elevadas (20-70"C). 

-Ser compatibles con el deter&ente (estable durante la vida de anaquel y 

lavado). 

Los rangos de estas propiedades varian según el uso y la formulación 

del detergente pero determinan en gran medida loa limites y características de 

cualquier otra enzima que se desee usar en detergentes. 

1.5 Lipa ... ea el eoateato de loa dete .... tea. 

En fechas recientes, el interés hacia las lipaaas ha crecido debido a la 

gran diversidad de usos que por sus características tiene y uno de estos es en 

detergentes ( 18). Actualmente existe en el mercado la Lipolasa de la empresa 

9 
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NOVO que es la primera lipasa microbiana con aplica<:ión industrial en los 

detergentes (2). Algunas de las especies bac:tcrianas produ.:toras de lipasa que 

pueden ser uS9das en la elabma<:ión de detergentes pencne.:cn al género de 

las P!!Sudomonls. que inc:luyen a las bacterias gnun negativas de forma 

....,il-. aerobios estrictos y móviles, habitantes normales del suelo y agua • 

. •.s.• C.nc9eriallcaa ............. . 

Estas enzi- ..-lizan la hidrólisis de grasa para ~ á<:idos grasos 

lilloea y slicerol (24). 

Pertenecen al Pnen> no apccffko de las carboxil-éaler hidrolasas EC-

3.1.1.3 (31,34), <Fisura 1). 

~ E 
É 11 f 1 E+= 

E E~ 
TG DG MG GLICEROL 

Fiama 1.- Rcac:<:ión calalizada por la enzima lipasa. 
TG (lriali<:érido); DG (digfü:érido); MG (monoali<:érido). 

M ... de -'6a.- Las lipasas hidrolizan las uniones ésteres en la intcrfac:c 

entn la rase a.:uosa (enzima soluble) y la rase del sustrato insoluble. Actúan 

10 



sohrc h .... s susU-.lh"I~ cuando están en forma de micelas. pequeilos agregados o 

pani.:ul.u .:mulsionadas (26). La habilidad para catalizar la hidrólisis de 

.!-st~r~s de ácidos grasos insolubles. distingue a las lipasas de otras cstcrasas. 

las cuales catalizan pn:ferentemente la ruptura de ésteres solubles ( 4,42). 

Eapecffldol811.- La especificidad de las lipasas, a un número de carbonos de 

ic:idos grasos varia dependiendo de su origen. Estas se dividen en dos grupos 

en base a su especificidad posicional (Figura 2). 

El primer grupo es no especifico y libera ácidos wasos de las 

posiciones de enlace del glicerol (30). 

LIPA$AS NO ESPECIFICAS: 

• 
Triglicérido - 1,2,(2,3)-di&licérido -1(3).-monoglicérido glicerol 

•Lipua 

- 1,3-diglicéridos 

+ácidos pasos 

11 

----:Z·monoglicérido __ + kido9 

+ ic:idos grasos .,...,. 



El ......... ..,..... ,...._sidos ansos de lu posi<:iones de enla<:e del gli<:erol. 

LIPASAS 1.3 ESPECIFICAS. 

• • 
Triali<:érido - 1,2,(2,3)-digli<:érido 1-monogli<:érido 

- 1,3-digli<:éridos ..,_. 2-monogli<:érido 

+ácidos 8ft1SOS +""idos BrllSOS 

l • l 
1,3-digli<:éridos 1-monoali<:érido __.gli<:erol+M:idos 

+Kidoap.- -
*Lipau· 

FIGURA 2.- Rea.:c:ión enzimáti<:a de lipuas no espe<:íti<:a y lipasas J ,3 

apec:ffi<:U ( 48). 

1.s.2 ._ .......... dH ...... ........ 

Las u.,..... pueden ser de oripn mlimal, veaetal o mi<:rabiano 

(43,45,22). 

Las de oriaen animal son lipasas que se obtienen de ,,._...,.. de c:erdo 

o bovino y son laa que se utiliz.aron ini<:ialmente. Las de oriaen veaetaJ se 

en<:ucnhWI en triao, avena, mafz y "°"° y las mi<ll'Obi- 11e obtienen de una 

aran variedad de mi<:rooq¡anismoa (~la 3), los c:uale• tienen ventaja sobre 

las antcri-.,.,..... son: 
a) control de las c:ondi<:iones de Proctucx:ión. 

b) 11e pueden <:ultivar en di&rentea vol\imenes. 

12 



c)los microorganismos pueden mejorarse gcnt.!-ticam..:ntc par:t aun1-.:ntar 

su productividad (57). 

TABLA 3,-- Li.,.... microbimnas comerciales. 

Fuente microbiana 

Aapcrgillus sp 
Mycgrap 
Candida c¡ylimfrrr• . 
BbiMPY'IP 
AMm•illYI njpcr 
AapmúllUI ºrDM 
Rhizomss dclem•r 

Tomada de Scitz, 1974 (54) 

pHóptimo 

6.5 
7.0 
6.5 
7.0 
6.0 
6.25 
5.6 

Temp. óptima ("C) 

37 
37 
37 
40 
47.5 
30 
45 

1.5.3 Prod11CCl6• l•d .. lrial de u ..... alcrollla .... 

Loa pn><:edimientoa para la procluceión de lipaaaa en cultivos 

•umcraidos han _sido publlc:Mos en patentes y literatura acnerat. Los 

nutrientes y condiciones de cultivo vllri1111 ampliamente pero se ha observado 

que al aarcaar lípidos al medio de cultivo existe un incremento en la 

producción de lipasa por alaunos microorpnismos como son G can41dym y 

Pacy4omonu ma>hitica (35), Y• que trialicéridos como el aceite de oliva y 

ácidos sraso• c:omo el ácido oleico mctúan como inductores en la prodÜcción. 

En las últimas dos d6c:adas, los estudios que se han realizado en 

relación a la producción de este tipo de lipaaas microbianas, se han enfocado 

básicamente a la formulación de un medio de cultivo en el c:ual se logre 

13 



obtener la mejor producción analizando el efecto de diferentes tipos de sales o 

modificando. también las c::ondiciones de pH y temperatura en el que se 

realiza la f"ennentación (63). Algunos medios de crecimiento usados en la 

producción de lipasas tienen como fuente de carbono algún polisacárido, 

lrialicérido o .,idos pasos, también la adición de pequeftas cantidades de 

alucosa se utilizan para iniciar el crecimiento; las fuentes comunes de 

nitrógeno son: peptona, extracto de levadura. casefna hidrolizada y licor de 

malz(56). 

En varios mic:n>0rganismos. una proporción de lipasa extracelular 

pemumec:e unida a la pared celular. La presencia de lipasa enlazada a la 

pared celular puede inhibir la secreción de lipasa en el medio de cultivo y. por 

lo tanto. reduce los rendimientos. Algunas sustancias surfactantes estimulan 

su libenclón y asf incrementan la formación de lipasa extracelular (60). 

Muchos mic-...ñsmos producen 2 o mú lipasas extracelulares con 

diferentes espec:lflcidades ha<:la los ácidos 8fll509• especialmente con respecto 

a los ácidos ....,.. de cadena corta (30). 

1.5..4 P ....... ades Y •-ra de u ....... ., ............. rtftead ... 

Las lipasas son protefnas licidas con un peso molcic:ular que varia de 

14,000 a 200,000 kd. Las actividades especfflcas de la protefna pura están 

entre 500 y 2000 unidades de lipasa por ma de protefna (Tabla 4) . 
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TABLA 4.- Propiedades de lipasas purificadas. 

Especie 

Asecraillus niger 
Candida cylindracea 
Chromobacterium viscosum 
Qeotrichum candidum 
Humicola lanuginosa 
Mucor javanicus 
Pseudomona fluorescens 
Rhizopus anhizus 
Rhi7.(MH1s delemar 
Tarulopsis emobili 

Tomada de Macrae, 1985 (43). 

P.M. 

25,000 
120,000 

30,000 
4,000 

27,000 
21,000 
32,000 
43,000 
41,300 
42,SOO 

Punto Actividad 
is0eléctrico Específica (U/mg) 

4.6 2400 
4.2 1140 
7.3 5740 
4.3 447 

1490 
1322 

4.S 4200 
6.3 9300 
4.2 4000 
2.9 

Los altos pesos moleculares pueden ser resultado de una autoasociación de 

moléculas de proteína de un bajo peso molecular, ya que se ha mostrado (por 

ejemplo) que la lipasa de Aspergillus niger (44), fonna un dímero en un 

buffer de fosfatos a pH=7 ( 19). 

La mayoría de las lipasas purificadas de microorganismos eucariontes 

son glicoproteínas conteniendo entre 2% y 5% de carbohidrato. La porción de 

carbohidrato de las glicoproteínas aparentemente no se requiere para 

expresión de actividad lipolítica (10). La función del carbohidrato de las 

tipas.is no es muy claro; posiblemente facilite el paso de la protelna a través 

de la pared celular o la haga más resistente al . ataque de proteasas 

extracelulares (SS). 



Algunos trabajos han sugerido que las lipaso.is contic1l!.:11 una .tita 

proporción de aminoácidos hidrofóbicos y que esta caract..:risti...:a ..::-. n:\.1u~rid~1 

para it.;teraccionar con sustratos hidrofóbicos (64). Ta1nbh!n s..: ha rcport¡h.ln 

que las lipasas muestran una alta velocidad superficial en las interfaces air~­

agua cuando se compara con otras proteínas (61). Esta alta actividad 

. superficial resulta de una fuerte adsorción de las lipasas sobre superficies 

hidrofóbicas y puede explicar la alta actividad de las enzimas con sustratos 

insolubles. 

Por otra parte la lipasa de G. cancljdum ha sido cristalizada y la 

cstnK::tura del cristal obtenida a una baja resolución 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 dimensiones necesarias para acomodar a una 

molécula de triglicérido. 

La entrada al sitio activo esta fonnado por dos cadenas alfa ... héliccs en 

la superficie de la proteína., y se puede postular que constit~yen las porciones 

hidrofóbicas en la superficie de la enzima., la cual interactúa con las partículas 

insolubles del sustrato. ocasionando una reorientación de esta parte., lo que 

permite el traslado al interior de la protefna. de una molécula de sustrato y 

que alcance el sitio activo. 

En las lipasas de cerdo y humano hay evidencias de que., en el sitio 

activo, se encuentre localizado un resi~uo de serina y que este es esencial para 

llevar a cabo la catálisis., en vista de que modificaciones quilnkas de este 

residuo (ser 152) hacen que se pierda la actividad enzimática (67). 
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1.6 Apllc8clo ....... ·--· .......... u ... - .. 
Las lipasas microbianas son n1anufacturadas comercialmente en Japón. 

Europa)' Estados Unidos en cantidades pequeiias. aunque con el desarrollo de 

nuevas aplicaciones estas se han incrementado. dando como resultado la 

existencia de lipasas purificadas en forma de polvo. asf como su 

inmovilización en sopones hidrofilicos (46). o su microencapsulamiento en 

polímeros sintéticos (SS). El uso principal de estas enzimas ha sido én la 

indUMria f"annacéutica, aunque debido a su gran diversidad de usos éstas han 

empez.ado a desarrollarse en otras áreas (l. 63. 3. 4. 61, 54), (Tabla S), 

Tabla S.- Aplicaciones de las lipasas. 

Detergentes 
Panificación 
Confitería 
Lácteos 
Carnes 
Fannacia 

Cosmetología 
Síntesis orgánica 
Microbiología médica 
Química clínica 
Perfumería 
Análisis químico 

Taxonomía 

Alimentos 

Eliminación de grasas. 
Preparación de pasteles y panes. 
Preparación de cremas, chiclosos y caramelos. 
Producción de saborizantes. 
Preparación de embutidos. 
Encapsulamiento de productos, elaboración de 
granulados. 
Producción de pastas dentríficas. 
Síntesis de ésteres. interesterifica¡:ión. 
Auxiliar en la identificación de cepas patógenas. 
Análisis de triglicéridos y fosfolipidos en suero. 
Síntesis de ésteres terpénicos. 
Resolución de mezclas racémicas y alcoholes 
isoméricos terpénicos en base la stereoespeciflcidad 
enzimática al esterificar. 
Clasificación de bacterias en base a producción de 
enzimas. 
Industrias de aceites. quesos y helados. 

Tomada de Harwood. 1989 (27). 

17 



Por lo anterionncnte expuesto. observamos que existe un increado 

importante para enzimas lipoliticas. En este proyecto9 se ha considcradu a h.•:-. 

lipasas como una enzima que potencialmente pueda ser utilizada &:n 

dcteraentes. 

Las razones y criterios que permitieron llegar a esta propuesta son las 

siguientes: 

1.- La eliminación de grasa en ropa es un problema que los detergentes 

comunes no tienen resuelto adecuadamente. 

2.- En la composición de los deteraentes. el uso de enzima lipasa tiende 

a bajar los ni':'eles de f"osfatos (los cuales son un fuene contaminante del 

medio ambiente). 

3.- La eliminación de grasa en ropa (ejemplo tintore_rias) se hace 

utilizando solventes tóxicos y de uso restringido. 

De tal manera. se puede concluir que hay necesidad y mercado para una 

enzima que pueda eliminar grasa de una manera eficiente y barata. además 

que evite el uso de solventes químicos. Se considera que es posible aislar una 

lipasa, de algún microorganismo especifico para la elaboración de 

detergentes que re~na las siguientes características ( 17): 

-Estable y con actividad lipolitica a temperaturas entre 50 y SS"C. 

-Alcalina, que opere a velocidades altas de reacción 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. 
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11.- ANTECEDENTES. 

2.1 BIÓMl•ed• de eaai•aa· u..., .. de orille• •lcrobúl•o. 

En un trabajo previo (63). realizaron una búsqueda de lipasas de origen 

microbiano con canM:terísticas para ser usadas en la elaboración de 

detergentes. Se partió de una selección de 66 cepas bacterianas <:recidas en 

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

sel~cionaron para eliminar aquellas cepas que no tuvieran actividad lipolítica 

buscada. ;Resultaron 1 1 cepas bacterianas seleccionándose por su capacidad 

p..-a producir extrac:elularmente una lipasa activa a un pH de 9 y a 55"C 

(Tabla6). 

Tabla 6.-Caractcrlsticas de las cepas seleccionadas. 

Cepa Temperatura ("C) pH 

3 37 7.5 
4 37 7.5 
5 37 7.5 

32 29 7.5 
52 37 7.5 
53 37 9.5 
60 37 9.5 
61 37 9.5 
73 37 9.5 
80 29 9.5 
83 29 9.5 

( 1) Centro de fijación de Nitrógeno. 
f:?) Barra de San José 
* Es Ja misma cepa 
Tomada de Tamayo, 1989 (63). 

Muestra 

LM(32)52X 
S. Palma 
Semilla 
Coco 
S. ajonjoli 
LM(37)5C• 
LM(37)5C• 
LM(37)SC• 
S. ajonjolí 
Coco 
Coco 
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'caldera CFN 
2BSJ Chiapas 
2 BSJ Chiapas 
2BSJ Chiapas 
2BSJ Chiapas 
'Caldera CFN 
1CaldemCFN 
'Caldera CFN 
2BSJ Chiapas 
2BSJ Chiapas 
2BSJ Chiapas 



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

resultaron ser la misma cepa, por lo que el trabajo solo se continuó con 9 

cepas, a las cuales, en primera instancia, se les practicó la tinción de Grmn. 

resultando Gram (-). Estas cepas bacterianas utilizan como fuente de carbono 

. y energía una gran variedad de compuestos orgánicos. En donde mejor 

crecieron fué en el citrato, el glicerol y el etanol, mientras que la fuente de 

carbono que inhibió el crecimiento fué el íenol. Una segunda base para la 

selección de estas cepas fué el verificar su estabilidad génica para seguir 

produciendo la enzima lipasa después de 90 generaciones en medio LB. Las 

cepas S2 y 73 presentaron inestabilidad génica. Posteriormente, una selección 

importante fué el observar la actividad enzimática, cualitativa y 

cuantitativamente en un rango de pH de 7-9 y a una temperatura de SS°C. 

Las cepas 3, 4 y S presentaron una actividad lipolitica menor que las 

cepas 32, 80 y 83. Por cuestiones de caracterización microbiológica, se 

consideraron una misma especie a las dos últimas cepas (80 y 83) y, en base a 

este criterio, se seleccionó a la cepa 83, la cual resultó tener una alta actividad 

enzimática en relación a las demás cepas. 

2.2. Caracterlzaclóa de I• cepa productora de lipasa. 

La clasificación taxonómica, hasta género y especie ( con ayuda de 

Bergey's Manual ofSystematic Bacteriology), solo se realizó para la cepa 83, 

la cual fué la más activa a pH's alcalinos y a una temperatura de SSºC, siendo 

estas algunas de las condiciones más importantes para su posible uso en 

detergentes. 

1 

1 

1 ¡ 
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[)e esta forma, se llegó a la conclusión que la cepa era Pseudomonas 

MD1sinosa, especie que ha resultado ser la mas representativa del género y 

cuyas carac:teristicas mas sobresalientes para poder· llegar a esta conclusión 

fucron: 

a) Bacilos Gram (-)con flagelo polar, que no producen ni cápsulas ni 

esporas. 

b) Aerobios estrictos y nitrificantes capaces de crecer en condiciones de 

laboratorio. 

c) La presencia de un pigmento azul-verdoso llamado piocianina, el 

cual fué responsable de que los cultivos y sobrenadantcs presentaran una 

coloración azul-verdosa (33). 

La regulación fisiológica de la actividad lipolítica de Pseudomonas 

aeru11inoaa (IGB 83) fué investigado por el crecimiento de esta bacteria en 

diferentes fuentes de carbono. Observándose que el glicerol y los 

triacilglicéridos inducen la actividad lipolitica. mientras que el acetato la 

inhibe. La temperatura de medición para la actividad lipolítica fué a los SS"C 

y a un pH de 10. Posteriormente, la lipasa fué purificada y tuvo un peso 

molecular de SS kd y su punto isoeléctrico de 8, (SO). 

Una comparación con otras cepas de Pseudomonas productoras de 

lipasa se resume en la tabla 7. 

21 



Tabla 7.- Car3cteristicas bioquilnicas d.e lip~1sas ·J\o! difi:n:nt1i.•:-. ... -.... p.1 ..... t...· 

Pseudo monas 

Cepa Peso mole<:ular pH Temperatura Punto LPS 
(kda) óptimo óptima °C isoeléctrico 

Pseudomonas aeruginosa 

IGB83 58 10 55 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 50 4.9 + 
NovSpl09 29 7-10 45 5.3 + 

ND 6.5 37 7.0 ND 

f:s~~om2nH f]uo[.Escs;:ns 

Meso 55 8.5 35 ND + 
LSI07D2 50 ND ND ND + 
SIKWJ 52 8.0 34 ND ND 

fs:ydomoou fraai 

IF03458 15 ND ND ND ND 
IF012049 29 ND ND ND ND 
NCD0752 25 8.3 ND ND + 



Pseudomonas cepacia 

DSMSOl81 33 8.S 37 ND + 

f:ss;:udomonas u,lumae 

PGI 33 9 30 6.0 NO 

Tomada de Soberón, 1994 (58). 

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

género microbiano en este ~aso Pseudomonas tienen diferencias importantes 

en el peso molecular. pero la mayoría de ellas tienen actividad tipolítica en un 

pH alcalino además de ser tennoestables (7, 17, 36). Por lo que al haber 

obtenido una 1ipasa con las caracteristicas antes sei\aladas nos llevó a realizar 

un estudio mas amplio y así poder determinar su posible uso en detergentes y 

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

2.3 Motl"o• pa ... tr11••ferlr el ae• de llpasa de Puudomo••• aerywlwota 

Al seleccionar Pseudomonas aeruginosa cepa IGB 83,, la cual produce 

una lipasa activa a SSºC y pH 8.S tenemos que ésta tiene las características 

para ser incorporada en detergentes pero también sabemos que Pseudomonas 

aeruginosa es un patógeno oportunista del hombre que produce varias 
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proteínas extracelulares implicadas en su patogenocidad.tah:s cn111n toxina·'· 

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

Existen normas para el empleo de microorganis1nos a nivel industri¡1l 

establecidas por la FDA (Food and Drug Administration), las cuales 

únicamente permiten la utilización de microorganismos9 considerados con10 

seguros (GRAS). Por esta razón la cepa JGB 83 no puede ser·usada para 

producir lipasa a nivel industrial. 

Por lo anterior9 se decidió transferir la información genética que 

codifica para la lipasa en un microorganismo considerado como seguro. Una 

de las bacterias utilizadas industrialmente es Xanthomonas camoestris para ta 

producción de un exopolisacárido, la goma xantana el cual tiene gran 

aplicación en alimentos y en la extracción de petróleo (20, 21 ). Por la relación 

taxonómica con Pseudomonas, la patogenocidad de Pseudomonas aeruginosa 

y porque Xanthomonas camnestris produce enzimas extracelulares, se 

decidió expresar la lipasa en esta bacteria, mediante conjugación, que es una 

forma de transf'erencia de DNA de una célula donadora a una receptora (52). 



111.- 08.JETIVOS. 

3.1 Objelivo Geaeral 

Expresión de una lipasa producida por Pseudomonas aeruginosa (IGB-

83). en diferentes cepas de Xanthomonas camnestris y en distintos medios de 

cultivo. 

3.1.t Objetlv ... P•rtlc•larea. 

1.- Obtención de la cepa recombinantc de Xanthomonas camnestris 

IBT 148 (pBPl3), incluyendo estudios de: 

a) Estabilidad del gen de lipasa en la cepa. 

b) Evaluación de la actividad lipolitica en distintos medios de 

cultivo 

e) Estudio de la influencia de los inductores. 

d) Caracterización cinética de la cepa IBT l 48(pBp 13) 

11.- Expresión de lipasa en diferentes cepas de Xa!!thomonas cameestris 

utilizando el plásmido pBP13. 

3.2 Co•trlbuclón y Penpectiv• del preseate trabajo. 

Las principales· contribuciones y perspectivas de este trabajo a los 

campos de microbiología industrial y tecnología de las fermentaciones son la~ 

siguientes: 

a) El mejoramiento genético de Xanthomonas camaestris IBT J 48 

(pBP13) en la producción de una enzima lipasa con posibilidades para usarse 

en detergentes. 
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b> Contribuir al conocimiento de fenómenos involucrados en los 

pro~esos tC:r1nenlativos en la producción de metabolitos de interés industrial. 



IV.- MATERIALES Y METODOS 

...... -...-. 
En el desarrollo experimental se usaron los ...,..,tivos que se detallan a 

continuaic,ión. 

Acido bórico 

Acido sultürico 

Apr 

Aaua destilada 

Arginina 

Carbencilina 

Cloruro de amonio 

Cloruro de calcio 

Cloruro de cobalto 

Cloruro de niqucl 

Cloruro de sodio 

EDTA 

Estreptomicina 

Extracto de levadura 

Fosfato ácido de potasio 

Fosfato ácido de sodio 

Glicerol 

Glucosa 



ltlOpl'Opanol 

laopropil P-tio-plactopiranóaido 

Lactosa 

Membrana Milliporc 

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 

~.1.2 Eq•lpo 

Agitador magnético 

Agitadora para matraces New-Brunswick 

Autoclave 

Calentador 

Centdfuga Beckman J2-21 

Colorimetro 

,. 



Espc.:trofotómetro 

Incubadoras para cajas pelTi 

Mecheros Bunsen 

Potenciómetro 

RotorJA-20 

Vortex 

Cepa o Plásmido Características Referencia 

HBIOI rec A, str' 9 

PM••a•••• •n•••na 
PA02003 S3 

IGB83 actividad lipolitica so 

X•••M••••• s••pntrla py n•Pn•ris 

IBT 148 rif derivada de la cepa NRRL B 1459 44 

IBT 149 rif derivada de la cepa NRRL B 1459 

8004 rif cepa silvestre 6S 

8288 rif no secreta proteinas 14 
defecto en los genes xcp. 

8100 str"cepa silvestre colección alemana 29 
(productora de goma xantana). 
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BI00-13 

CHEI 

CHE2 

CHEJ ........ 
pMMB22 

pBPIJ 

str' no produce goma 

rlt' derivado de la cepa IBT 148 

rlt' derivado de la cepa IBT 148 

rit' derivado de la cepa IBT 148 

Tiene un promotor tac. Ap'. str' 6 

Lip+, str". cb' Este trabajo 

Las <:epas fUeron conservadas en gliceroles a -1 S"C. 

4.:ZMétodoa 

4.:Z.1 Medios de c•ltlvo 

MedloFAM 

Sales 
Trazas 
Agar 

100 mi (ver adelante) 
2.S mi (ver adelante) 
l.S gr 

Aforar a 1000 mi con agua destilada ajustando el pH a 7.5 con NaOH 

0.1 N. esterilizando en autoclave a 1 S lb de presión por 20 minutos. 
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Se preparó una solución IOx (g/L) 

NaNO, 
KH2PO• 
Na2HPC>4 
K,so. 
Maso. 
C.Cl2 
EDTA+Fe+++ 

(100 mM) 
( 41 mM) 
(160 mM) 
( 9.8mM) 
( J.S mM) 
( 0.6mM) 
( 0.1 mM) 

Aforar a 1000 mi con agua dcstilllda. 

Znso. 
Mnso. 
H,BO, 
cuso. 
Na,MoO• 
CoCI, 
KI 
EDTA+Fe+++ 
Feso. 
NiCl2 
H,so. 

( 0.8mM) 
( 1.1 mM) 
( 0.9mM) 
( 6.0mM) 
( 0.2 mM) 
( 0.2mM) 
( 0.4mM) 
( 0.3mM) 
( 0.1 mM) 
< l.7mM) 
< 0.8mM) 

Aforar a 1000 mi con agua destilada. 

Medio M-9 (s/L) 

Na2HPo. 6.0 
KH2P04 3.0 
NaCI O.S 
Nff.CI 1.0 

O.SS 
O.S6 
2.17 
0.17 
0.037 
0.007 
0.004 

0.232 
0.178 
0.056 
0.1 
0.039 
0.092 
0.066 
0.1 
0.04 
0.4 
0.1 

Ajustar pH= 7.4, esterilizar, enfriar y adicionar: 
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1.0 M 
1.0 M 

MgSO, 
CaCb 

Se esterilizan por separado. 

M .. loPV 

. Peptona de c::uelna 
Extr"a<:to de levadura 
CaCl2 

2 1nl 
0.1 mi 

O.So/o 
0.3% 

7mM (agregar después de esterilizar). 

Se adic::ionaron en diferentes c::ombinac::ioncs glic::erol al 2%, IPTG S 

mM, l11etosa 1.8% y gluc::osa al 0.2 % (los c::ualcs seo esterilizan por separ..to). 

En todos los c::asos, la esterilizac::ión seo llevó a 121ºC durante 20 

minutos. 

4.2.2 Co•ce•traeió• de ••ttbiótleoa •-doa: (µs/mL) 

Carbencilina (cb) 
Rifampicina (rif) 
Estreptomic::ina (str) 
TetrllCiclina (te) 

4.2.3 Co•dlclo•ea de c•lttvo 

800 
so 

200 
IO 

Las cepas se crecieron en matraces erlenmeyer de l~S mL, los cuales 

c::ontenían 20 mL de medio FAM, M9 y PY, usando c::omo inductor al gfü:erol 

y lactos&y en diferentes combinaciones. Para solidificar se utilizó 8.iar Difco 

J.S%. 
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La tcmp:ratura de crechni.:nto fué 29°C. los cultivos líquidos se 

agitaron .=?4 horas a 200 r.p.m. en baño de temperatura de agua y los cultivos 

sólidos se incubaron 48 horas hasta obtener colonias aisladas. 

El c::rec::imicnto c::elul ... fUé medido por densidad óptic::a a 565 nm, en un 

cspe¡:trofotómetro. contando con un blanco de agua destilada. 

4.2.4 Oltteacló• de la ead•• 
Dado que la lipasa es una enzima extracelular. el medio de cultivo 

después del tiempo indic::ado de inc::ubac::ión, se c::entrifUgó a 8,000 r.p.m. (en 

un rotor JA-20, para c::entrifuga Bec::kman J2-21) por IS minutos para separar 

c::élulas y obtener el sobrenadante c::onteniendo la enzima. Este sobrenadante 

es filtrado a presión a través de una membrana de nitrocelulosa con un poro 

de 0.22 µm de diámetro. recibiendo el filtrado en matraces previamente 

esterilizados. 

4.2.5 Ea .. yo de acth-ldad llpolltica. 

4.2.5.1 Método c•alltatlvo aaar-trlb•tirl•a. 

En c::ajas petri se midió el diámetro del halo que se forma c::on la 

hidrólisis de la tributirina. las cajas contienen una emulsión de tris-HCl SO 

mM a pH 8.5, más tributirina 3°/o (P/v) solidificado con agar 1.5% + rojo de 

cresol 1 %. t>espués. en cada caja se hicieron pozos uniformes con 

sacabocados y vacio. en los cuales se adicionaron 2S µl de sobrenadante 

conteniendo la enzima; se incubó a SSºC por un periodo de 24 a 48 horas. 

tiempo en el c::ual aparec::e el halo formado alrededor del pozo. 
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4.Z.5.Z M ...... o c•••tllatlvo por lit•l•clóa cu• !"•OH !W mM. 

La actividad lipolitica se realizó como lo <.!escribe 1'ul1as • 4~ 1• 1.:t.'n 

algunas modificaciones. El ensayo de lipasa se realizó de: ba ~tguit:nk fonna: 

como sustrato se usó una emulaión al So/o de tributirina (vivJ preparadu c:r. 

bis-HCI 50 mM homogeneizada por 20 minutos en licuadora: el pH fue 

. ajustado a 8.5. 

Solución problema.... La reacción contiene 2.S mL de sustrato. 3.5 de 

buffer bis-HCI 50mM, pH 8.S y 4 mL de sobrenadante del cultivo 

centrifugado, •justando el pH • 8.S. 

La reacción se determinó titulando a pH 8.S contra NaOH SO mM 

después de incubar a SS"C por 30 minutos. Lu determinaciones se hicieron 

por duplicado, la actividad se expresó en U/mL. Definiéndose una unidad de 

enzima como la cantidad en la cual se libera un µmol de ácidos grasos libres 

por mL a 5S"C y a pH 8.S. 

Solus;jón Contro!.-·Se llevó a cabo el mismo procedimiento que en la 

solución problema, pero en este caso se inlWtivó la enzima a una temperatura 

de 96"C por 1 O minutos. 

4.Z.5.3 Método e•••tltatlvo •-•do como •••Ir.to 

parm•ltrofeailpal•lt•to (p-app). 

1.- IO mL de isopropanol (2-propanol) contienen 30 mg de p-npp. el 

cual se at"ora a 100 mL con tris-HCI, SO mM, pH 8.S. 

2.- De la solución preparada se hace una dilución 1 : 100 cada vez que se 

haga un ensayo de actividad con buffer tris-HCI SO mM pH 8.S. 

3.- 490 ML de sustrato fresco se preincuban con 100 mL de enzima a la 

temperatura de reacción (SO"C por IS minutos). 
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4.- El ensayo se mide a la temperatura de reacción y a una longitud de 

onda de 410 nm contra un control libre de enzima(blanco). 

!5.- Bajo este sistema. una unidad de enzima se define como: l nmol de 

p-npp enzimáticamente liberado de sustrato/µL/min (46). 

4.2.6 s.s .... acl6• del plil•mklo. 

Esta fué detenninada por medio de subc:ultivos de las cepas de 

Xanthomonas campestris en medio PV sin antibiótico. durante cuatro días 

diluyendo cada 24 horas 1: 100 (aproximadamente SO generaciones). Al 

término de este periodo se tomaron 100 colonias y se crecieron en cajas con 

los antibióticos marcadores tanto de la cepa (rit) como del plásmido (cb). Se 

llevó a cabo un control positivo en cajas sin antibiótico. 

4.2. "1 Co•str11ccl6• del plá•mklo co•te•leado al se• de lipa••· 

El vector pMMB22 fué seleccionado para construir un plásmido 

conteniendo el gen de lipasa alcalina de Pseudomonas aeruginosa cepa IGB83 

(49). (figura 3). Se purificó el DNA de la cepa IGB83. y se digirió 

parcialmente con la enzima de restricción EcoRl. los fragmentos se clonaron 

en el v~tor p~22, previamente digerido también con EcoRl. 

Posteriormente. vehlculo y pasajero fueron ligados. y se procedió a 

transformar en ~. obteniéndose alrededor de SOO colonias. Las cuales 

fueron crecidas en medio M9 + glicerol + aceite de olivo + IPTG por_ 2 días a 

37°C. Se seleccionaron aquellas que dieron halo (por hidrólisis del aceite de 

oliva) y se obtuvieron 13 colonias, lo cual indicaba que llevaban el gen que 

codifica para la lipasa. 



Se procedió a conjugar la cepa de E. coli ( conteniendo los plásmidos 

recombinantes) con la cepa PAO 2003 (Arg·, str') y se seleccionaron aquellas 

colonias que crecieron en medio FAM arg ... , strr utilizando como fuente de 

carbono aceite de olivo. Esto con el objeto de que el plásmido se transfiriera a 

Ja cepa PAO 2003. Se obtuvieron 28 colonias, de las cuales, Ja colonia J y 13 

mostrabari. un halo mayor al evaluarse cualitativamente la actividad lipolitica, 

de esta fonna se obtuvieron las trans<:onjugantes PAO 2003/pBPl3 y PAO 

2003/pBPI. Figura (4). 

4.:Z.8 Co•J•aacló• de la• cepaL 

Fueron realizadas plateando cultivos 1: 1 de las cepas donadoras y 

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 plásmido. 
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BstEll 

Figura No. 3 Vector para clonar el gen de lipasa 

37 



V. RESULTADOS V DISCt:SIO:oo.;. 

5.1 Oltte-lóa y espreslóa de la cepa recombiaaate dt: Xaptbom"ª'"' 

gwpntrte eoateaieadn el·- de Upa-. 

5.1.1 IE•trllt .. ia atillaada para traaaferlr el ••• de llpasa de 

PHmlo•p••• ........ _ • XewtMaowe1 A•M!tris. 

La transconjugante PA02003 (pBPl3), conteniendo el gen de lipasa (y 

que puede utilizar aceite de olivo como fuente de carbono) fué usada como 

donadora en la conjugación con Xanthomonas camoestris IBT 148 (riir, strs). 

La conjugación fué realizada en un medio selectivo (PY. rif". cb). Con 

esto nos aseguramos que solo crecerá la cepa de Xanthomonas camoestris, ya 

que no existen los marcadores para la cepa PAO 2003; y el plásmido pBPl3 

fué incorporado a la cepa de X. camnestris. IBTl4g(pBPl3) (figura 4). 

Posterionnente esta cepa recombinante fué cultivada en condiciones 

para producir enzima lipasa y observar cualitativamente su actividad 

lipolltica. El resultado fué positivo. 

5.1.2 IE•tabllldad del plá•mldo pBPl3 ea la cepa de Xaat .. omo••• 

S11•entrt1 py gmpeatrls. 

En los procesos industriales, cuando se trabaja con microorganismos 

recombinantes, se usan plásmidos como vectores de expresión. los c:uales al 

replicarse autónomamente. no son esenciales para la viabilidad de las células 

y en ocasiones son segregados de una generación a otra (37). Las células que 

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

conservado. Así. tras un cierto número de generaciones. el anedio de culth·o 

30 

1 
; 

! 

1 
j 

l 



.._ ... tOt 

...... tJ) 

T~ 

Cb_..~ 

L• 

....... llp 

~--e~"' 

.. -· 
~-­c::::;o_ s .. 

Lm.... e~ 

& E -

.,._.. 4a ~ncl6n • ... .,.. •x.n••••pw MIDllM!rlt _.........., _ .. _n ......... , ...... a,. 

39 



queda invadido de células sin interés~ lo que reditunrá un-.1 J..:ti-.:1cnk 

producción (62). 

La segregación del plásmido es de suma importancia. sobr\! todo ..:n el 

esc,alamiento., en donde es necesario desarrollar a las bacterias por varias 

generaciones y por lo tanto se incrementa la probabilidad de segregación. Por 

otra parte., el mantenimiento de condiciones selectivas con la presencia de un 

marcador (que nuestro caso es carbencilina) resultaría muy costoso en los 

fermentadores de volumen considerable., además de que este marcador ejerce 

su efecto en un corto tiempo. to que no nos aseguraria Ja pureza del cultivo. 

Por Jo anterior., se realizó un estudio con el fin de establecer la 

necesidad de la presencia de la carbencilina cuantificando los porcentajes de 

segregación del plásmido (pBPl3) sin presión selectiva en la cepa de 

X@nthomonas campestris . 

Después de subcultivos ( aproximadamente 50 generaciones) los 

resultados fueron de un 2º/o de segregación global promedio. Lo que nos 

muestra que el plásmido pBPl3 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 tos inócu1os. Aunque hay que hacer 

notar que la presencia del plásmido no es un indicador que nos asegure una 

elevada biosintesis de lipasa ya que el plásmido puede sufrir deleciones en la 

región del operón lac o bien en los mismos genes estructurales, impidiendo la 

producción de lipasa., y aún así seguir conservando la resistencia al 

antibiótico. 
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5.1.3 E'·aluación de la acti'>'idad llpolitlca de 111 ""P"" 111'1" l,.N 1plll'l.\1 

creelda ea •• medio de eulti~o con direreftles eondi.:iont."s. 

La cepa IBT 148 tiene al plásmido pBPI 3 que contiene un pn.lllHlhW 

híbrido~, que consiste en la región -JS trp (triptofano) unida a la región -1 O 

lac (lactosa). es un promotor fuerte ya que causa que el mRNA se inicie a una 

alta frecuencia. Este promotor ~ es regulado por el represor lac y puede ser 

inducido por la adición de IPTG (isopropil 13-0-tiogalactósido). En Jo que 

respecta a Ja adición de glicerol, es posible que el gen clonado en el plásmido 

pBP J 3 conserve sus propias zonas reguladoras ya en la cepa de Pseudomonas 

aeruainosa. la adición de triglicéridos al medio de crecimiento mostró un 

incremento sustancial en la producción de lipasa (35) y esto mismo se repetía 

cuando se adicionaba glicerol al medio de cultivo de Ja cepa recombinante de 

Xanthomonas campestris en cuanto a la producción de lipasa. Se podría 

pensar que existía un incremento de actividad lipoJitica porque el cultivo 

crecía más al tener una fuente adicional de carbono; sin embargo los 

resultados muestran (figura S) que, al crecer la cepa lBT 148(pBPIJ) con 

medio PY y PY- glucosa no existe actividad enzimática por no ser estos 

inductores del plásmido. 

Sin embargo, cuando crecimos en PY-glicerol 1nostró un incremento 

sustancial en Ja producción de lipasa y cuando utilizamos PY-glucosa glicerol 

esta se incren1entó en un 58% más con respecto a la anterior, posiblemente 

debido a que Ja glucosa incrementó la biomasa; finalmente se trabajó.con el 

medio PY-glucosa-glicerol-lPTG mostrando un et'ecto aditivo en Jo que 

respecta a la actividad lipolítica ya que ésta se incrementó en un 90% 

mostrando también que tanto el glicerol co1no el IPTG funcionaban como 



inductores con un efecto aditivo ya que cuando alguno de ellos faltaba
9 

la 

acti~·idad disminuía. 
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!'1.1.4 Evahoaclóa de la actb·hlad li¡mlitk.a d" la '"''"' 111 n -&s 

(pBPl3) crecida e• dlfere•tea medio• de culti,·u. 

Se evaluó la actividad enzimática de la cepa 1e·r148(pDP13 J i:n 111L:d¡,,~ 

de cultivo dif"erentes para conocer la producción de enzirna en cada Ulll• 1 .. h: 

ellos, ya que es importante tener conocimiento en términos cuantitati\"os para 

elegir al medio adecuado de producción. Los medios de cultivo fueron M9 

(que es un medio mínimo), FAM (medio mínimo) y PY (que es un ntedio 

rico). adicionando a cada uno de ellos glucosa, glicerol e IPTG desde el inicio 

de la fennentación. 

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 el primero de ellos (M9) se logró una 

µ=0.097 hr-1, el cual deja de crecer a las 12 horas alcanzando una 

concentración celular máxima de 1.8 g/L y una producción especifica de 

lipasa de 169 U/g. 

En el caso del medio (FAM) se observa un crecimiento del organismo 

con una µ=0.082 hr· 1
, llegando a su estado estacionario a las 12 horas. donde 

la concentración celular es de 1.8 glL, su producción especifica de lipasa es 

de J 33 Ulg. mostrando una disminución en relación con la anterior. 

Por último. el medio PY, en donde el microorganismo creció con una 

µ=0.12 hr-1 alcanzando su estado estacionario a las 12 horas en donde tiene 

una concentración celular de 2 . .S glL y su producción especifica de lipasa fué 

de 194 U/g .. Esta actividad fué la más alta por lo que pensamos que este 

medio, por ser un medio rico. es el más adecuado para su producción. 



Por otra parie;adicionamos, IPTG desde el inicio de ta.fermentación y a 

tas 12 horas (que es tiempo en que deja de crecer en cada medio de cultivo) 

observamos que existe una 1nayor actividad cuando agregamos IPTO desde el 

inicio de la fennentación 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 

concentración de biomasa va aumentando, esta se va induciendo mientras 

que a las 12 horas la propia producción aunque minirna de goma podria 

interferir en la asimilación del inductor. 

Cabe hacer mención que los inóculos fueron en las _mismas cantidades 

y en el mismo medio (PY) sometidos a presión selectiva (cb) para asegurarse 

que no se desarrollarán segregantes que no contengan la información 

genética contenida en el plásmido. 

Con et fin de detcnninar el momento de suspender la fermentación, se 

estableció c;omo parámetro cosechar los cultivos a las 24 horas . 
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5.1.5 l•ft•e•cla de IOll l•d•ctores e• la actividad lipolfffca de .. -... 
IBT 148 (pBPl3). 

Se tiene que la inducción es el aumento específico en la concentración 

de una enzima como respuesta a la presencia de una sustancia química 

determinada (inductor). Generalmente. el inductor es un sustrato del sistema 

enzimático, aunque en algunos casos puede ser producto de la reacción. pero. 

con frecuencia existen análogos químicos relacionados con el inductor que 

estimulan también la f'orrnación (inductores gratuitos). 

Para conocer el componamiento de la cepa hlbrida JBT 148 (pBPIJ) 

respecto al fenómeno de inducción (en donde según experimentos mostrados 

se ve influenciada por Jos inductores que son el glicerol e IPTG); el primero 

por ser un producto del sistema enzimático de la cepa de Pseudomonas 

aeruainosa y que el gen al ser clonado conservó sus regiones reguladoras. En 

el caso del inductor gratuito IPTG. el gen fué clonado en un plásmido que 

tiene un promotor híbrido tac. por lo que la expresión 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 propósitos biotecnológicos) se probó a un azúcar 

metabolizable como es la lactosa. que inactiva también al represor lac. por lo 

que se evalúo cuantitativamente su inducción por medio de la actividad 

lipolitica producida por la cepa híbrida. 

Para encontrar la concentración más adecuada del inductor en la 

•Producción de enzima de Ja cepa híbrida. se realizaron cultivos a diferentes 

concentraciones de IPTG (J,S y 7 mM) y lactosa (0.9, 1.8 y 2.5 %) (figura 8). 
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Se obtuvo una actividad lipotitica d..: ..iss. 705 y 5q5 ll. 1nll cu;.m .. \ .... '"'" 

trabajó con IPTG siendo \a mayor a una concentraciün d..: 5m~t. Ln d ~ª'" ... h.· 

la lactosa. las actividades fueron en e\ orden de 502~ 749 ~ 605 lC:111\). si..:nJ .. , 

la mayor cuando se trabajó a una concentración del \.8°/o. Cabe inencionar 

que experimentos posteriorCs a mayot' volumen { 1 litro) y con un medio de 

1:ultivo (AL\ y AL2) derivado del que se utiliza en la producción de soma 

xantana (con un incremento de nitrógeno para disminuir ta relación C/N y de 

esta forma minimizar la producción de goma xantana) se obtuvieron mejores 

resultados cuando se trabajó a una concentración de 2mM de lPTG. Esto 

pudiera deberse a que, la producción de goma xantana de la cepa híbrida varíe 

al cultivarse en diferentes medios y que esta este Telacionada en la 

estabilización de la enzima. 

Como se observa (figuras 9,\0, y 11 ) la actividad se ve disminuida 

cuando el medio PY IPTG/lactosa carece de glucosa y glicerol. Esto pudiera 

deberse a que, en et primer caso (ausencia de glut;osa), la cepa hibrida agota 

la fuente de carbono del medio de cultivo necesitando una fuente externa de 

este elemento para complementar su desanolto. En el caso del glicerol. este es 

un inductor que pudiera estar relacionado con partes reguladoras del gen 

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

incremento sustancial 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 lPTG. 

obteniendo una mayor actividad lipolítica cuando utilizamos el prhnero como 

inductor (figura 12). 
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!l.J.6 Cl•étlCa de ereclmle .. o y produeelóa de llpasa de la c:ep11 de 

x. .... o•o••• sewpn!rl• IBT .... (pBPl3). 

La tecnología de las fennentaciones está basada en la búsqueda de 

factores limitantes a partir de estudios de la cinética de crecimiento. Esto es 

importante para entender el comportamiento de cualquier fermentación. en 

términos de las velocidades de síntesis celulares o la f'ormación de productos. 

así como también de los efectos del medio ambiente. Teniendo como marco 

de referencia lo anterior se llevó a cabo una caracterización de los datos 

cinéticos del crecimiento de la cepa de Xanthomonas campestris IBT 148 

(pBPl3) con la producción de lipasa utilizando el medio PY glucosa­

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

desde el inicio de la fermentación y la mayor producción se obtiene entre un 

periodo de las 13 horas a las 20 horas alcanzando un máximo a las 16 horas. 

Por ello, experimentos posteriores se llevaron tomando en cuenta estos 

tiempos. También se observó que la cepa recombinante tiene una µ de O. 1 7 

hrº'. 

En lo que respecta a la enzima lipasa. su actividad fué evaluada a una 

temperatura de SSºC y se observó que mantiene su actividad. lo que nos 

sugiere que es tennoestable. El pH en el cual se realizó esta medición de 

actividad fué de 8.S, es importante la medición a estas condiciones ya que 

son las que se requieren para su posible uso en detergentes . 
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~.l.'"7 Espresióa de lipasa e• difereales cepas de Xaat•omonas 

eampp•ri~ 111illzaado el P'*•mldo pBPl3. 

Se evalúo la actividad lipolítica del gen de lipasa proveniente de 

Pseudomonas aeruginosa en diferentes cepas de Xanthomonas campestris con 

diferentes características en cuanto a la producción de goma xantana y la 

secreción de proteínas. 

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

de goma xantana en donde la cepa IBT 149 forma colonias blancas y la IBT 

148 fonna 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 

proteínas ya que tiene un defecto en los genes xcp que están relacionados en 

la ruta de secreción. Las cepas provenientes de una colección alemana 8100 

(sm') (29) es una productora de goma y la 8100-13 es una mutante de la cepa 

8100 y tiene como particularidad ser deficiente en la producción de goma 

xantana. Por otra parte se trabajó con las cepas CHE 1., CHE2 y CH3 que son 

mutantes quimiotácticas derivadas de la cepa IBT 148 y que tienen como 

caracteristica que al crecerlas en condiciones de producción de goma xantana 

(en relación con la c;:epa original) solo producen el 60o/o., 9o/o y 7% ya que son 

mutantes que están alteradas en su fenotipo de producción de goma xantana. 

Para conjugarles el plásmido pBP13 a cada una de éstas. la estrategia 

seguida filé la que se ilustra en las figuras 14. 15, 16. La transconjugante 18T 

148(p8P13 rif'. sm' ,cb' ), filé usada como donadora para conjugarse con las 

c~pas; BIOO (sm' ), BI00-13(sm' ) obteniéndose las cepas recombinantes 

8100 (p8Pl3) y 8100-13 (p8P13). 

Por otra parte, utilizamos a la cepa PAO 02003 (pBP13) (rec a, arg·. str' 

• cb') usada como donadora y la conjugamos con las cepas 8288 (rif' ), 8004 
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(rif" )y las CHE l, CHE2. CH3 (rif'") obteniéndos~ las cepas n:ccunhinanh:~ 

respectivas, 8288 (pBPl3). 8004 (pBPl3), CHE! (pBPl3). CUE2 tplil'l3) y 

CHE3 (pBPl3). 

Posterionnente, a cada una de las cepas hibridas les fué evaluada la 

estabilidad del plásmido, realizando un crecimiento seriado sin presión 

selectiva durante cuatro dias (diluyendo cada 24 horas 1 :100). Al término de 

este periodo se realizaron diluciones continuas con agua estéril, se plateó la 

dilución 105
, se tomaron 100 colonias y se crecieron con los antibióticos 

marcadores tanto de la cepa como del plásmido. Paralelamente se llevó un 

control positivo en cajas, obteniéndose finalmente que el plásmido tiene una 

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

5. l. '7.1 Claétlcaa de creclmleato y caaatlfleaclóa de aetlvldad 

Upolltlea de dlf"ereatea cepaa de X.at11omoaaa gmpettrla atllluado el 

pláamldo pBPl3. 

Se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas asi como la 

cuantificación de actividad lipolitica. Se observó que, en todos los casos. las 

cepas híbridas crecen a una menor velocidad específica de crecimiento que 

las cepas silvestres. (figuras 1'7,18. 19, 20, 21y22). 

En cuanto a su actividad lipolítica por gramo de células (figura 23). se 

observó que las cepas: IBT 148(pBPl3). 8100 (pBPl3) y CHE! (pBPl3) 

producen más actividad que las otras cepas. Estas cepas son productoras de 

goma xantana por lo que podemos inferir que de alguna forma existen 

mecanismos en la ruta de secreción del exopolisacárido que faciliten la 

secreción de lipasa. El Cenómeno también podría estar relacionado con la 

estabilidad de la enzima ya que en el caso de las CHE2 (pBPl3). CHE3 

•• 



(pBP13) "Y 0100-13 (pBP13) -que son mutantes que no producen S"""'" la 

..,tividad tUé menor. En el caso de la cepa 8004(pBPI 31 -que tambicn 

produce goma- pero que no tuvo ..,tividad, probablemente se debió a que .:l 

medio de cultivo pua esta no file el adecuado y las rutas de secreción de 13 

aoma no pennitiet'Oll la producción de enzima y. poi" lo tanto, la actividad 

. lipolitica fUé nula. En el ca.o de la cepa 8288(pBP13) este resultado se 

esperaba ya· que esta era una mutante que no secretaba protelnas, 

probablemente por rener dclecionea en los ¡¡enes xcp que estAn relacionados 

con la ruta de secreción y no produce actividad por no existir secreción de 

lipaaa. 
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ESTAlllLIDAD DE LOS ftA&MIDOS 

CEPASIPLASMIDOS 

.¡._...IS) 
IUFICB 

149( ... IS) 
IUF/CB 

CHEl( .... IS) 

CHEa( ... IS) 

% PERDIDA DE PLASMIDO 

2 

s 

2 

2. 

2 

2 

2 

2 

T .... No. 8: E.et ................ ·-··1o1•1oa ( ... IS) __ .. 
X O me e 19 

63 



11-0.19 

500 

'i 
1,5 ª ::::r s 

1 
.. oo 3 

t 
i 

300 i ·s: 
~ 

200 

0,5 

100 

o .. • 12 1e 20 2 .. 1 .. 9 pBP13 

Tiempo (horae). 

Ftgur• 17: C1n•t1ce de cr•ctmlento de la• cepa IBT 148. IBT 1•e(pllP13) con producct6n d• Up-a. ... 



2 ·5 ~------------B-1-00--+.,-B,--1-00-(p_.B-::P-1-3,...)---------r llOO 

2 

1.5 

0.5 

o 4 8 12 16 

Tiempo (horaa). 

µ=0.11 

20 

600 

500 I 
4 oo t 

! 
300 i 

200 

100 

248100 (pBP13) 

Figura 18: Cin .. lca de crecimiento de•- cepas 19100, B100(pBP13) con producción de Upaaa. 
115 



2,5 
-1110013 - B10013(pBP13) 1 800 

,,-0.20 

2 

eoo 

,.-o.1e 

1,5 I 
:::;- t :!! 

i •OO ·¡ 
¡ i .. , 

~ 

200 

0,5 

0-'---'----""----'-----1-----4----+:----'---...... ~ o 
o .. e 12 1e 20 2• 810013 

Tl•mpo (llora•)· 

Flgur• 19: Cin•tlce d• crecimiento de••• cepas 910013. ll10013(pBP1S) con producción de lipa ... 
ee 



2 ' 5 .------------11-2-11=-11-....---=11-=2-=11-=e:--:(,-p-=e'"'p=-1=-3=-¡:----------,r eoo 

µ=0.20 

2 

600 

1,5 

::::r g 

1 

200 

0,5 
10 

I 
o-'---+------4---~,----+-----'f-------'----..._-.. ..,.,.~o 

o 4 11 12 18 20 241121111 (pBP13) 

Tiempo (horas). 

Figura 20: CIMtlca de creclmlemo de•- -- 82811, 821111(pBP13) con producción de llp-.. 
87 



800 

2 

eoo 

1,5 

1'=0.15 

200 

0,5 
10 

I 
o--'-~1--~~-1--~~-+-~~-+~~-+~~--1~~___;1---1 .. .-m1-o 

o • e 12 10 20 2•8004 (pBP13) 

Tlempo (hora•). 

Figura 21: Cln6tlca d• crecimiento de •- c•p- 800., 9004(pBP13) con producción de llp-a. 
ea 



2 ·5 -r~~~~~~~-::--~C~H"""E~1~(p~a==P~1~3~)--+---,-~c~H"""E~2~(p-a==P~1~3~)~~~~~~-,-eoo 

*' CHE3 (pBP13) EJ (pBP13) 

2 

1,5 

0,5 

o 4 e 12 

11-0.11 

16 20 

Tiempo (horaa). 

24 

800 

200 

11"'-Ll!a:, ~-.... ..,_ o 
CHE1 CHE2 CHE3 

F1gu.-a 22 Crn•i.ca de crecimiento de Isa cepaa qulmiot6eticaa CHE1(pBP13), CHE2(pBP13), CHE3(pBP13) 
con producc:16n de llpaaa. 

'"' 



eoo · 

.. .,.. ... ~· 
o--"~-,--.-L.L...:--.,----'u...~__,~·..:.:.L~'-'-~+"~·-'u::=::;:::::::i.Joi=:::¡:=::;o_""-'-'r;.;:..¡u..."-'i..;...;..J....l~-,.:..c.JJ ... 8100 8100·13 82118 8004 CHE1 CHE2 CHE3 

pBP13 

Figura 23.· Comparación de actividad llpolítlca por gramo de c•lulaa de diferentes cepas de 
Xanthomonaa campeatria con el pl .. mldo (pBP13). 

70 



i 
1 
1 

VI.- CONCLUSIONES 

1.- El aen de la lipasa de Picudo.._,.. Kftlainosa 10883, con1enido en 

el plúmido pBPl3, me expreaa en la cepa de XMubom!HJM sampeattjs. 

fonnmndo la cepa rc<:ombinantc JBT 148 (pBPl3). 

2.- Exiatc ama alta estabilidad del pllismido pBPIJ en la ""Pª de 

Xamhpmonu CWIDl!Cltri• . 

3.- En la cepa JBT 148 (pBPl3), la expresión de lipasa ca inducida por 

la adición de IPTO y lactoaa. 

4.- La adición de lot inductores a la cepa IBT 148 (pBPI 3) muestra un 

efecto llditivo en cuanto a la actividad lipolltica. 

S.- Los mccanismoa de secreción de goma xantana parecen 

facilitar la expresión de la lipasa. 
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VII.- RECOMENDACIONES. 

J.• Se debe Nalizs - ~ión bioqufmica de Ja enzima lipasa 

:producida por XMthpmonaa cunpntri1 IGB 14B(pBPl3). 

2.· Oplimizs el medio de cuhivo. 

3.· Ettudi8r el CM:lllamiento del prcx:ctO a mayores volúmenes. 

NOTA: La putc experi-tal de Cite ~o te terminó en diciembre 

de 1992 y con bue a lol resultados pl'CMlltados ... uf se ha sepido 

invcstipndo la producción de lipua de PKudomonu weru!PDOH IGB 83 en 

Xanthomonu CN!Jl!A1ri•· Los resultados de esta investigación se presentan en 

el articulo: Xanthomonaa campetlris as a host for the production of a 

recombinmtt PICUdomo!ya MDUÚOOH IGB 83 Jipase. Lcza. Palmeros, Gan:fa, 

Galindo y Soberón-Chávcz. 1995. J. lnd. Microbio!. 
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rned•11 f2.14J. Lipa"C',. d1 .. play n h•sh dcan=-e ot 1opeetfü:11y 
and c~nll01K"lecu .. 11y for c .. 1cnlic1111un and 1ran-cs1crifi­
c .. ion ~'º'"''· thu1> 1heir p>1en11 .. 1 u!oes in indu .. uy ;.are 
'Wcty w1dr (2.~!'íf. Thco.e pu1cmial mJu .. 1nal apphca110115o 
have ~n an 1mpunan1 dn.,mg-f•w.:e for li,..sc RX"arch. 
and In f'ólnicular for 1he study of bac1eri;1l lipa~ l l!'íl. 
P.wudom .. nas l1pucsd1 .. play "P:C:•al hioc:hcmical ctu.r.ctcr· 
iSlk:I aot 11:onunon anK>n(I: 1hc llpasc. pnxluced by uthcr 
minuorg11niam._ 1ouch ll• lhenno·tes151ance and mc1hti1y p.1 
_...ine pHa .. Recrn1ly. M"vcn.I Psrud- acnc• cnco. 
*"8 i.,._. ha'lo·c hrcn o:IOfl.r'd and ~ucnc:ed. -1 lhe rei;u· 
IM1un or 1hc1r c .. ptes,.1on '" t>ei;1t1nong lo he undcn.1""KI 
(13.15.311. 

We havc char.-1cnzfi.I 1hc hp:&i.e prnduced b)· p.,..J,,. 
_,.,f ar,..11i1T<•ui 1Gftt13 !:!:!l. llu" ..ir.un ""ª" i~lalcd 
aflcr ~cenms n.,lural ropul;iuori .. for hP<'l)'lic hm:1eria 
na1ivc IO 1he l\1c•uc-;m lfop1cal rain ro~"''· TI.. app.tefll 
molecular wc1gtu or 1h1" cn.rymc 1!\K !..Da). 15 111m1lar h.> 1h;u 
of P. Jl,,,,•.,ru·rn.~ hpa.<>e". hui "uMt.mually d1ffcrcn1 rm111 
lhcnc of othcr P. " .. ru1:•n•H<1 ~1r .. iri". Thc opumum con­
di1ion" ror 1hc .. 1rain IGH83 hf"lo,c ...:11• "Y are !\s~c and 
pH IO; n has .a halí híc al S!'i'"C .. fld ptl K.5 of 13 min. ami 
ha" an i ... >elec;1nc poinl nf 8. Thc hp .. ...,, frum .. u-.. 1n lüBK:i 
is c:ornplc1cly imKIÍ\alcd b) lrt"..:,.nJ,?. Th1" ht"ha• it1'" ..UJ;• 
JtC""ll-" lh>ll h)drophnbu: 1111cra..·1w11~ ;,n.- 1mpon;iin1 fur lht" 
..uuc:1ure uf thc cn.rymc. ln.ic1na11on upon frec.rms ha"' nm 
bccn rqx>rtcd fOf' ochcr hf'.il~. 

Lip;asc<; Jl'l'Ud!Kc•I b) Gram-nc¡::m•c b.K1cri11. includin¡! 
pmc-udumon&lb • .are ..cc"telcd 10 1hc L·ulmrc mt"dlUm ,.,. an 
q¡;re¡:21e w1th hpop.•l).....:"C"h.•ndc l'IJ. Secrc11on ufthc r. 

C-.--..· O S.-.un-<.-....'"'· 11-:P«'I .. ,,,.. . .,,., dr MKO•book>J:1a 
............ ·-............ ..._.. ..... .,. .... t .... ~ ... .$.od :..--· .................. .,.. 
-..r .. ..,... ,...,_ ..._.,,'''~'-c .......... _ ... ""''" to::?~:w.. Mot•""' 
~ ........ """' '"'"''· ..... .,_.. ., ....... ,, ........ , .... ~ 

urr""""''ª lip;,'>C ha" '1ccn rcpuncJ lo dcpcnJ un lhc •.•e/• 
f"'lhw .. y·. <4h1ch ,,. a ¡;enetal ruulc fur lhc 1r .. n:o.loc111ion of 
ea.traccllular prn1c1ns from thc pcnpl:unm: "JJ&('e 1hrou(th 
thc ou1er memhnane of Gnun·ncaau"'e baclcria 124.34). 
Xanlhomtmas rt1mpruri.r pv ca,,,,,,,,.stru hu ~n reponed 
tu J'feSC'nl thc .u·p pa1hway. 11rN.I !he •ene' codms for thc 
J'rUIC'ln\ which p.11"1dpa1e m lhl" rnUlt" 11rc homnlu¡;ou .. 10 
thc P •u·r .. s11m .. 1 gene .. lt>.KJ. Thc ~•m1lanl) hc1wecn P. 
drrusm<JJU anJ X. t:Um/>rsrru '" llt>I rc<;lnc1cd 10 1hc1r 
ni.ccllllni"'m íor pru1e111 <>ecrcuun since lhc) 11rc cloM::ly 
~h1lcd urgani1om .... and thcu ph)'lu}"!cncuc d1 .. 1ancc ¡~ "innlo1r 
lo lhc J1i.t11nce hcl,,.cen d1fícrcn1 PJ&"Udu ... n1uu .. pcclc" 
bclong1ng lo KNA i;rnup 1 (:?Of. Thc ph)'lngcncuc rclatmn· 
sh1p tJc,1wecn ,._ urrullin"'ª .. nd X. CUnlfn'SITIS wu"' che 
r:iuunalc hchmd thc u..c or X. ,_.umprstris P"' cumprstris Q!I. 

11 hu"I to c-.,pre .. s thc all..ahnc hp.a..c hum P. arr .. 11incuu 
IGfUO lhal ,,.e repon twre. Thc IGBMJ l1pa-.c c;annol he 
c"prcsM.-d 111 1hc nall•e h.s.,:u:na for ib ptoJu~·uun .. , an 
1ndus1nal S<.:411" 'in..:e 1•. urruR""''ª i!< an orponunisu.: 
hum;in J"llhupen. anJ 'uam IGhMJ 111 panicul2r. hil" .a •·e~ 
h•¡,1h •·1rulcn..:e tunpuhh~hcd f"e"Ull"'· 

X. '""'"/>r.fln.• pv r.impr'1rtC produ.:es 1he e'opoly~cch· 
ande ..... mh.111 gum. llnc. hu•fX•l)'llK"r has s.t"\cr2I c-ummer· 
.:1al ap1•l1c"uº"' due '" ""' h1}"!h •l!'C"U"ll)' and p .. cudop1 .... 11<.: 
hch;,••1or undcr " wuJc ta111,1e uf pHs. lcrnpcr .. tures and ..ali 
C"un.:cnlrallull .. 111 J l'ol)'!;iiC"Ch;,ndc., 1n.:tea'C rrolem ~tah· 
1111)' J:!<./I. Xo1n1h .. n }"!Um •~ u "'cry J,?t>ud ,,,.,....,u .. 1f)Ín¡!: aud 
en1ul'lf~lll{!: .IJ'Cfll l 11 !. and th..- ólL•ln 11)" of P. ª''""U"'"'' 
hpa"'c mcre"-.c-' '" 1hc prc<>enL·..,. ol rul~'"'"i:hanJc., l.l0.3~1 
"'." c\"alu.ite h••rc.• lhc clícr;1 ni ':1nlhan i;un1 nn lhe .. 1ab1lll) 
ul lhc .. 11..ahne l1p..i..., IJ<Hll /' <1rr"R'"'"" IGRM;\ 

Wc u<>ed .1.u c"'pre..c.wn pla,m1d nm1 .. imn1,1 1hc 111e pro-
111<•1..,.r ..iricc 11 ,., .octl\e io .. t>ruad "f'CC"lrum uf Gram·nc¡:u· 
'"" h .. c1en .. 11 l. ;anJ h;a .. t.ecn u"C"J 'J1CC"ilic .. lly fur thc 
CllJV<..""'"'" uf P "rr1<1:i111uu }"!CllC., 1:!11. A1m1h..-r :ad•;anta¡:c 
ni" lhc ,,.,. c"prc~"inn ">''lcm I' ,,., .. 1n1plc indu..:llon .md lhc 
h•¡,1h rm111 bc1,,...:cn n::prc .. ~wn o1.11J dcrcpre"°''"" 

.... , .... *MI rnethod• 
Bac1crial .. cram .... nd p1 .... 1111d" are ... ho--.n in Table l. A 
'-""'f>c'Stri.f .. 1ra111 IBTl4K ""'"' rou1111cly pm" n un NYG .. 
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rnrdium (5). 1-.:luna &lyccrul. '1bc: 1wo cuJ1ure media uwd 
in die rennrnu111onfi ..-e: ALI .-lium which cuntains 
<sL-•): NH.Cl ... 12. tNH.>.PO.o.Mn•. KH,PO. 3.06.cit­
nc .cid 1.3. MaS0.·5H,O 0.23. F9Cl~·6H~O 0.001 ... 
Zn0 0.0072. C:..CO, 0 002 ... boric ac1d 0.0028. and fiUCRJ~ 
:?o, pH 7 .5: and medium AU ~ containt1 (1 L ·• ): 
NH.CI 4.1~ KH,PO. 5.0. curie ac1d 2.3. Na,so. o 114. 
M¡Cl2 • t.H,O 0.163. CaCI, 0.012. bork .cid 0.006. 
Na:CO, 0.5. FcCl,·6H,O OJX114, Z.nO o.mn. •UCfOSe :?O 
and pH 7 .5. AL 1 and AL2 medí• 'llleft derived from media 
dnocribcd p-e ... imn.ly '°' 1'an"'- sum ~tinn 19.231. 
bu1 tui"c dn:-rc•fiCd C/N ralio (by --. .. NI U> minimize 
1'...o..n sum poductkln. I". -~ _..E. co/i atrllinfi 
werc cullured on LB nwdium (191. X. CGllfl"Sfrls IBTl .. R 
and E. c-~•li HBIOI ~ pown oa M9 minimal mcdium 
1:?7)~ in the ca- of' E. c-oli HBIOI lnlcinc- and prolinc wcre 
addftl, I". _,...,,1tinosa M~iru wcre .-non FAM m1nimal 
medium I:?:?). u~1n¡i 1% olive oil u e.bon KJUrce. X.nthan 
sum producuon w ... dclftmincd by it•. dry •e111h1 and cul· 
lure "ia.:MoU)' ""'"" dc:1ennined u dncrihrd pre ... 1ou,.1y 1n1. 
Biocnan concenm1hon ..-as n-.ltored: by opucal den1il)' 
111 600 nm. •nd ""ª' cmi,..ened 10 cell dry ... -eiph1 usins a 
caJibr.ltiun eun e done wi1h X. '"ª""!'stru p .. · c-alft("itris 
IBTl48(p8Pl31. 5UCl"01'C wa., dckrm1ncd ato dcscribed pre­
\lou5l)' 1"1 

TI1oC oin1ibiot11: .:onc.-en1ra1iun .. u~ fµ.s m1· 1 1 wete: c.-11.r· 
hc1m:illin KllO. nfamp1cm 50, .. 1repeomycm :::?00 and tctru· 
c~linc .1.0. Carbt.•mc1Um ""ª~ u!oal m•lcad of ampkilhn 10 
.clcct ror 1hc pre-nce or pl.a .. m1d rMMB:?:? oirMJ deri,..11· u-,.. •ince d1rrercm P!ll~wlantrHIO!ll .enun-i; h•~e hish baMI 
levcl• of' re1iataroce 10 1hc l•ller antibtouc. l·h.oprop)'l·P­
n-l-1h1upoilactopyran.,.,,¡dc (IPTO> wa,. uwd 111 • conccn­
Uldton ni :? mM as. rcfKWUd previoual)' 10 he optimum íoc­
Pw-IMh>m"•Nu putiJa 111. unkt.a oltll.'r-i~ lilat~d. 

Macin¡t' were done by platint: a 1 : 1 mhtun!I oí thc 
donur and rec1picn1 lilmim. on •s~r plaic• uí NYOB 
medium •lthout slycnol. and incubatms thc mi•lure nveT· 
nifht M )O"C; !he mi .. 1ure ••• llC'rially diluted and pla1ed 
on10 -~•i"e mcd1um. 

F.,,..,..tlon condltJona 
Bmch ícnnentalions werc carried out In• 2-L tank biorca..:-
1°" ..-ith • workins vnlume of 1 L. Thi• tank wa., fincd ""'ith 
1wo Ru•hlon turbmes. Tempcrll.lurc wa. .. kcpt at 29~C. pH 
was. controlled hctwccn 7.3 and 7.7. :and di•Mt1ved Oll)'f!cn 
tension cDOTI waa mam1aincd at 10~ with reapccl to •Ur 
aau.1t11t10f'I. Thc f'cnncn1a1iona wcrc conduci.ed al :?00 ur 
!MJO rpm fdcpendins on lhe o•yscn dicnulndl. OOT '"'ª" 
kept c:onst.:ml by an au1nmatlc control oprratcd ,..¡• • M.:acm· 
1~ compu1cr which manipulaacd thc oay¡:cn partial pre, ... 
~. inln• purc o•yscn iand pure nhrugen. Ffti-balch frr­
rnentai:lona wen: curial out undcr lhe a.ame condniuns. a• 
die bMch eul1um. and 20 mi ~ • IO>o: salt •ock solution 
of medmm AL 1. l.cklng cilric acid •nd caeo,. wa .. intcr· 
muteml)' !<tupplcmcn1cd after 12 h nf incuhaCIOfl. 

All f'enncn1auon1> werc innculated ""'Uh HIOml nf a cul· 
turc uf X. cam~!lltris IBTl41MpBPl~I crown º"emi1h1 un 
NYG8 tncdium withnut ¡;l)'cerol. and .. upp1emcn1cJ ""llh 
nfAmp1c1n and earhcnic1llm. Thc fenncn!Aliona ptt!'>Cmcd 
hcrc ..-ere done twicc and lhc rcsult• werc reproducible '"'ith 
a variahilily of ±5 ... 

Llpaae assay 
L1paw wa.; quanuficd h)' tilnlling thc bu1ync .cid rele.:a!'>Cd 
írum 1ribuiyrin o11 rlt H.5 and 5!'i*C wilh !'ioO mM NaOU. 
Lipaw .ic11 .. ·i1>· ""'"" calculatf'tl lrum th~· ro11c of al .. ali cun· 
.. umpiiun. <.t~rTcc1ed fnr lhe r.&tc tt•••:n by o1 bnilcd to.oimp!.: 
and c•prc .. ....-d ª" hrao;e un11' 1U. 1 un11 ;, dcftncd ª' thc 
rclcuc: or 1 µ.mol of111rahle rau,.· a.:1d min-•J. This me!hfild 
haa a variahnuy nf' arrroannatel)' :!'.~00 U. 

A quali1at1vc me1hod 10 meot .. urc lipoly1ic ..:tivuy ~•n 
plate. ...... dc"clopcd ""hn;h consii.tcd of a JJ-mM tnbu­
l)'rin emul~inn in !\.O mM Tri1rHCI huffcr pH R.!\. 'UP­
plemen1cd w1th the rH 1ndic111or m-ctcllOI pu'l"'c and -.ohdi· 
licd w11h 1-'~ apan....: "111.'hen lhe'oc platel" -ere incub.:11cd 
a1 37"'C. lipnlyuc oc:1ivi1y '"'ª" "'"'•ll1eJ toy Mio ronna1ion 
and rrom 1hc choan1c uf cnlor or lhc mcdium from purple 
lo yellow. 

-



- Nuclek: aod ptocedUres • 
DNA i:oola&ion aild clonina pr01.'edurc1. wcte canicJ gU.I W> 

ducribcd b)I S11mbroul.. *' al f27). Pl....md '1i.U•lir ... ion 
w115 done as desc:nhed h)" Rns.enhcrg ~tal 126). 

lsolatton of clones codlng for fhe allUfllne l1pase 
A senomlc libc'ary or P. ª"'""lfínosa IGBKJ w•s madc in 
~d pMMB22 111 diSHlcd wilh EroRI endonucleasc. 
P. -rvainosa IGB83 1ot.al <:elluhv DNA was parhally 
dlaealed wllh &oRI• and lig111ed. Thii; li¡ta1inn mlio.1ure wai. 
uansfonned ln10 E. .. -oll HBIOI. Cclh. contuimng 1hi1i gen· 
omic librar)' wcre ¡.rown on pla!.e"> of M9 nl<!'duun .,,¡th 2% 
(vol/vol) of atyccrul a!I. carhon sourc:c. pcolmc anJ lcucinc. 
and supplementcd with 33 mM trihu1yrin lllKl 1 mM lrrcl­
C&oncs whkh fonned a hulo artcr 2 wcek1. al room tcmpera­
eure WCf'C! coni;ldcrcd •• putative lipa....- clone ... Onr of dlr-.e. 
conuúnins, plium1id pBPI. \Ooas ucr.ed m th1" .. mdy. 

Ptum1d pBPI wu transfcrrcd lo P. u.•ruNitH•M• 
PA.02003 11Sin¡ plHmid pJU3JI for ils mohiliz:;¡titm, a c;c>1n· 
1earate was fonned hcho.ccn 1111:~ two r1 ... nmh "'h1ch ... 
called pl111s.mid pBP13 anJ "'hich was funheT ch&ruc1crizcd 
in thi• work. -Constructlon of plasm1d pBP13 and ,,.nsfer to )C. 
campestris IBT148 
Pla .. mid pBP13 .,. a comtcr;ra1c betwcei1 the hroad huM 
rangc plas.mid pJPJJI and thc rcc .. -.mhinant pl,.r.111id pBPI 
which cx~s the alk.Plinc Upa...e undcr 1he 1uc pmmuu:r 
uf thc "CCIOI" rMP.18:.!2 IFiaun: 1 ). In thc P. u,.n._i:imu<1 
and X. c:urnpes1ru. ¡;cnctic t..ct.grnund,. pPP 13 p\ahlllld .... ª" 
mainhdncJ wllhnu1 J1 .. ,;.oci111in~ 1mo mo componcn1 ... i.1no;c 
in gel clcc1n-.phu1c .. u. 1hc band """•lh thc capcclcd "'"'e ot 
plus.mid pBPI is not 11ppan:nt <Fitturc 1 J. 

P. arn.gimua r.tnun PAO;?CKHlpBPl31 ha.!!. a lipu .. c 
111c1ivit) of 1 IOO:t :ou L"" mi' "'hc11 mth1ccJ '""llh Ur"fG. hu1 
has no ucti .. ·ily lf nut mduccd CT::ihlc 2). S1rain PAO:?lKI.' 
d1d not prcM:nl hrnl)·lu; •Clh•t~. undcT OUT c•rcnn.rnrnl 
<.-Olld>tion!I. (Tublc : l. 

Plas.mh.I pBPl3 wa,. 1run,.fcrTCJ by C<MIJU¡,¡,.11un tu )i; 

camf>"slrü cithcT from E. n•li HR 101 nT from /'. urr .. 1ll· 
ruHl.I PA0:?003. Carbcmc1ll1n•TC"l"tan1 clnnc!' \lrl'ere "Clet.:tcd 
....... lhO'>C which rrc...,.nt hp;•lyllc acll\"llY in 1hc rn:-...,.n .. ·c 
of IPTG wcrc -.clL-clcd A .. "hu"'n 111 Tahlc :? ... 1n11n 
1BTl..StltpBPl3J c .. h1h1tcd 11 hpu-.c ...Cli\IU)' u .. h1ah .... lh;u 
of /• . .rrru¡ri"""'' PAO:?ll03lpBP13J undcT lhc -.ame ..:ul· 
tun:- c;onditionii. 

Sla01/1ly ot plasm1cl pBP13 ancl conclmons lor 
1nocutum producr1on 
In ordcT tn Jc1cnn1nc thc 'tahillt~ uf pl11sm1d rilPI 3 m /•. 
uC'MHl"""u PAO:?Ull.,. thlii Mnun "'ª" ~ruwn fnr :irpru'•· 
muh:ly 25 acncrat1on ... on LB n1cJ1un1 wuhnut M:lccu•c 
pr"C''urc ror lhc pla.,rnaJ. All 1hc culunic .. rc1:11ncd lhc r1 ..... 
rnid curbcmcilhn , .. ..,i .. 1uncc 11l1cr 1hc ..ubo:uhurm¡:. V.'hcn 
lipoly1i" acu•·it) "'"., n1c .... u1cd through halo runm1unn ol 
thc colo1m:,. on f'"AM plu .. uh"c mi. unly 2'l$- .. r 11>1: bacteria 
lor.tlir--.eact1v11). 

h1 X. com¡w'Hll• IRTl.lHlpRPl3J ¡¡ Mm1lar .. 1uh1li1y "'ª., 
founJ alUI IOlrlf- ul thc c••ln111 ..... 1c .. 1cd rctamcJ carhc:nicilhn 
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.-...,.,,., 1.0Sdorrna1oc , .. ,.,.,..,n, .. ,,.,., "' r•••mMI rHl'I '"' 1'1 .. •moJ 
.,..,,_,,,..,._...,,.., J'<'>llk. ¡.....,. ""'"''"'-i .... 1111 •• '"' ltll 1111• 1•'1'\tll~~I . 
•!1r. ,..,, 11u11111r111.•111. ,,,, ..... , .......... , '"'º~•••'•i•Hl'l •1 ... ,,.. 
.... ~ '"""'""''"' 11111411ll'111•1•1 ,,,,, ""'' ................. ~ ......... , ...... ..i. 
~.~'.:::~,~~ ...... pllt111 ... .J ...... .,.,,, ........... ,..., ~h ............. ..,. ........ .. 

u: .. 1 .. 1ancc c ... cn al1cr -.C•cn .. uht:ulluro:" 1,.prro .. 1111a1.·1~ ~11 
~ .. ·nc-r:itiun") "'ilhnul ....,.k.:11•.., p<c .... urc. 11,, .... .,.,o:r •n •••n 
1ra•I wuh thc re>ou11 .. ut<1a11.-•<I ""h l'AO.:!U1.l3trHl'l.l1. tho: 
.. 1ah1h1y ul lipu-.c proJu.:unn ....... "Cf)' 1 ....... fF1~urc 21. fhc 
l11••l)Uc ac1¡.,¡1y uffouT IHTl~MrlJPl311mkpcndcn1 1rn11 ... 
o:u11Jugani.. uwu <>h11111.c:J l1on1 lite Cfl.1.... ...uh 
llHIUHrlU1 IJI ¡¡nJ , ..... ., u .. 111~ .. 1ra1n PAO;!:lJlJ\1pHl'131 ª" 
,1 .. nur 111 1n11tin¡;.1 ..... , .. '"''""l'l••wl~ lu .. 1 aho:r arl"""'11na1o:b 
:'11 i;cncrnt1 .. ,n., un !':YGU om:Jium .. upplc111cntc•l .... 1th ti :•,o 
~hlC"•...C ;and .2 n1~t ll'"l(i IO•cn .aftcr .. , .... uh<.;ultun: .. 
1.irr1uairn .. 1cly ..au ~c111:"ru11un .. 1. nonc uf 1hc 3U culrn11c" 
h: .. 1•·•l den"-cJ fn.•111 nnc ni lho: .:lunc~ rnenuuno:ol uhn\c pn!"· 
...:nl••J ;1 halu of hpul)l1c a•·ll\11~ 



~---,,_,_,,._ ...... 
l.ur.oc:cll11IM hp<•l~Uc _.,,..,~ ul d11fcttnl ..,,,.,., • ., ........ on m1n1n..I n..,d1u•n• 

,. .. ~,... .......... 
IGftM_I 
IGllli• 
PAO::t .. , 
PAO::!UOJ 
PAOZOO)(pHri:>+ 
PAOZllO.llpBPl)I 

X. ,·;;r:~"" 
lttTl•ll1pBPll1 
IBTl•IMpHPl\1 

'~í 1 

r=~.~ ~· : o : a " 
.=. !Je>::¡ .. 
º~ .. - 2a """: 

• ..,,....z ln•i.t>.111) <>I h""''"' 1'11..Jucuun '" .\ ,.,.,, ... ,,,., 
IHTl,./lf;pllPl:>t D1lf<""•<""n1 ~~mho•I• •~r<"<"""""' 11><"" hro•l~h<" ..CU••" "dut> 
11.,.,to,. .. o11..-. .. n1 ... t...""-""r1h1•"•~•nd•mn¡:"""-"l"""'" 

In ••nJer 10 cm::um•c-nl lhe m,1,1h1h1)• ol l1f"l.-.C rruJuclu•n 
h) ,,r .. 1n IDTl-'IOpRPl.;\1. lhc.' im1<;ulun1 l1•r ... ll thc 1 .. •1mcn· 
1 .. u .. n~ rrc....:-111<.'d m lho .. ..,.,, ... ..,_.,.Jun.: "'llh toc.'Co::Jul;o. hn­
liilc.'d 1run~onJui;•nt,. ..... n, .. ·h t1.1J Hrolyuc u.:t>'h;o.. ,,mJ m 
no .;.;a...:o- "'<.'~ b.ictcri.;a u..,...d lho1t 11 .. d boc.'cn ..,uh<;ullurrd more 
lhun lhr..-.... lime.' .. t.appro1<.nn.a1c:l;o. :?U ~<.'R<.'"n11inn,1. 

lnftuenCB of medium compos111on on l1pase 
product1on 
L1p¡o .. ., rroJu..:•1•11y or .. 1roi111 IHTl-'M1rBPI '• "'ª .. h•~her 
nn ALI mcd1um. lh.rn 1•n AL:?. mcJ1um 1d .. ld 11<'1 ,.¡"'"'"' 
Th._. .,u-.,...:1 .,, 01hcr '"n .. t-1,., ""' .1n .. 1~,··d '"'"'"¡; ,\LI 
1neJ1un1. "'""" fl ¡; .. •.:- lhC t>o.••t r.:~u11 ... '"hen IPfG e"""''"· 
tr.:r11nn ""'"" in..:rc .. -.ed 10 5 mM • .;a doc.'.:r.:.oi-.e m t•olh ¡;n•..,lh 
rulo<.' oinJ linul t<1nn1.a"'' ..:on'"cnlr.rl1011 o!" lhc.'" "'r"'" 
UIT14HtrBPl.\1 "ª' f.-.um.J 1J .. 1" no1 -..hu ... n1. t>u1 .. mul.1r 
hp¡o-.c rn>du.1ion ........ .an .. mcJ 1fcnnerum1t•n .. 1 ..... 1 ::. 
Tutti.: .l1 

Lipase productlOl1 on fed-batc:h cultures 
In • ..-Jc:r IU 1ncn:u..,.... lhe biomu .. , cunecmra1ion ol' 1he fc:r· 
mcn1 .. 1iun•. ::oml ora llh: ..;rh ,,,..._. .. ~1u11on uf ,.,,...,t1um. 
1 ..... ·L1nl! c11r1.· ...:id :anJ Cuco ......... ilddoc."J .:'e'"> :? h ;ol1cr 

'""""'' !11.':'"::1 ........ ...., ...... ....., ,. ...... _ 
! ..... ,,;. 

"' .... ,: I~" 

'" 1'.I) 
1, .. ,,,.,,.., 

:-.ll> 

'" l~ltl:::!IU 

1:: h of culturr. Th1s .w;hc:rnc uf .. .,11 uJduion "ª" ,....,l,.h· 
h'hcd ..,;ncc: noc."ilhet !'>ucro•<.' .. ,uiluh1lll)· "'hn;h "'""' h1¡;h "' 
1hc end nf1h .... ,c Íoc."nncnt:aunn ... nor J¡,,.,,,,.,...d u>;y¡:cn. "'h1,·h 
WU!'o mainluincd al 10'1, ....... ,..... lnnmng fur lho:: }l.ro..,th "' 
Mr.:im 18Tl4MtpBPl31 ld.itu n<>I 1oho..,n1 Th1" ícd·Nlch 1..-r-
1no::n1m1on tc.',.Uhc.'"d 111 11 murl..cd in..:n:.a-.c in t<1omu,.,. Clln .. ·c11-
1ru11un and .. ucro-.e ..:un,u1nr11on cF1pure 31. t.:mtcr 1h1"' t.:r· 
mL·n1 .. 1+nn ,·<>ndllion. IPTG .., .... o1d<lcd ólllter 3K h ol .:ul1ur..· 
.. nd hf'J....._. f'!•>ductu1n '"'" tnlh•..,cd 101 1:?. '1dd1unn"I h<'u1 .. 
\\"e fuunJ oi much h1¡!hcr hp .. -.e rrndu..:11un "llh 1111 ...... ,:h.:111,• 
••Í 111Ju..:11u11 under lcd·h .. 1ch cnnd111•>n' "nce .... ._. nh1 .. ,.,,.,1 
l.':1111 U mi·' 11,...nnen1a1ion ."\1 . .:omp .. roc.'d u11h th•• 
.l .. 1111 V rnl 'uh1.imcd un tc:nncn1.11 .. ,n .. 1 .in,!.:: tT'lhk .~• 

In unJ..-r 1n in•·rcu._... hp .. ,.c rru • .Ju •. '.11• 11~. hr ""·rc.1-.111~ 
hu•mu,,. ;o.1<.'ld oinJ um .. • uf hr.r,.,... pruJu<"lu•n . .i lcJ-h .. 1..:h 
íenn.,nrnuun .. 1m1l¡rr 1u 1ho11 ..ic .... :nt>c>J oilxnc "'"' Jonc. t-ut 
u1 f>fl h nr p:rowth i.ucro..., "'ª" \uprlc.""m<."nlcd. und al -'h h 
oí .. ·uh .. a11nn. ::?. m!l.t IPTG """ ... 1Jed. Th1,. lc:n11oc."n1.•11nn 
rc .. ulicd 1n .1 , .... ry ho~h l1r""'e ... 11•1t) .inJ rn,.h14·1,,,:~. 
,.,.;a.,;hm!! l'HIUO t: mt·• t>f ..:uilur... 1f'1p:urc 3 and Tat<I..- .~I 

lnfluence ol Kanthan gum concentrat1on on 11pase 
thermo--stab1l1ty 
Wc de1c:n1une.J 1hc hpol~u .. • u<.·11v11:- ren1.11nin!! o10oc."r .:?O 111111 
m ~~-r .,r u/• '""r"R''""d IGRN"l .... rc:m1uan1 mo::J1un1 111 
lh., pre...:n1:c: uf J1ff"'r"'n1 '-<mlh.in ¡:um con.:.,nlloil"'"'" 
IF1,.-un: 41. X.rmhml ~Ulll ~l.it<olin•J hpoiM: lllCll\11~ A -.11111· 
br ,_..,pcr11nc:n1 .... , .. ..: .. n1cd nul "'ith 1hc ;1li...rlinc llf"l..._. pr••· 
dUL"c.'J h.• 'lru111 llJTl-'MlpBPl3l. "herc lhc.' lime nf l••l.11 
1n .... 1 .... 1um "' :r;:r;~c .. r 11 .... lir-• .... • ".1 .. rnc""'"''"'d .... oi 1unc· 
11nn nf th.: •.m1h .. 11 ¡?Um .... .,.: .. •nllalh>ll. Th,.. 1n .. ·rea....-J hr ...... • 
•l .. h1f11;o. 10 lhe f'n.•....-n ... ._.,,, 111.1 .... .-.,111~ ... _.mh.in Jc!Unl •""ll'"•"rl· 
......... " "ª .. u1 .... ·•Jlf'Jl•'nl ,, ......... 1 

"',... n:ron •h•· .:un ... uu,·11 .. n uf a r.:..:•1111h1n.rn1 p1 .... n1id "'h1..:h 
,....., .... ,.,, .. ..._ ... lh<.• .ili...ohnc .,,.,, .. ., rrnn1 1•. u1·r,,_o,:11•""' IGBS.l 

• ~~~:-; i~ 1~11~~:~·~~ ~~,!!1.:,..::;·~n':in;~;!~~d !';~\:.1~.: .. ~:',~'::•;~.~'. 
f>la ... 111d rHPI .l "'°'"" ..,lahl~ rcphca1 ... J btnh in P. ~, .. ,.,._i:i· 

"'"'' PAO::?UO,l .. nd in .\'. , . .,,,,,,.._un• ISTl4K. bul lho: lipn-
1)1"' ao..·1 .. 11y lLhoch 11 c.""n..-.>J<!.., ,,. •cr;o. un .. 1ablc in 1he X. 

-
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~o •• "" •·-: "' ¿ ";,/ o ~ ,.......J LlJ'IO"' pnod...,llun ,_a fftl·l>.ol•h , . .,.,.,,.,. '"' ....,J1uon ALI 
C•l~n ... ...., numhtt .1 """-• onJ .. •<<' ,..,... .a.SJU- 4'f .:Oml ...,1, 
_ .. k> lhor °"'Hure '11w .a..kl•I...., of :! ln'l.t ll'TG >• .nWc-1h<•ld .,,..,,. 1 
lbl""""'""•''°" ........... ,.& • ..._,,,,...,,, .... ....,,.... •• 1n l•lf>ul IPTG '"ª' 
......, .. .ol6h11>u¡J_,...,,.,.- .. t.llh~l"'l"I a IO'l ...iu1ton"f"""'n,... 
••..sded• ....... , S)mt.>l•cO<TC''P-i ... t>o'"""HIOJ . .....,m.e•~·­
·~ac.-ll•llYl.&l 

C'd...,.r.stri.s IBTl-18 IC'r>C'liC t>licll!.""·md. arn.I .. r:ahlc- in P. 
ª'"'lf"'º"ª PA0:.?00). Th.: dolfc10:1>L.,. in .. 1 .. hdny rmHhl h..· 
due 10 lhe rac:1 1ha1 .. 1ram PAO~lllJ\ '"a,.,,.,. mut.eru (::?HJ. 
whilc •ln1in IBTl-lff ,., rrnlicicm in ho111uloJ!ou!> 1!""""'11.,· 
rc.:-ombinauon 1 Ull Wc h."" u.•.:c:n1ly 1•ol.11C'd a •r•"A 
mulant dcn,ed from \". c-um¡•rH••• IHTl-&K 117J ... nd "e 
ar-= cunenll)' e'aluatm~ lhe .. 1ah1l11~ uf 1he l1pol)1ic a<:ll,U) 
cncu6ed hy pllu.m1d pHPI J 1n u 

Under thc cnnd1t1<Ul" .. 1uJ1cJ. 1he tc.:urnhinant J1p.1.-.c.o ""'" 
more cfficicrnl) c.,prrs.-.cd hy ""'ª"1 IPT14Mlp8Pl31if1hc 
1nr promn1cr ""''"" induccd .111 1he t.ue lo¡?" pha..e of J!"''" 1h. 
lhi11o rc .. u11 i~ in accunbn...•c "1lh 1hc produclmn of hclcr.•1-
usous. pro1c1ns. by nlhcr rc.:omhman1 h;iiclerra .. uch o:i' F. 
coli l3b •• 't7J. Thc ll'TG .... m:cn1r-.. 111m U"'Cd in 1h1" wuri.. "ª" 
cw.bh.,hcd Ol'I thc ha~1i. of lhc rc-.uh' reponed by B.i~tJ .. ,. 
.-ian rt uf ( I J. t'or lhc c'pn: .... i•m 111 PsruJ1-111t1ll ru111f<1 
af azi:nc" dorw:d in ptu .. rmd pMMU.!:?.. thcy ruu1inC'I) u...:d 

f 

' 
••••-4 t·O~.I "' •antto.an '""' •• ~._,.,.,.,,. •• ., ••n ""' .1,.l'tlln) •>I 1hr 
.. 1t.a1.-11pa..-,.....tu..·r<1t>)P .... .., ......... l(,H~• T""r<'••eno,..,.. .. ri.p .. 
l)"UC _.,.,,) •cma•n•n• .,, .... ~º"'"""''"""NI""' .. ,'~"("",.- ... 
l••n •~'~":e 1~0 U mi·• 1111 ......... .,,,,, rn<" '" ,.,..,....,,,,,..,, 

T-4 ''""~' ul ·~.,,....._,, ""'" ''""'"'r"'""' ,.., 11>o: •1.oh•hl> '" t111.· 
,.,co-nan• al ..... h.,.. lop.a....- """'""•" 1 '" ,,,.,.,n IKTl.l"·r>ÜPI h 

'"'""-'"'"' ,,L '1 ..................... .._ ........ ,., 
"' ~~ (' •n111,. 

""' 1.1: .... 
<"l,..,lo<nc""l ln.ac11~ ... ...., ..... C•>n-od<t•'•I "• lhrl•"hln<' >&hrn S..011 ,.,,, 
...,.._ M>d rtt ,..,,...,.,.. .. un..11 .. ,...i "" ~ ... 1.t"w""'I '"'""""• 

.a .., .......... -n1r.n1nn uf!'> n1:'-I IPl"f;. hui 1ho:n fo:po•ncJ lc•d ••I 
¡;..-ne ._.,l'"···~lllll ...... .., the •JlllL" "1111 ,, u>rlCL"IUrall<>ll "' 
:?. 1nM ¡p·J G In/'. 11.-r"K"'""' l'AU.!OU_l Jnd .\- ··~1n1¡>ru.-,. 

18Tl4X "''"' luunJ J J!•>OJ lc ... cl "' hpo1....- "'"J1'f"C''"'º" "'1th 
IPTG .u u ... uno:o:nlr.lloon ni 1 n1!'1.t Jnd '.!: n1!ool. rc•pc.:11\c/) 
.-'\1 !'> rn~t. ll'TG J..-~·n:-a..._-d lhC' ~ru..,,th IJIL" of X. ~um¡>r•tH•. 



Tiiie clTccl on lipa"C e•pres .. lun of h:u•,cr IP'TO com:cn· 
uariona .. ·as nut dctcnnincd. 

Upase 11Cdvi1y re.c'-1 • maJ1imum whcn sir.tin 
IBTl41UpRPl3> ... ,,, grown un mediunt Al~ 1md thcn 11 
declined (lb1a not •hownJ. This decline U\ hpa..c •C'll'•ll} 
.ugcsu thal 1hc cnl"ymc is inacdv:ucd aflcr i1s ~crehon. 
Tbc prcacnce of proi:eases in X. '""'fU'Slris hwo bcen 
reponed (7). and thc d1fferen1 s1abilit)· or dM! Upas.e on 
mcdJum ALI 11nd AL.2 mighl be due to diffcrences 1n pro­
'- c•pres .. ion on 1~9.C. cullurc _m.edia. An 1mpunoam 
mdvaniase or AL 1 nled1um 1s 1tui1 il 1s suuahle fot thc prn­
duction of hpue and Olhcr cni:ymc-•, sin.: e bcmg chemu:all) 
defined. il doca not lihow -.ny problcm .. in Juwnstn.'am 
operatlons. 

Xan1h11n gum !>labiliU"i lhc P. """'8""'s" IGRMJ ulka· 
line lip.uc. 'llu'lo "1;ihilii:1ng cffec1 was apparC'nl v.hc1hcr 1hc 
lipiüC wa10 produced hy stniin 10883 or. as 11n hetcru\osuu., 
protein. hy X. <"<ll"f'<'Mris. In lh1s respccl X . .-am¡• ... uris pre· 
loef\111 advanta~c" tu be u..:d as host for \hC' c"'pres,.mn uf 
hclcroloMOU• pru1c1n .. : il ¡,. ablc 10 o;c<;1c1c al lc::is1 "ºTilC' 
Jl"OU"1ns whkh oare <,ecre1cd by Gram·nci!"U'e h.tctcri::i .tnd 
can produce .. amhan gum "'hich ª""' ª" a p1u1em·,1;¡ih1h1· 
ina •sent. Our re-,.ulls mdicaie 11ta1 X. <"""'P""'" ha,. pn1cm· 
1ial ._,.a ho~t for the 11n\Ju<;lio11 of re.:omhmanl C'"tn>eellular 
protcms 13:::1 

Thc .,tah1h1>· nr 1he all•aline hpa..e un.ter 1he .1 .. ....a) """" 
d111on .. "'ª" mu.:h hoJ!hL•r when produc.,J h~ I'. ,,..,.,C,."'"' 
IGBK3 lh.tn v.hen "'P1C""ed h> X , ,.,.,,,,.,,,,. 
IBTl4MlpUPl.\I IFt¡?ure 4 and 'T.tble 41. \·\!e:- """' f'IL"· 

viou .. ly reponed 111111 !he hp11,;e half \ife .ti S!'i~c "hcn pro· 
duccd by '1r::i111 IGOMJ ,., 1;\ nnn !:?:?l. anJ v.C' IC'f'<~n lwre 
that when produ.:cd hy X. cum¡•.csirn. alter 1.: .... lh.tn M mm 
1n 1hc .. ame 1emrcratun:. lipu..e .,.,_.,.. CL~mplctcl) ma.:tl'OltL·d 
(Table 41. Ps. .. udommous hpa.c" ha'VC bccn reponed 10 tunn 
"\'ery 11s.h1 a¡;,~rel!alcs v.·nh lipopoly.-ech.tndc". 1md 11 ha .. 
al"o hccn reponed 1h.it lhc cn,yrnc is much n1<•rc 1.1h1lc 
v.hen 1h1., pul> mcr 1• rcmo,ed l 15.31 J TI1e •.hlfcr.,n1 "1.th· 
iluy of thc 1111..;ihne hpa...c when pnxluc-cd by 1h.-.. c '"'"" J1f­
fcren1 h.i .. ·1cn,¡ m13h1 he rela1cd 10 d1Hcren1 1n1er::i.:11n11 <>1 
thc en.,> me "'-Uh \he J!'cr..c hpopol>·sac .. h.tnJe .. "'-htch 1he~ 
produc-ed. Anothcr f10"o"'hillly IS th.tl lhc J1ffe1"'m .. 1;ih1h1~ 
is• rencc1ion of J1fíere-nc-c• in the procc .... mg uf \h"' en"'~ me 
durin¡t 1he ..ccrcuon proce., ... 

Thc mampul.iunn oC thc cullure cnnd111on" of recomh1· 
nan1 ba~cna ,;:;m ha"'c a '"'"f"Y 1mpon11n1 efle.:\ un 1he ~ icld,. 
of R.'Comb1mm1 pro1ei11s 110.1 ::?.37). In the- ., .... e nf 1hc 
hp¡u.c" from p ... ,,.¡,..,.,.,,.,1>. the op11m1.1:a11on nf lhe tcrn1en· 
talion cnndumn~ ha<1 bccn reponed unly lur hf"''C rr••· 
duc11on hy lhc n.tll'C' Psrudomn•1<n o,1r.t1n l lh.-'-'1 Th1" , .. 
lhc rlr..1 repon "" 1hc man1pul .. uon nf <.:ut1un: .. ·onJu ... n .. 
fur incre.i~J proJuc-1ion of a R.'<.:omb1n .. 111 l'u:"d'""'"'"' 
lipase; a hi¡:h mcre-.. ..e uf llpaJ.c p«>duc11,11y .,.,..,., ach1Lºh'd 
by mampulall("ln uf 1he fenncn1:111on c-nnJmon.. ni 1he 
R.'Comb111 .. n1 .. 1r.im IOT148(p8Pl31. 
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