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RESUMEN.

Las lipasas son enzimas que pertenecen al género no especifico de
las carboxil-éster-hidrolasas y catalizan la hidrélisis de grasas para
producir acidos grasos libres y glicerol.

La lipasa que reportamos aqui, es excretada al medio por
Pseudomonas aeruginosa (IGB-83) (microorganismo patogeno oportunista
para el hombre), cuando se cultiva en medio minimo FAM con aceite de
oliva como fuente de carbono.

En este trabajo nos propusimos determinar el efecto en la actividad
lipolitica de los componentes presentes en detergentes, asi como el efecto
del pH y temperatura con el fin de determinar si reune las caracteristicas
necesarias para ser utilizada en la elaboracion de detergentes.

Cuando analizamos el sobrenadante del cultivo de Pseudomonas
aeruginosa (PAO-RO) por electroforesis PAGE-SDS encontramos cantidades
significativas det lipopolisacarido (LPS), el cual parece estar firmemente
unido a la lipasa formando un complejo enzima-LPS, lo que explica ol
elevado peso molecular aparente de ta enzima.

Més tarde, con la intenciébn de fraccionar y caracterizar la lipasa,
decidimos pasar el sobrenadante del cultivo por una columna de filtracién
en gel con Sepharosa 4B-CL, donde la actividad lipolitica se separé en dos
picos, uno de ellos tuvo una actividad especifica elevada y, por lo tanto,
decidimos trabajar con el conjunto de fracciones que conforman este pico
que al analizarlo a través de un gel de poliacrilamida al 7.5% en
condiciones no reductoras se observaron dus bandas de protemna con un
peso molecular estimado de 65 kDa y 39 kDa respectivamentn. Asimismo,

este mismo pico bajo las mismas condiciones de electioforesis pero con



R-mercaptoetanol se observaron nuevamente dos bandas de proteina cuyo
peso molecular estimado fue de 54 kDa para una y de 30 kDa para la otra
con un punto isoeléctrico (pl) de 6.1 y 5.7 respectivamente. El pH éptimo
para tributirina (sustrato insoluble) fue de 8.5 y un 6ptimo de 6.5 con para-
nitrofenilpalmitato (p-NPP, sustrato soluble), la temperatura éptima
registrada fue de 55°C. Con respecto a las caracteristicas cinéticas (Km y
Vméax) determinadas con p-NPP para la enzima purificada, se obtuvd una
Km de 10.3 mM y una Vmax de 0.33 U/min-1. Finalmente, se estudio el
efecto de los componentes de los detergentes en la actividad lipolitica.

Por otra parte, se obtuvieron anticuerpos policlonales anti-lipasa,
para su posterior uso en el laboratorio en cuanto al reconocimiento y
purificacion de la lipasa expresada en otro microorganismo que no tuviera
la caracteristica de patbgeno oportunista como Ia cepa original, pensando
en Xanthomonas campestris como el microorganismo a transformar. Tales
anticuerpos anti-lipasa se caracterizaron mediante técnicas de
inmunodifusién, inmunoelectrotransferencia o "western blot" e
inmunoprecipitacion de la enzima.

Por ultimo, se determin6 que la enzima lipasa reune las
caracteristicas necesarias que ofrecen una opcidn atractiva para que dicha
enzima pueda ser considerada en la elaboracién de detergentes. Siendo
estas caracteristicas:

a) Activa a pH's alcalinos.

b) Termorresistente.

c) Estable a la presencia de proteasas.

d) Estable a la vida de anaquel del detergente.



INTRODUCCION.

“Plantear cualquier pregunta sobre el desarrollo futuro de una
tecnologia de punta, a nivel internacional, representa un reto intelectual y
metodolbgico. Cuando este cuestionamiento se da en un pais con las
caracteristicas de México, las preguntas aumentan debido a que existen
pocos estudios de caracter prospectivo, y en el casoc de la biotecnologia
son so6lo unos cuantos (47)".

"Desde hace algunos afios se ha venido evaluando en diferentes esferas
y con diversas Opticas el potencial de la tecnologia biolégica, pero soélo
recientemente se ha intentado establecer un programa de actividades que
de manera integral apoye el desarrollo de productos y procesos
biotecnologicos en el pais (47)".

El 4rea de la biotecnologia ha sido considerada, en afios recientes,
como una de las opciones mas atractivas y de mayor potencial en la
solucion de los problemas de alimentacion, salud, energia y contaminacion
cuya complejidad y magnitud crecen dia con dia.

Asi, el término biotecnologia es ambivalente y se confunde con
sinbnimos tales como ingenieria biogquimica, tecnologia microbiana o
tecnologia de fermentacion; pero el significado mas aceptado es que
consiste en el procesamiento industrial de materiales por
microorganismos y otros agentes biolégicos para proveer productos y
servicios deseables. Por tratarse de una area multidisciplinaria se
relacionan conocimientos propios de la biologia, especificamente los de
microbiologia, bioquimica, biologia molecular e ingenieria bioquimica,
con procedimientos industriales.

Para algunos autores la biotecnologia se inicia con la modificacion
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genética y, por ende, metabolica de células procariontes y eucariontes,
para la obtencidn de nuevos compuestos. En este caso, la histora de la
biotecnologia se remonta al inicio de la bivlogia molecular. Para otros, la
biotecnologia aparece con las diversas metodotogias de transformacion
gque han usado las civilizaciones desde ¢l inicic de la historia hasta
nuestros dias, alcanzandose la transformacion genética de algunos
micioorganismos. De tal manera que, sin importar el enfoque del que se
parta para hacer una historia de la biotecnologia, no debemos gnotat fos

mleresantes acontecimientos que surgieron a partir de la comynension de
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tas fermentaciones, la bioquimica y la biologia molecuiar.

Desde una perspectiva historica, ios quimicos organicos dedicaban sus
esfuerzos al estudio de los catalizadores biologicos o "fermentos' como se
les llamaba entonces. J. Berzalius introdujo la idea de catalisis en la
fisiologia hacia 1930. (9). En 1877, Kuhne acufid el término enzima cuyo
aislamiento durante todo el siglo XIX fue basico para el desarrollo de la
bioquimica. En 1897 E. Buchner aisl® la zimasa: un grupo de enzimas que
llevaban a cabo la fermentacion alcohélica; sélo 4 afios antes, Ostwald
habfa demostrado que las enzimas son catalizadores y E. Fischer en 1894
demostro su especificidad por el sustrato. En 1913 Michaelis y Menten
desarrollaron la teoria cinética enzimitica, (9).

Como hemos visto, la biotecnhologia ha evolucionado y se ha
diversificado de tal manera que ahora s¢ utiliza en varias areas de la
preduccién y la transformacion. También ha cambiado el enfoque sobre ios
alcances de la biologia y hay quienes piensan que la biotecnologia marcara
el auge tecnologico de finales del sigic XX. mientras otros la ven como una
herramienta mas para transformar y aumentar el rendimiento de los
microorganismos y los cultivos celulares eucariontes.

Estos enfoques son algunos de los mas sobresalientes que se pueden
mencionar; pero, ¢a donde ha llegado realmente la biotecnologia?, ;jcuanto
se ha extendido?, ;qué bicindustrias existen?, jqué se tiene proyectado?.

El desarrollo de la bhiotecnologia moderna que se dio en los 60's,
impulsé el nacimiento de nuevas bicindustrias y la expansion de otras
existentes, para los afios 70's (12). Ademas para mediados de los 80's se
habian establecido alrededor de 200 bioindustrias y en el inicio de los 90's

hay mas de 1100 empresas de biotecnhologia en Estados Unmidos.



La via principal de comercializacion de los procesos y productos
biotecnolégicos han sido los grandes emporios industriales capaces de
financiar los proyectos y la infraestructura necesaria para cada caso (12).

Es indudable que el desarrollo de la biotecnologia moderna se da
principalmente en el extranjero y por ello, un factor que afectara
definitivamente los avances nacionales serd la velocidad con que se vayan
generando los nuevos productos y procesos biotecnolégicos. Por esta
razon, actualmente el interés industrial se encuentra en aquellos
microorganismos y enzimas que puedan funcionar a temperaturas
relativamente elevadas, microorganismos terméfilos que producen
enzimas termoestables. Sin embargo, estos microorganismos no siempre
producen enzimas de este tipo y, a su vez, la fuente de las enzimas
termoestables no siempre se encuentra en microorganismos termofilos ya
que muchos meséfilos son capaces también de producir enzimas estables a

temperaturas hasta de 800C por ejemplo, las enzimas NOVO-amilasas. (1).

ENZIMAS [INDUSTRIALES

Las enzimas tienen un amplio mercado y uso diversificado en
diferentes areas industriales. Destacan por su importancia las
aplicaciones en las industrias de alimentos, quimico-farmacéutica y
quimica.

Analizando fas enzimas por uso industrial {Tabla 1), se encuentra que
las enzimas que mas se consumen a nivel mundial son las proteasas (59%),
y de ellas el 25% corresponden a las proteasas alcalinas usadas en
detergentes (19). Por lo tanto, su aplicacion a escala industrial es
resultado de la posihilidad de producir enzimas en gran volumen, las

cuales han sido en gran medida de tipo hidrolasas extracelulares,
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TABLA 1

DISTRIBUCION DE ENZIMAS DE INTERES INDUSTRIAL

Grupo Enzima o area de aplicacion 9% def Mercado Total %
Proteasas Alcalinas (detergentes) 25
Alcalinas 6
Neutras 12 59
Acidas 3
Renina 10
Tripsina 3
Carbohidrasas R-amilasa 13
a-amilasa 5
Cefulasa y lactasa 1 28
Isomerasas 6
Pectinasas 3
Lipasas Lipasa 3 3

Area analitica
Otras Area farmacéutica 10 10

Otras

Tomado de Godfrey, T., 1983 (19).



utilizadas por las células para degradar el sustrato a compuestos
asimilables de menor complejidad (4).

ENZIMAS USADAS EN DETERGENTES

El uso de enzimas en detergentes para remover restos de proteinas
depositados en ropa se inicid en 1913 en Alemania, cuando O. Rihm
adiciond por primera vez pancreatina a formulaciones de detergentes (2),
pero fue hasta los afios 60's cuando con el aislamiento de una proteasa
alcalina termoestable de Bacillus se inicid una rapida y permanente
penetracién al mercado de los detergentes biologicos. (62).

Las proteasas alcalinas utilizadas en detergentes estin bien
caracterizadas (Tabla 2) y las propiedades principales son:

- Deben operar a pH's altos (7.0-10.5),

- Estables a temperaturas elevadas (30-70eC),

- Estables en presencia de secuestradores y agentes oxidantes,

- [Estables durante la vida de anaquel del detergente.

Los rangos de estas propiedades varian segin el uso y la formulacion
del detergente, pero determinan en gran medida los limites y
caracteristicas de cualquier otra enzima que se deseé usar en detergentes.

Por consiguiente, se ha descrito el aislamiento de algunas bacterias
que presentan lipasas que pudieran utilizarse en la produccidon de
detergentes, pero ain no han sido producidas a nivel industrial. Algunas de
las especies hacterianas productoras de lipasas que pueden ser usadas en
la elaboracién de detergentes pertenecen al género de las Pseudomonas,
qgue incluyen a las bacterias Gram negativas de forma bacilar, aerobios

estrictos y maoviles, habitantes normales del suelo y agua. (26), (29).



CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS LIPASAS.
Aunque la produccion de lipasas (Glicerol éster hidrolasas EC 3.1.1.3)
representa un pequefio porcentaje, ésta ha ido incrementandose gracias al

TABLA 2

CARACTERISTICAS DE LAS PROTEASAS ALCALINAS EN DETERGENTES.

uso pH CONC. PROTEASA
Prelavado 8.0-9.55 0.5-1.0%
Detergente liquido 7.0-9.5 0.4-0.8%
Detergente uso pesado 9.5-10.5 0.4-0.8%

Intervalo de temperatura: 30-70 oC.

interés creciente que se ha mostrado en el desarrollo de nuevas
aplicaciones, dando como resultado la existencia de lipasas purificadas en
forma de polvo (50), asi como su inmobilizacidn en soportes hidrofébicos o
hidrofilicos (43) o su microencapsulamiento en polimeros sintéticos (50).

Las lipasas son enzimas capaces de catalizar la hidrolisis de grasas
para producir acidos grasos libres y glicerol (Figura 1). La hidrolisis de
acil gliceroles se realiza en la interfase establecida entre el sustrato
insoluble y una fase acuosa en la que se encuentra disuelta la enzima,
siendo éstos sus mejores sustratos, aunque también catalizan la
hidrélisis de ésteres solubles en agua, pero a una velocidad muy baja. Por
su parte, las esterasas catalizan la hidrélisis de ésteres hidrosolubles

preferentemente a ésteres insolubles en agua (3, 38).
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Figura 1. Reaccidn catalizada por la enzima lipasa.

TG (triglicerido); DG (diglicerido); MG (monoglice-
rido).
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Se ha sugerido que la interaccién de las lipasas con su sustrato en la
interfase aceite-agua es originada por la elevada proporcién de
aminoacidos hidrofbobicos presentes en regiones determinadas de la
superficie de su molécula, ademas de que estas secuencias de aminoicidos
pueden ser responsables del comportamiento de asociacién que muestran
algunas lipasas en soluciones acuosas (38).

Generalmente las lipasas flingicas son moléculas glicoproteicas cuya
masa molecular varia entre 20,000 y 60,000 daltones, identificandose la
presencia de carbohidratos en una proporcién del 2 al 15%. Probablemente
estas cadenas laterales de carbohidratos no estan asociadas con la
actividad enzimatica. Semeriva y col. (51) observaron que la lipasa de
Rhizopus arrhizus puede ser hidrolizada en un glicopéptido de bajo peso
moiecular sin actividad lipolitica y una fraccidn proteica libre de
azlcares con elevada actividad. Por otro lado, se piensa que la molécula de

azucar facilita el paso de la enzima a través de la pared celular (28).

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ACTIVIDAD DE LAS LIPASAS.

Los principales factores que tienen efecto sobre la actividad de las
lipasas son el pH y la temperatura de reaccion. Generalmente, presentan
actividad en un intervalo muy amplio de pH, aunque la actividad que
presentan a valores bajos de pH es considerablemente menor en relacion a
la que presentan en su valor éptimo, variando entre 6 y 9 unidades para la
mayoria de las lipasas micrabianas. Por otro lado, la mayor actividad de
estas enzimas se presenta a una temperatura que varia entre 30 y 50¢cC
Otro factor que puede influir en la actividad de las lipasas es la presencia

de cofactores como pueden ser los iones Mg++, Ca++, Fe++ 0 Mn++. Nishio y
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col. (42), observaron que la adicion de iones de calcio al sistema de
reaccion estimulé la actividad en un 6% respecto al control, para la lipasa
obtenida de Pseudomonas fragi. Sin embargo, la adicion de iones como Fe++

y Zn++, disminuyeron dicha actividad a menos del 40%.

ESPECIFICIDAD HACIA EL SUSTRATO.

La especificidad de las lipasas hacia el tipo de sustrato es crucial para
su aplicaciéon en los procesos analiticos o industriales. Los sustratos
cominmente usados son aceites y grasas naturales como el aceite de olivo
y grasa de leche o glicéridos sintéticos (tricaproina, tricaprilina, etc.),
los cuales, son hidrolizados de manera diferente dependiendo de la lipasa
empleada.

Se sabe bien que la especificidad de las lipasas a un nOmero de
carbonos de acidos grasos varia dependiendo de su origen; sin embargo,
Okumura y col. (44), encontrd que los productos de hidrolisis de treoleina
difieren sustancialmente dependiendo de ia fuente de lipasa.

Este fenomeno, particularmente, es debido a que algunas lipasas cortan
con mayor especificidad los ésteres de las posiciones 1 y 3, mientras que
otras hidrolizan cualquiera de los 3 enlaces con la misma especificidad.

De esta forma tenemos lipasas no cspecificas y lipasas 1,3 especificas
(44):

Lipasas no especificas:

Triglicérido ————— 1,2(2,3)-diglicéridos ——— 1 6 3monoglicéridos
1,3-digliceridos + ac. 2-monoglicéridos +

grasos. ac. grasos.

Glicerol + ac. grasos.
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Lipasas 1,3-especificas:
Triglicérido ———— 1,2(2,3)-diglicérido —————— 1-monoglicérido
+ 4c. grasos + &c. grasos
1,3-diglicérido 3 1-monoglicérido

+ 4c. grasos
Glicerol + ac. grasos

-Acdbdn: La lipasa hidroliza las uniones ésteres en la interfase entre
la fase acuosa (enzima soluble) y la fase dei sustrato insoluble. Tienen
poca actividad sobre ésteres de acidos grasos solubles en agua.

- Fuente de la enzima: Las lipasas estan ampliamente distribuidas
en todos los organismos; por consiguiente, se han aislado diversos
microorganismos que producen la lipasa como Rhizopus delemar (25),
Aspergillus niger (16), Candida cylindracea (58), Pseudomonas fragi (38),
Alcaligenes sp. (29) y Chromobacterium viscosum (55), cuyas lipasas han
sido producidas a nivel industrial.

- Método de produccion: La lipasa microbiana se obtiene en cultivo
sumergido preferentemente.

- Propiedades comerciales: Las lipasas microbianas industriales
(Tabla 3), se utilizan principalmente en procesos de alimentos y son
importantes porque mejoran el sabor y aroma de quesos. Asimismo, se
usan para la elaboracion de productos farmacéuticos o en productos de
cosmetologia a nivel comercial, en procesos de curtido y de produccion de
4cidos alifaticos (50). Estas enzimas no presentan las caracteristicas

requeridas para utilizarse en detergentes.
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PRODUCCION DE LIPASAS MICROBIANAS.

En las altimas dos décadas, los estudios que se han realizado en
relacion a la produccion de este tipo de lipasas microbianas, se han
enfocado basicamente a la formulacidon de un medio de cultivo en el cual se
logre obtener la mejor produccion analizando el efecto de diferentes
fuentes de carbono y de nitrébgeno, asi como diferentes tipos de sales o
modificando, también las condiciones de pH y temperatura en que se
realiza |a fermentacion. Se ha observado que el intervalo de pH 6ptimo es
de 6.0 a 7.0; la temperatura varia entre 27 y 40°C, asi como el tiempe
6ptimo de cultivo entre 2 a 6 dias para el caso de hongos y un tiempo en
horas para los cultivos bacterianos. Sin embargo, estas condiciones pueden
cambiar dependiendo tanto del microorganismo empleado como de la

formulacion del medio de cultivo.

APLICACIONES DE LAS LIPASAS.

Las lipasas tradicionalmente se han obtenido a partir de pancreas
animal y son usadas como una ayuda digestiva para el consumo humano en
la mezcla cruda con otras hidrolasas (pancreatina) o como un grado
purificado. Las lipasas también han sido usadas en alimentos modificando
su sabor; siendo el primer efecto de la adicibn de la lipasa a los alimentos
que contienen grasa, la disminucidon de un sabor rancio y la limitacion de
la actividad de la lipasa enddgena. Sin embargo, ciertos alimentos por
ejemplo, tipos de quesos especiales que tienen un sabor caracteristico, es
mejorado por lipdlisis. Las lipasas también son usadas en la determinacion
enzimatica de triglicéridos de suero, generando glicerol, siendo

subsecuentemente determinada por reacciones coloridas.

14



TABLA 3

LIPASAS MICROBIANAS COMERCIALES

Enzima Fuente microbiana pH oOptimo Temp. 6ptima (oC)
Lipasa Aspergillus sp 6.5 37

Lipasa Mucor sp. 7.0 37

Lipasa Candida cylindracea 6.5 37

Lipasa Rhizopus sp. 7.0 40

Lipasa Asperdgillus niger 6.0 47.5
Lipasa Aspergillus oryzae 6.25 30

Lipasa Rhizopus delemar 5.6 45

Tomada de Seitz, W.E. 1974 (50).

La producciéon de alcoholes oOpticamente activos y ésteres
directamente por esterificacion o transesterificacion se identificé como
una aplicacion posibie de lipasas en la industria farmacéutica (29).

En la industria alimenticia, las lipasas son ahora usadas en una
variedad de procesos, incluyendo la producciéon de saborizantes e
hidrélisis de grasas. Llamada comercialmente LIPOMOD, la lipasa puede
usarse para la modificacion y procesamiento de un espectro completo de
grasa animal, inciluyendo cadenas cortas y largas de &cidos grasos.

Por otra parte, las razones y criterios que se usan para el empleo de
lipasas en detergentes responde a:

1.- El decaimiento del grado de detergencia, a causa de la tendencia

a bajar los niveles de fosfatos en la composicion de detergentes,
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por ser dicho compuesto un fuerte contaminante del medio
ambiente;

2.~ La eliminacién de grasas en ropa es un problema que los detergen-
tes comunes no tienen resueito adecuadamente;

3.- La eliminacién de grasas en ropa (ej. tintorerias) se hace utilizan-
do solventes toxicos y de uso restringido, con el consecuente efec-

to de la contaminacién ambiental.

De tal manera, se puede concluir que hay necesidad y mercado para una
enzima en detergentes sdlidos que pueda eliminar grasas de una mane_ra
eficiente y barata, ademias de que evite o disminuya el uso de productos
contaminantes. Actualmente, existe en el mercado comercial la LIPOLASA
de NOVO, que es la primera enzima microbiana con aplicacion industrial
dentro del contexto de detergentes. Se considera ademas, que es posible
aislar una lipasa de cualquier microorganismo para la elaboracién de
detergentes que reuna las siguientes caracteristicas:

a).- Termoestable, con actividad relativamente alta entie 30 y 70C

b).- Alcalina, que opere a velocidades altas de reaccion en un pH de

7.0a10.0

c).- Actividad que no se disminuya por la presencia de agentes

oxidantes y secuestradores.

d).- Resistente a la proteolisis por subtilisina.

Por lo tanto, la importancia de muchas enzimas extracelulares
principalmente las lipasas en el contexto de favanderia ha sido reportada y
demostrada por Fujii, T. (1986) (15). Aunque cabe mencionar que las

técnicas desarrolladas en ese estudio podran ser aplicables no sélo a los
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procesos de produccidn de las enzimas extracelulares, sino también a
varios otros procesos microbianos obteniéndose una alta produccién
selectiva de los metabolitos deseados.

ANTECEDENTES DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA DE Pseudomonas aeruginosa.

Durante un trabajo previo (57), la enzima lipasa proveniente del
sobrenadante de cultivo de Pseudomaonas aeruginosa (IGB-83), tiene una
actividad especifica de 8082.35 U/mg de proteina. Mientras que, para la
lipasa comercial (LIPOLASA) altamente purificada y caracterizada
reportan de 4-5000 U/mg de proteina (20). Sin embargo, no podemos hacer
una comparacion entre ambas cenzimas dado que las condiciones de
caracterizacion de la enzima comercial no se reportan y por lo tanto, no
sabemos si hay diferencias o no en cuanto a los patrones de
caracterizacibn empleados para nuestra enzima de trabajo. Ademas cabe
mencionar que la actividad especifica que reportamos no es con la enzima
pura. Asimismo, se pudo establecer 1a metodologia para determinar la
actividad enzimatica en un intervalo de temperatura de 50C a 55Cy a un
pH de 8 a 9, demostrandose que dicha enzima es activa a pH's alcalinos y
termorresistente.

Asi, el haber obtenido una lipasa con las caracteristicas antes
sefialadas nos llevo a realizar un estudioc mas completo de esta enzima
para poder determinar su posible uso en detergentes y considerarla como
un candidato a ser una de las enzimas de uso industrial a nivel mundial.
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OBJETIVOS.

Objetivo general:
Caracterizar biogquimicamente una lipasa producida por Pseudomona
aeruginosa (1GB-83), determinando su posible participaciéon en la

elaboracion de detergentes.

Objetivos particulares:
\. Caracterizacion fisicoquimica de la lipasa producida por Pseudomonas
aeruginosa (1GB-83).
1) Separacion y purificacion de la enzima;
2) Determinacion del peso molecular y nimero de subunidades;
3) Determinacion de pH y temperatura optima asi como su pl;
4) Estabilidad de la lipasa en sustratos insoluble y soluble;
5) Ewvaluacion de la cinética de reaccidn en presencia de surfactantes;
6) Determinacion de caracteristicas cinéticas (Km y Vmax).

ll. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-lipasa.
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CONTRIBUCION Y PERSPECTIVAS DEL PRESENTE TRABAJO.

Consideramos que las principales contribuciones de este trabajo a los
campos de la tecnologia enzimatica y a la de bioquimica de proteinas son
las siguientes: I) la factibilidad técnica de la utilizacién de la lipasa
estudiada en detergentes; Il) la formacion técnica del estudiante en el
&rea de bioquimica de proteinas, purificando y caracterizando la enzima
que es obtenida del sobrenadante de cultivo de Pseudomonas aeruginosa.

Las perspectivas de este trabajo consisten en evaluar técnicamente la
calidad de la lipasa producida en los detergentes y hacer un analisis de
evaluacion téchico-econdmica para determinar la factibilidad econémica,

los niveles de inversion y la rentabilidad del proceso desarrollado.
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MATERIAL Y METODOS.

Esquema de trabajo.- El planteamiento de las estrategias para la
realizacidon de este trabajo se agrupan en un diagrama de flujo que se
muestra en la Figura 2.

Microorganismo.- Para la elaboracién de este trabajo se usd la cepa de
Pseudomonas aeruginosa (PAQO 2003) que lleva el plasmido R'O, el cual
codifica para la lipasa de Pseudomonas aeruginosa (IGB-83) (Figura 3)
mantenida en medio sélido LB (Apéndice) a 4°C.

Condiciones de cultivo- La bacteria fue cultivada en matraces de
200 ml, con un volumen de trabajo de 150 ml de medio FAM {Apéndice)
conteniendo aceite de oliva al 1% como fuente de carbono y arginina al
0.02%. La temperatura de crecimiento fue de 29°C, con una agitacion de
200 rpm durante 24 hrs. Para solidificar el medio se utilizd agar Difco al
1.5%.

Obtencién de la enzima.- Dado que la lipasa es una enzima extracelular,
el medio de cultivo se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos
recuperando el saobrenadante, el cual se filtré a través de una membrana

millipare de 0.22m.
Ultrafiltracion.- E| sobrenadante de! cultivo libre de células (150 ml)

fue concentrado (3X) hasta un volumen de 50 ml, a través de una unidad de

filtracion millipore CX10 con un corte molecular de 10,000 NMWL.

20



(CUANTA PROTEINA?

(PUREZA DE LA ENZIMA?

¢CUAL ES EL P.M. DE LA ENZIMA?

¢EL ANTICUERPO ES ESPECIFICO PARA LA ENZIMA?
(COMPORTAMIENTO CINETICO EN DETERGENTES?

v

Pseudomona aeruginosa (PAOC-RO)

7
SOBRENADANTE
\ v v ¥
DETERMINACION DE PROTEINA ELECTROFORESIS CROMATROGRAFIA CINETICA ENZIMATICA
A\ l v \] [ v l ] v
Mi1ODO DI BRADIORD  ABSORBANGIA  DETLCCION ELECTROTRANSEFRENGIA  FILIRACION EN GEL Km y VYmex ACTIVIDAD LN
PRILINCIA DE

280 nm l l

TINCION 3
COOMASSIE /# INMUNODETECCION

PLATA

COMPARACION CON

PATRONES DI D

|

¢STIMACION  DEL
P.M. DE LA EN/IMA

SURTACTANTES
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Purificaciébn de la lipasa.- La muestra se aplicé a una columna (2.5 x
75 ecm) de Sepharosa 4B-CL equilibrada con amortiguador de Tris-HCI (pH
8.5) 0.05M y Tritén 0.5%, y se eluyd con el mismo amortiguador. El flujo se
ajusté a 20ml/hr con un volumen fraccional de 2mi. La actividad de la
lipasa se recuperd en las fracciones 132-146 (Pico I).

Ensayo de proteina.- En el volumen colectado de la columna, la proteina
fue determinada midiendo la absorbancia a 280 nm. Por otra parte, la
concentracion de proteina se determind por el método de Bradford y col.
(7) utilizando albimina sérica bovina como patron leyendo su absorbancia

a una longitud de onda de 595 nm.

Ensayo de actividad lipolitica.- Se emplearon dos sistemas, un ensayo
fotométrico con p-NPP como sustrato de acuerdo al método de Winkler y
col. (63). Para este caso, una delta de absorbancia (Abs.) por minuto a
405nm de 1 es equivalente a 9.7 nmol de p-nitrofenol liberado del p-
nitrofenil palmitato por minuto. E! ensayo titulométrico con tributirina
como sustrato descrito por Nahas y col. (41), con algunas modificaciones
también fue utilizado. Se usd la tributirina al 5% (p/v) como sustrato,
preparado en amortiguador Tris-HCI (pH 8.5) 0.05M, haciendo la titutaciéon
de los 4cidos grasos liberados con una solucion 0.05M de NaOH. Definiendo
una unidad de enzima como ia cantidad en la cuai se libera 1 pimol de
dcidos grasos libres por minuto bajo las condiciones de ensayo usadas.
Todos los ensayos de reaccidbn para ambos métodos fueron 2 50C y 55C

durante 15 minutos respectivamente,

Ensayo de actividad de lipasa in situ.- Se preparé una placa que
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contenia una emulsibn de sustrato (en este caso treoleina) al 5% (p/v) con
rodamina 6G al 0.1% agregandole triton X-100 para estabilizar la emulsion
la cual, se mezcio con agarosa al 1% fundida en amortiguador Tris-HC! (pH
8.5) 0.2 M. Una vez corridas las muestras de interés en un gel de
poliacrilamida al 7.5% se hiz6 lo siguiente: el gel se lavo dos veces de 10
minutos cada uno con una solucion de triton X-100 al 2.5% (p/v) y una vez
de 10 minutos con tritén X-100 al 0.5% (p/v) para finalmente enjuagario
con agua desionizada para retirar el exceso de detergente. Posteriormente,
el gel se coloco sobre la placa de agarosa y se incubd a 55°C por 12 horas.
La visualizacion del resultado se hizé mediante la observacion de la placa
con luz ultravioleta verificando ia presencia de un complejo fluorescente

si hay actividad lipolitica.

Actividad de la lipasa en presencia de detergentes..- Se determind
la estabilidad de la lipasa, asi como Ia concentracion de detergente
inhibitoria de la actividad lipolitica usando tributirina como sustrato. Los
detergentes usados fueron: tritdon x-100, SDS (dodecil sulfato de sodio),
SDB (dodecil bencen sulfonato), CHAPS (3[3-cloroamidopropil]-
dimetilamonio-1-propanosuifonato), cetii piridinium, tripolifosfatos de
sodio y detergente comercial (Ariel). Todos a concentraciones de: 50
mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200mg/ml y 250 mg/mi.

Efecto de la temperatura en la actividad enzimitica.- Para
determinar la temperatura Optima de la lipasa en tributirina y p-NPP se
midioé actividad a 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60y 65 "C, a valores de pH
8.5.

Efecto del pH en la actividad enzimatica.- Para determinar el pH
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optimo de la lipasa se midid actividad a diferentes valores de pH: 4, 5, 6,
7, 8, 9 ¥ 10 en amortiguador 0.05 M, a temperatutas de 50y 55 C.

Efecto de la temperatura en la estabilidad de la enzima.- Se
colocaron varias muestras de enzima (100 pl) en amortiguador de Tris-HCI
0.05 M a un pH determinado, en un bafio agitado a la temperatura de
estudio, se tomaron muestras a diferentes tiempos y se determiné

actividad.

Efecto del pH en la estabilidad de la enzima.- Se siguid la
metodologia del inciso anterior, solo que variando el pH del amortiguador.

Se ensayaron valores de pH entre 6 y 9.

Electroforesis en SDS-PAGE.- lLos geles de poliacritamida al 7.5% para
electroforesis se realizaron de acuerdo al método de Laemmli (34).
Algunas muestras fueron tratadas con R-mercaptoetanol en presencia de
SDS. Los patrones de proteina de peso conocido fueron: conalb(mina 80
kDa., albamina sérica bovina (BSA) 67 kDa., ovoalbimina 43 kDa., anhidrasa

carbénica 30 kDa., lisozima 15 kDa.

Método de Tincidn de geles.- £l gel de isoelectroenfoque fue tenido con
plata (40), mientras que los geles de poliacrilamida se tifieron con azul de
Coomassie R-250 (a una concentracion de 0.125%) que se solubilizd en una
solucibn de metancl 50% - acido acético 10% con la cual también se

destifieron los geles (24).

Determinacion del peso molecular.- El peso molecular fue
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determinado por electroforesis PAGE-SDS y por filtracion en gel en una

columna de Sepharosa 4B-CL.

Determinacién del punto isoeléctrico (pt) de la lipasa.- Se tomd
1 pl de la enzima purificada y se colocd en un gel de poliacrilamida al
7.5% para isoelectroenfoque con un gradiente de pH de 3 a 9. La proteina se
sometié a electroforesis en un Phast-System (Pharmacia Lab. Separation.
Division S-75182 Uppsala, Suecia) con un voltaje de S00 V durante 30

minutos. Visualizamos la proteina por tincién con plata.

Cinética enzimitica.- Se determinaron los pardmetros cinéticos Vmax.
y Km mediante la modificacion algebraica (Lineweaver Burk) (49) de la
ecuacion de Michaelis-Menten usando para ello diferentes concentraciones
de sustrato (en este caso p-NPP) y una concentracion constante de enzima
lipasa. La apariciébn de producto se midié por absorbancia a 405 nm, a 50C

durante 20 minutos.

Esquema de inmunizacion.- 6 ratones hembra de la cepa singénica
Balb/¢ menores de 8 semanas de edad se inmunizaron con la enzima pura
bajo el esquema mostrado en la Tabla 4. Asimismo, se inimunizd un conejo
hembra de la linea Nueva Zelanda con el mismo antigeno (Ag) siguiendo el

esquema mostrado en la Tabla 5.

Inmunodifusiones.- Los sueros de conejo (1:1000) y raton (1:100) fueron
probados usando como antigeno el sobrenadante de cuitivo purificado de la
cepa PAO-RO para descartar reactividades inespecificas y cruzadas. Se

utilizaron placas de agarosa al 1% con amortiguacdior de fostatos de sodio
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Tabla 4. Esquema de inmunizacién para ratones Balb/c.

INMUNIZACION Dia RATON CONDICIONES
! o} 12,3  2pgdeAg! + 500 ul
de ACF2, viaIP? a
cada ratén.

4,5,6 2 g de Ag+ 500 il de
ACF, via SC+ acada
ratén.

2 8 1,2,3 2 ug de Ag+ 500 pl de
AlF%, via IP a cada ratén
4,5,6 2 pg de Ag+ 500 ul de AIF
via SC a cada raton.

3 16 1,2,3 2 pgde Ag+ 500 pl de AIF
via SD". en el dorso de cada ratén.
4,5,6 2 pgde Ag+ 500 pl de AFF
via IP a cada ratdn.

4 24 1,2,3 2 ugde Ag + 500 pl de AIF
via P y SD (en el dorso)
a cada raton,
45,6 2ugdeAg+ 500 plde AIF
via SC a cada ratén.

40 12,3 SANGRADO.

S 56 1.2,3  Implantacion de células
de mieloma células
(X63Ag8,5.3) via IP.

80 1.2, SANGRADO

Modificado de Harlow, Ed. (24) y Tung, et.al. (59).
1.- Antigeno.

2.- Adyuvante Completo de Freud.

3.- Intraperitoneal.

4.- Subcutaneo.

5.- Adyuvante Incompleto de Freud.

6.- Subdérmica.
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Tabla 5.- Esquema de inmunizacidn para Conejo Nueva Zelanda.
INMUNIZACION DIA CONEJO CONDICIONES

1 0 1 Prasenaibilizacion:
1mlde ACF 1430011
agua desionizada en loa

ganglios popitios y axilares,

2 8 1 Presencibilizacion:
1mide ACF + 3001
agia desonizada en los
ganglios popitlios y
axlares.

3 R {3 1 Pregensibilizacion:
. 1mide ACF + 3004 |
agua deaionizada en
los ganglioa popitlios
y axitares.,

.4 24 1 10pgdeAg - +410p]
ACF enlos ganglios
popitiios y axilares.

6 32 1 10pgdeAg e+ 410 pl
AlF3 en los ganglios
popitiios y axilares

6 40 1 10 gde Ag+ 410p|
AIF en los ganglios
popitiica y axileres.

7 48 1 10 gde Ag+ 410 |
AIF en [os gandlios
popiica y exilores.

SANGRADO.
8 64 1 10 pgde Ag+ 4101

AlF en loa ganglios
popitiios y axilores.

72 1 SANGRADO.

Com. pers. Dr Estolan Miranda M.y M . en C René Homandez V.
1.- Adyuvante Completo de Freud.

2.- Antigeno.

3.~ Adyuvante incompleto de Freud
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(PBS) (Apéndice) pH 7.2 con la formacién de una roseta para las diferentes
diluciones de trabajo. Las placas se incubaron toda la noche a 4°C en una
cama himeda.

Adsorcion del anticuerpo anti-lipasa.- Este punto se llevé a cabo con
el propdsito de adsorber el anticuerpo anti-lipasa contra el
lipopolisacarido que presenta Pseudomonas aeruginosa para disminuir la
reaccion cruzada que presenta este carbohidrato con el anticuerpo durante
la inmunoelectrotransferencia. Para tal proposito el paquete celular
obtenido de 20 ml de cultivo de Pseudomonas aeruginosa (PAO-2003) cuya
cepa es lipasa (-), se lava con amortiguador PBS pH 7.2 para finalmente
resuspenderio en glutaraldehido al 0.2% (v/v) en el mismo amortiguador e
incubando 1 hora en agitacién a temperatura ambiente. Posteriormente, se
lava nuevamente el paquete celular con PBS y se resuspende en 1 ml de
anticuerpo conejo  anti-lipasa diluido 1:200 en PBS e incubando 8 horas a
4°C 6 2 horas a 37°C en agitaciébn. Finalmente se recupera el sobrenadante

y se guarda en congelacion hasta su uso.

Inmunoelectrotransferencia.- La Figura 4, esquematiza de forma
global el procedimiento empleado. Una vez hecha la transferencia de
proteina sobre una membrana de nitrocelulosa por duplicado, una de las
membranas se tifie con amido black al 1% preparado en una solucién de
metanol 50% - acido acético 12% por 10 minutos y se destifie en metanol
90% - acido acético 3% (59). La otra membrana se bloquea por 1 hora con
leche descremada Sveites al 5% en PBS (27); en seguida, se lavd con PBS
por unos segundos y se incubd con el anticuerpo (Ac) conejo anti-lipasa

preabsorbido diluido 1:100 en PBS por 4 horas en agitacion a temperatura

29



Esponjas

2, . % —

Z / i / -

Z ’ / -

Z / % - -
U -
/.,4::-]% - -

Soporte de (7?
pléstico \ (‘f EP
?:giio Gel Papel de i l;'.; ]
Nitrocelulosa 2 Transferencia

RRRTRLRACRA AR

AT .
e s -

NTRATIR UL

Buffer de

Transferencia ‘J
\ >

bireccidn de la
Transferencia de Proteinas
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ambiente. Después del tiempo de incubacion, se lavé el filtto 3 veces de 10
minutos cada uno con Tween 0.05% en PBS y se incubb con un segundo
anticuerpo chivo anti-conejo diluide 1:10,000 en PBS por 2 horas a
temperatura ambiente. Nuevamente se realizarén 3 lavados de 10 minutos
con Tween 0.05% en PBS y se revel6 de la siguiente manera:
1.- Incubar las membranas (por separado en caso de ser tiras de un
gel preparativo) en agitacién por 15 minutos con:
a) Solucién de preincubacion durante 15 minutos:
i) Solucidon 2 /DAB (Apéndice).
i) Co-Ni 1% (Apéndice).

b) Solucion reveladora:
i) Hx0; 1% (Apéndice).

c) Una vez alcanzada la intensidad deseada en el filtro, lavar con
amortiguador de fosfato de sodio a una concentracion de 0.05M 4 veces de
5 minutos cada lavado.

d) Lavado de filtro con agua destilada 2 veces de 5 minutos cada
lavado,

e) Secado de filtro sobre toallas Kleenex.

inmunoprecipitacion.- 500 pyl del sobrenadante de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa (PAO-RQ), se incub6 con 500 pl de suero de
conejo anti-lipasa (preabsorbido) por 2 horas a 37°C en agitacion suave. El
complejo Ag-Ac, se pasO a través de una columna de préteina A-sefarosa
48 con 1 ml de resina. El cargado de la columna se realizé
aproximadamente a un flujo de 10 mi/h y se colectaron fracciones de 1 ml.
a una velocidad aproximada de 35-40 mi/h. Se lavd la columna con 10
volimenes de amortiguador Tris-HCI (pH 8.0) 100 mM. Un segundo lavado
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se realizd con 10 volumenes de amortiguador Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM.

Los anticuerpos se eluyeron con 6 volimenes de Glicina-HCI (pH 3.0)
100 mM colectando fracciones de 1 mi en tubos anchos, los cuales,
contenian 200 ul de amortiguador Tris-HCI (pH 8.0) 1 M,

Las fracciones obtenidas se leyeron a una longitud de onda de 280 nm
y se les midid actividad de lipasa con p-NPP como sustrato. El anilisis de
las fracciones se realizd por electroforesis PAGE-SDS.
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RESULTADOS.

1. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA LIPASA.

El analisis de electroforesis en un gel de poliacrilamida al 7.5%,
revela que el sobrenadante del cultivo estd compuesto de una mezcla
compleja de macromoléculas en un intervalo de peso molecular entre 250
kDa. y 40 kDa. (Figura 5, carril a). Una vez corrido el gel de poliacrilamida,
se sometid a un anjlisis de actividad /n situ (carril b), donde se observan
3 bandas de actividad lipolitica cuyos pesos moleculares aproximados son:
una banda de 250 kDa, otra de 65 kDa y una mas de 39 kDa.

El sobrenadante de Pseudomonas aeruginosa se paso por una columna
de sepharosa 4B-CL (2.5 x 75cm) preequilibrada con amortiguador Tris-HClI
{(pH 8.5) 0.05 M, eluyendo a una velocidad de flujo de 20 mi/h y
fraccionando cada 2 mi. De lo anterior, se obtuvo un cromatograma como el
que se muestra en la Figura 6, y el procedimiento de purificacion se
resume en la Tabla 6, donde se puede apreciar que la enzima fue purificada
alrededor de 7 veces, basado en la actividad especifica del pico I, con una
recuperacion de actividad lipolitica del 17% aproximadamente y una
constante catalitica (Kcat) de 6.98 x 105 min-1 y una de 3.604 x 105 min-?
para tributirina y p-NPP respectivamente. Cabe mencionar, que la
actividad especifica que se recuperd en el pico | es 3 veces mas que 1a que
se recuperd en el pico |l por lo cual se decidié seguir trabajando sdlo con
el pico L

Las fracciones que contienen la lipasa (132-146, que conforman el
Pico 1) se colectaron y su homogeneidad se checod por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 7.5% en condiciones no reductoras como se muestra en

la Figura 7, observando 2 bandas de proteina con un peso molecular de 65
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250 kDa -
—. 80kDa
65 kDa — 67 kDa
— 43 kDa

39kDa ___
— 30 KDa

Figura 5.- Patron electroforético en gel de poliacrilamida al 7.5%
en condiciones no reductoras. Carriles: A) Sobrenadante de cultivo
de Pseudomonas aeruginosa (PAO-RO); B) Actividad in situ del
patron electroforético del carrit A sohre un gel de agarosa-treolei
na-rodamina 6G; C) Marcadores de peso molecular: conalbimina
(80 kda), albimina (67 kDa), ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa car

boéonica (30 kDa) y lisozima (15 kDa). Los carriles A y C se tifieron
con plata.
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equilibrada con buffer Tris-HC1 50 mM pil 8.5. la elucidn se 1levd a cabo con -
el mismo buffer a una velocidad de flujo constante de 20 ml/hr fraccionando --

cada 2 ml. Proteina (0—o); Actividad enzimdtica (o---0).
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Tabla 6.- Purificacién de la lipasa de P.aesuginosa PAO-RO,

Volumen  Proteina Protaina Actividad Actvidad Actvidad  Recuperacion Veces de
(i) {mgAn) Total Volumetrica Especltica Total (L) (o} Putificactén
(mg) (Uan) (Uing
Sn* 150 0.180 27.0 1.75 972 262.50 10000 1.000
Ultrafittracion®* 50 0520 255 498 9.57 249.00 94.85 0.984
Pico | *** 27 0.024 0.65 1.60 66.67 44.80 17.06 6.860
Pico I **** 64 0.048 3.07 124 25.83 7936 3023 2660

hd Sobrenadante de cultivo de P.aeruginosa PAO-RO.

il Se aplicé a la columna 25 ml (13.0 mg dc proteina total, 124.5 U de actividad total).
®#4%  Comprende las fracciones 132-146.

#4e¢% Comprende las fracciones 154-186.
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Figura 7.- Patron electroforético en gel de poliacrilamida al 7.5% en
condiciones no reductoras. Carriles: A) Marcadores de peso molecular:
conalbimina (80 kDa); albumina (67 kDa); ovoalbamina (43 kDa); anhi
drasa carbonica (30 kDa) y Lisozima (15 kDa). B) Pico | obtenido de la
cromatografia de filtracion en gel. El gel se tifid con azul de Coomassie.
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kDa y 39 kDa. esto nos sugiere que puede tratarse de dos lipasas distintas
o bien que la enzima tenga una conformacion de dimero. Sin embargo, al
hacer un analisis de actividad lipolitica de cada una de las bandas de
proteina en presencia de tributirina al 5% (p/v) ¥ a una temperatura de
55°C las dos proteinas muestran actividad (Figura 8), mostrando un 35%
mas de actividad lipolitica ta proteina de 65 kda con respecto a la
proteina de 39 kDa. Asi mismo, se corri6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 7.5% en condiciones reductoras del pico I, esto es,
tratdndolo a ebullicibn con R-mercaptoetanol (Figura 9), en donde se
observan también dos banda de proteina, una cuyo peso corresponde a 54
kDa y la otra con un peso aproximado de 30 kDa. En esta condicién, no se
determino actividad lipolitica por las condiciones de desnaturalizacién
usadas.

La determinacion del punto isoeléctrico (pi) de la lipasa se hizo a
través de un gel de isoelectroenfoque con poliacrifamida al 7.5% y un
gradiente de pH de 3 a 9. Los resultados del mismo se muestran en la
Figura 10; donde se determin6 un p! de 6.1 para la proteina de 54 kDa y un
p! de 5.7 para la proteina de 30 kDa, siendo este Gltimo valor similar al
que reporta Stuer y col (1986) (54) para una lipasa de Pseudomonas

deruginosa.

2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA LIPASA.
Efecto de la temperatura en la actividad lipolitica.
En la Figura 11 se presentan fos resultados correspondientes al
comportamiento de la enzima con respecto a fa temperatura . Se observa
que la actividad catalitica con tributirina se incrementa conforme se

aumenta la temperatura de reaccion, hasta llegar a un 6ptimo que en este
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Figura 8.- Actividad de lipasa recuperada al separar el pico | por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% en SDS y eluir las
proteinas que lo conforman después de fraccionar el gel.
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Figura 9.- Patron electroforético en gel de poliacritamida al 7.5% en con
diciones reductoras. Carriles: A) Marcadores de peso molecular: conal
bimina (80 kDa); albimina (67 kDa); ovoalbimina (43 kDa); anhidrasa
carbénica (30 kDa) y Lisozima (15 kDa). B) Pico | obtenido de la cromatg
grafia de filtracion en gel. El ge! se tiflo con azul de Coomassie.
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Figura 10.- Estimacion del punto isoeléctrico (pl) de la lipasa de P.
aeruginosa por electroenfoque en un gel de poliacrilamida al 7.5% con un
gradiente de pH de 3 a 9.
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Figura 11.- Efecto de la temperatura en la actividad lipolitica. Se
determind actividad a los diferentes valores de temperatura en

amortiguador de Tris-HCI pH 8.5.
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caso se encuentra entre 50 y 60°C a pH de 8.5. Al sobrepasar esta
temperatura se muestra una acelerada pérdida de actividad enzimatica. Un
comportamiento similar se aprecia con p-NPP hasta una temperatura de
50°C.

A partir de los datos anteriores se obtuvd una energia de activacién
de 40,000 cal/mol para la enzima con tributirina, valor muy semejante al
obtenido con p-NPP (30,138 cal/mal), lo cual es comparable con los datos
que se reportan para sistemas de emulsion con aceite de oliva de 5300 a
24,000 cal/mol para hongos y de 40,000 a 160,000 cal/mol para enzimas
con intervalos de temperatura semejantes. (22,48). Los resultados se
muestran en la Figura 12.

Efecto del pH en la actividad enzimitica.

El perfil de pH se presenta en la Figura 13 a 50 y 55°C en presencia
de p-NPP y tributirina respectivamente, observandose que la lipasa
muestra 2 pH's optimos. Con p‘-NPP tiene su maxima actividad en un
intervalo de pH de 6 a 7 con el 6ptimo a pH 6.5 y con tributirina muestra su
maxima actividad entre un pH de 8 a 9, siendo el 6ptimo a pH de 8.5.

Lfecto de la temperatura en la estabilidad de la enzima.

En la Figura 14 se muestran los resultados de estabilidad de la
enzima a una temperatura de 50 y 55°C, pH 8.5. Donde se aprecia que con
tributirina a 55°C se presenta una estabilidad mayor, mientras que a 50°C
con p-NPP la enzima sufre una desactivacion acelerada sobre todo después
de 60 minutos de incubar la enzima a la temperatura indicada. Lo anterior
nos sugiere que la lipasa es bastante activa y estable a altas
temperaturas de reaccidn en presencia de sustratos insolubles.
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Figura 12.- Energia de activacion (Ea) para la hidrolisis de p-NPP (0) y
tributirina (#). La determinacién de Ea entre 35 y 45°C con p-NPP es de
30,138 cal/mol y para tributirina entre 40 y 50 °C es igual a 39,989
cal/mol.
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Figura 13.- Efecto del pH en la actividad lipolitica a 50°C (0) y 55°C (#).
Se determin6 actividad a los diferentes valores de pH en amortiguador de

fosfatos (pH 4, 5, 6 ,7) y Tris-HCi (pH 8, 9, 10).
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Figura 14. - Efecto de la temperatura en la estabilidad de la enzima. La
enzima se incubd en amortiguador de Tris-HCI {pH 8.5) 0.05 M, en bafo
agitado y se determino actividad a, SOC (¢) y 55°C (D).
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Efecto del pH en la estabilidad de la enzima.

De los resultados discutidos en el punto anterior se observa que la
estabilidad de la enzima depende en gran medida del pH y sustrato usado.
Esta dependencia es de fundamental importancia por la forma en que se
desarrofla fa reaccion, ya que es necesario que la enzima mantenga una
estabilidad a las condiciones que se requieren para su posible uso en
detergentes.

3. EFECTO DE SURFACTANTES EN LA ACTIVIDAD LIPOLITICA.

En presencia del SDS, no se encontré un efecto significativo en la
reduccibn de actividad, ya que la actividad enzimatica registrada a las
diferentes concentraciones y tiempos de incubacion disminuye muy poco
con respecto al control. Se puede apreciar que hasta una concentracion de
150 mg/ml se logra recuperar un 70% de la actividad después de 30
minutos de incubaciéon. Sin embargo después de 60 minutos la actividad
lipolitica se inhibe hasta un 50% . (Figura 15 a).

Con tritdn X100, sucede un efecto parecido al obtenido con SDS, solo
que aqui se aprecia una disminucibn mas gradual de la actividad
(comparada con el control) conforme se incrementa la concentraciéon del
surfactante (Figura 15 b).

Con lo que respecta al cetil piridinium, encontramos que la
capacidad de hidrélisis de la lipasa sobre el sustrato aumentd
considerablemente a una concentracion de 50 mg/ml y fue disminuyendo a
mayor concentraciéon de surfactante (Figura 15 c¢), aunque la actividad
lipolitica siguid siendo mayor que la obtenida para el control hasta la
concentracién de 200 mg/ml y ligeramente menor a la concentracién de

250 mg/ml; 30 minutos después de incubar la enzima, la actividad con
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respecto al control se mantiene practicamente constante hasta una
concentracion de 150 mg/mt para después ir decreciendo conforme
aumenta Ja concentracion del surfactante. A los 60 minutos , la enzima en
gran parte se desnaturaliza viendose reflejado en la poca actividad
recuperada.

Tal como sucede con el surfactante anterior se puede apreciar con el
3-(3cloroamidopropit) dimetilaménio-1-propanosuifonato (CHAPS) (Figura
15 d), sblo que en este caso el incremento en la capacidad de hidrolisis de
la enzima sobre el sustrato es un poco menor, aunque aqui, la actividad se
mantiene estable hasta la maxima concentracion em'pleada alin después de
los 30 minutos ; no asi a los 60 minutos donde la enzima también refieja
una desnaturalizacién,

En presencia de los tripolifosfatos de sodio podemos decir que
quizas este compuesto actia sobre la enzima desnaturalizandola por lo que
la actividad se ve disminuida en un 50% con respecto a la inicial y al
parecer esta inhibicion parcial de la actividad no aumenta con el tiempo
de incubacion (Figura 15 e).

Finalmente, a una concentracién de 50 mg/mi del detergente
comercial (Ariel) (Figura 15 f), podemos observar que la actividad
lipolitica aumenta considerablemente para, posteriormente, ir
disminuyendo confuime se incrementa la concentracidén recuperando una
actividad similar a la del control a la maxima concentracion de detergente
usada. También se observa que después de 30 y GO minutos de incubar la
enzima en presencia del detergente, la actividad de ésta es bastante

estable.

48



5120 1,
100 4
3
= 80 4
-»
s
3 604
hd 1
b i
40 :
3
= 204 :
X g
Lod i
3 ol
50 100 150 200 250
@) SDS (mg/mi)
~ 300 )
] a o
‘é B 3o
% )
= 200 - 60
2
>
[*)
(]
- 100
3 h
& olE
0 S0 100 150 200 250
) Cetil piridinium (mg/ml)
&)
W~ 120
w 1 oo
b -5 v
pe 100 g 10
60°
g 80
-4
2
@
-«
[
: & ¢
3 |
g
< &

0 50
Tripolifosfato de sodio (mg/ml)

100 15¢ 200 250

Actividad recuperada (%) €3

1| E
[¢] 50 100 150 200 250
Triton-X100  (mg/ml)
200
g o
H 30
£ sor

g

Actividad recuperads (%) S

HRMMUHRSHTIY.

100
CHAPS (mg/mi)

150 200

[N N
1AL A

(S |
[}

0—
0

)
—~ 300
R
-~
L)
-
£ 200 A
o
o
=
o
Q
[
- 100 4M,
< £g
e
£ £7
2 oiEd

E

£

o

:;:_;

=

El

1| E

= =

LA | B
50 100 150
ARIEL  {mg/mi)

200

0o

250

Figura 15.- Graficos que muestran el efecto de los diferentes componentes de
los detergentes en la actividad lipolf{tica.

A9



4. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS.

Durante la caracterizacion cinética uno de los criterios mas
importantes fue el de evitar problemas con el tamafio de particula que se
obtuviera como resultado de la emuisibn de tributirina. Por esta razén la
caracterizacion se realizé con p-NPP.

Los resultados del estudio cinético de lfa lipasa con p-NPP se
presentan en la Figura 16, en la que se observa que a bajas
concentraciones de sustrato hay una variaciéon lineal con la velocidad
inicial de reaccién, 1o que implica una reaccibn de primer orden. Sin
embargo, a medida que la concentracion aumenta, la velocidad inicial
también crece hasta alcanzar un valor constante para cualquier valer de
concentracion de sustrato. En estas condiciones la reaccion es de orden
cero.

En la Figura 17, se muestra la representacion de Lineweaver-Burk,
obteniendose una Km de 10.3 mM y una Vmax. de 0.33 U/min-1. Los valores
reportados para la literatura son muy variados; sin embargo, los valores
aqui obtenidos se encuentran dentro de los ordenes de magnitud reportados
en la literatura. Por ejemplo, se reporta una Km de 7.8 mM y una Vmax. de
0.22 U/min-1 para la hidrolisis de trilaurina para una lipasa de Candida

cvlindracea (11).

5. CARACTERIZACION DE 10OS ANTICUERPOS POLICLONALES.

Como una herramienta mas para caracterizar la lipasa hast2 ahora
descrita se produjerén anticuerpos policlonales, uno ratén antilipasa y
otro conejo antilipasa. A los cuales se les determiné su titulo de actividad
por inmunodifusién (Ouchterlony) registrandose un titulo de 1:10 para el
anticuerpo de ratén antilipasa y uno de 1:160 para el anticuerpo de conejo
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Figura 16.Representacion grafica de la cinética de la lipasa cuyo

comportamiento es de Michaelis-Menten.
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antilipasa (Figura 18, a y b). Para las demas pruebas inmunolégicas se
trabajé con el anticuerpo conejo antilipasa.

En la Figura 19, se muestra la inmunoelectrotransferencia que se
hizo para el reconocimiento de la lipasa a través del anticuerpo. En la
parte tefiida con amido black (carriles c y d), se observan 3 bandas de
proteina presentes en el sobrenadante de cultivo de Pseudomonas
aeruginosa (PAO RO) con un peso molecular de 54, 39 y 30 kDa
respectivamente y 2 bandas de proteina de un peso de 54 y 39 kDa que
conforman el pico | eluido de la columna de filtracion en gel. De lo
anterior, el anticuerpo conejo antilipasa muestra una reaccibn cruzada con
el LPS presente en el sobrenadante de cultivo aunque se observa el
reconocimiento parcial de la banda de proteina de 54 kDa (carrii b). Tal
reconocimiento de fa banda se observa mejor cuando se preadsorbe el
anticuerpo contra el LPS a partir de la cepa de Pseudomonas aeruginosa
PAO 2003 que es una cepa lipasa (-) (carril a), aunque en el perfil de
reconocimiento observamos el prendimientc de una banda mas de alto peso
molecular que quizas podria ser del mismo LPS. Cabe mencionar, que la
banda de 39 kDa que se observa en el pico | eluido de la cromatografia de
filtracién en gel no parece ser reconocida por el anticuerpo.

Los resultados de la inmunoprecipitacion se muestran en la Figura
20, donde el perfil de elucion de la columna por afinidad de sefarosa 48-
proteina A nos indica la salida de un primer pico que corresponde a la
proteina sérica que no se pegd a la columna y la aparicion de un segundo
pico al lavar con Tris-glicina pH 3.0 para eiuir el complejo Ag-Ac
neutralizando la reaccibn con amortiguador Tris-HCI (pH 8.0) 1 M. Siendo
este Gitimo pico el que muestra una recuperacion de la actividad lipolitica
del 50% aproxitmadamente, un 20% mas se recupera en el primer pico que
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Figura 18.- Titulo de antisueros antilipasa por inmunodifusion
(Ouchterlony). Ensayos: a) Antisuero I raton antilipasa con un
titulo de 1:10; b) Antisuero de coneyn antlipasa con un titulo-
de 1:160.
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Figura 19.- Inmunoelectrotransferencia (Western blot) en gel de
poliacrilamida al 7.5% en condiciones reductoras. Carriles:-A y D)
Pico1 eluido de la columna de filtracion en gel; B y C) Sabrena-
dante del cultivo de Pseudomonas aeruginosa (PAO-RO); E) Mar-
cadores de peso moilecular: conatbumina (80 kDa), albimina --
(67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anhidrasa carbonica (30 kDa),
lisozima (15 kDa). Los carriles A y B fueron incubados con el an-
ticuerpo de conejo antilipasa previamente preadsorbido y reve-
lados con un anticuerpo chivo anticonejo acoplado a peroxidasa;
los carriles C, D y E se tineron con amido black.
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Figura 20.- Gréfica que muestra el perfil de elucién obtenido de la
cromatografia de afinidad para la inmunoprecipitacion del complejo
antigeno-anticuerpo y su respectiva actividad lipofitica.



corresponde a2 una pequeiia porcion del complejo Ag-Ac que no fue retenido
posiblemente por saturacién de la proteina A y el 30% restante suponemos
que se pierde en la columna. La Tabla 7 muestra fos datos de recuperacion.

Al hacer e! anilisis electroféretico en un gel de poliacrilamida al
7.5% de los picos obtenidos de la cromatografia por afinidad se observa
una banda de proteina de 67 kDa en el primer pico que evidentemente es
una proteina sérica del suero de conejo (Figura 21, carril d). Asimismo
dentro de la misma figura anterior pero en los carriles ey f, se observa la
presencia de dos bandas de protetna, una de 65 kDa y otra de 39 kDa
respectivamente que se recuperarén del pico eluido con Tris-gticina pH
3.0.
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Tabla 7.~ Inmunoprecipitacién de la lipasa de P.aeruginosa PAO-RO.

Volimen Proteina Actividad Recuperacion
(mi) Total {(mg) Total (U) %)
Sn* 0.5 0.260 2.500 100.00
Pico {** 5.0 0.652 0.508 20.32
Pico |I*** 5.0 1.063 1.152 46.08

*  Sobrenadante dc cultivo de P.aeauginoasa PAO-RO concentrado (3X).
**  pjco eluido con amortiguador Tris-HC1l (pH 8.0) 100 mM.
%% pjco eluido con glicina-HC1l (pH 3.0) 100 mM.
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Figura 21.- Patréon electroforético en gel de poliacrilamida al 7.5%
en condiciones no reductoras de la inmunoprecipitacion de la lipasa
producida por Pseudomonas aeruginosa. Carriles: A) Marcadores de
peso molecular: conalbtimina (80 kDa), albamina (67 kDa), ovoalbimina
(43 kDa), anhidrasa carbénica (30 kDa), Lisozima (15 kDa). B) Sobrena-
dante del cultivo de Pseudomonas aeruginosa (PAO-RO). C) Suero de
conejo antilipasa. D) Complejo Ag-Ac. E y F) Pico de elucion obtenido
con glicina pH 3.0.
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DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es un patbgeno oportunista que excreta
varias enzimas, 3 de las cuales poseen actividad lipolitica: una
fosfolipasa C extracelular, una esterasa unida a membrana y una lipasa
éxtracelular (54). De ahi que en nuestro grupo estamos interesados en
estudiar el posible uso en detergentes de una de las lipasas de éste
microorganismo.

La enzima lipasa, es excretada dentro del medio de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa (PAO-RO) acomplejada de un carbohidrato de tipo
LPS. Esto mismo, sucede para otras lipasas producidas por Staphylococus
aureus (59) y Pseudomonas fluorescens (13); asi como en otras cepas de
Pseudaomonas aeruginosa (6).

Esta enzima, obtenida del sobrenadante del cultivo bacteriano del
cual, se midié actividad lipolitica en presencia de tributirina para e! cual
se reporta una actividad de 3.5 U/ml a 55°C pH 8.5 y con p-NPP se obtuvd
una actividad de 1.8 U/ml a 50°C pH 8.5. Asimismo, se observaron tres
bandas de actividad lipolitica con el ensayo de actividad in situ, las cuales
corresponden de acuerdo al anilisis electroforético del sobrenadante a una
proteina de 250 kDa, a una de 65 kDa y a una de 39 kDa.

La enzima se paso a través de una columna de sepharosa 4B-CL que
de acuerdo a lo obtenido en la cromatografia realizada, la lipasa se
purificé 7 veces con una recuperacidn de la actividad enzimatica del 17%
aproximadamente una constante catalitica (kcat) de 6.98 x 105 min-?
{para tributirina) y una de 3.604 x 105 min-1 (para p-NPP). Hecho el
anilisis del pico | por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 7.5% en

condiciones no reductoras se observaron dos bandas de proteina reportando
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un peso molecular de 65 y 39 kDa respectivamente, cuyos pesos se ven
reducidos por un efecto del B-mercaptoetanol teniendo ahora que la
proteina de 65 se reduce a 54 kDa y la de 39 a 30 kDa. Dicho peso
molecular puede variar de acuerdo al grado de agregacién que presente la
enzima (18).

La proteina de 54 kDa obtenida es similar a otra lipasa reportada
como la de Pseudomonas fluorescens (MC50) (55 kDa) (6), pero
substancialmente diferente a lo reportado para otras lipasas del género
Pseudomonas (29 kDa a 40 kDa) o de otras bacterias como Staphylococcus
aureus (70 kDa) y Staphylococcus hyicus (86 kDa) (32,35,59). Mientras que
el pl de 6.1 reportado para esta proteina no coincide con lo dicho por Stuer
y col. 1886 (54), el cual observo un pl de 5.8 y un peso molecular de 29 kDa
para la lipasa de Pseudomonas aeruginosa (PAC 1R) datos muy similares al
pl y peso molecular obtenidos para la segunda proteina que se observa al
analizar el pico | por electroforesis. Lo anterior, nos hace pensar que la
proteina de 54 kDa es muy diferente a la reportada por la literatura y por
lo tanto, se trate de otro lipasa y que la proteina de menor peso molecular
sea producto de degradacion de esta o bien, que esta altima sea la lipasa
que reporta Stuer y col. 1986 (54), ya que la cepa PAQO-2003 de
Pseudomonas aeruginecsa tiene esta lipasa y por !o tanto, cuando se
transformo dicha cepa con la introduccidon del plasmido RO que lleva la
informacion de la cepa original (IGB-83) debe de tener las dos lipasas de
las cuales solo la lipasa de 54 kDa muestra una mayor actividad que la de
30 kDa en condiciones de altas ternpcraturas y pH's alcalinos.

Con el efecto de los parametros fisicoquimicos en la actividad
enziméatica se observd que a medida que se aumenta la temperatura, la

velocidad de reaccién aumenta hasta llegar a un éptimo (55 C) y posteriol
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a ello Ia actividad de la enzima disminuye por inactivacion térmica como
sucede con la mayoria de las reacciones enzimaticas. En el efecto de la
temperatura sobre la estabilidad de !a enzima se nota también una
tendencia a la disminucion de la actividad, !o que se explica quizas a que
los enlaces hidrofobos, idnicos y electrostaticos se debilitan con el calor
Yy un aumento en la energia cinética permite en conjunto la rotacion de las
uniones, lo que podria cambiar la posicion normal de los grupos radicales
importantes. Ademés debido a que la energia de activacion es
considerable, los efectos de la temperatura suelen ser drasticos y por lo
tanto, el rango de operacibn de la enzima es limitado y fuera de él, la
desnaturalizacion de la proteina es casi total.

El efecto del pH nos proporciona una informacion valiosa c¢on
respecto a la naturaleza de la enzima y al sitio activo en particular con lo
cual, se puede ver que su mecanismo de reaccion 6ptimo es en zona bésica
(pH 8.5) teniendo una fuerte afinidad por sustratos insolubles (tributirina
en este caso) cuya actividad obtenida de 3.5 U/ml al pH indicado es 2
veces mayor que la actividad mostrada para un sustrato soluble a las
condiciones optimas que estdn en zona acida (pH 6.5). Por lo tanto, la
lipasa estudiada muestra dos pH's optimos, lo que nos dice que esta
enzima muestra una caracteristica de esterasa (afinidad por sustratos
solubles) y una de lipasa verdadera (afinidad por sustratos insolules).

Es necesario insistir en que el pH al cual la lipasa alcanza su
méaxima actividad (pH 8.5 para tributirina y pH 6.5 para p-NPP} no
necesariamente debe de coincidir con el pH al que se observa su méaxima
estabilidad.

Del efecto en la actividad lipolitica de detergentes anidénicos como

el SDS y el dodecil bencen sulfonato podemos decii que de acuerdo a lo
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reportado por Andree y col. 1980 (2) para el dodecil bencen suifonato a una
concentracion de 0.4 mg/mi donde la actividad se ve inhibida hasta en un
60%, es logico el resultado que obtuvimos nosotros (datos no mostrados)
para éste mismo surfactante dado que la minima concentracibn que
probamos fue de 50 mg/ml donde practicamente la actividad lipolitica se
inhibi6. Esto comparado con lo anterior, nos dice que nosotros usamos 100
veces mas de surfactante que lo hasta ahora reportado. Pero sin embargo,
con SDS la actividad recuperada después de 30 minutos de incubacion fue
bastante buena manteniendose estable hasta una concentracion de 150
mg/ml, sin mostrar un cambio significativo en la actividad lipolitica.

En los detergentes catidnicos como el cetil piridinium, se encontro
que la enzima es estable en el surfactante después de 30 y 60 minutos
hasta una concentracién de 150 mg/ml al no haber una variacién
significativa de la actividad con respecto al control. Ademas, se puede
apreciar que el surfactante aumenta la solubilidad dei sustrato, lo cual se
ve reflejado en la elevada actividad lipolitica.

Para el caso del detergente zwiterionico CHAPS, sucede el mismo
efecto que el anterior con respecto a la solubilidad del sustrato pero lo
mas importante es la excelente estabilidad que muestra la enzima después
de un periodo de incubacidon de 30 y 60 minutos respectivamente donde
practicamente no Se aprecia una variacién de la actividad lipolitica con
respecto al control.

Con tritobn X-100 (detergente no ibnico), la enzima muestra una
estabilidad aceptable después de 30 minutos de incubacidon hasta una
concentracion de 100 mg/mi con respecto a la actividad inicial. No asi,
después de 60 minutos de incubacion donde la actividad disminuye

considerablemente.
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A pesar de que la actividad lipolitica se inhibe en un 50% con
respecto a la inicial en presencia de los tripolifosfatos de sodio, la
actividad de la enzima se mantiene estable a cualquier concentracion
usada después de un periodo de incubacion de 30 y 60 minutos con dicho
compuesto.

Por dltimo, dentro del bloque de detergentes, podemos ver que la
actividad lipolitica en presencia de un detergente comercial (ARIEL) se ve
fuertemente estimulada a la concentracién de 50 mg/ml teniendo un
incremento aproximado del 60% con respecto a la actividad inicial.
Mostrando el mismo patrén de actividad después de 30 y 60 minutos de
incubar la lipasa con el detergente a la misma concentracion. Sin embargo,
aunque la actividad disminuye conforme se aumenta la concentracion, la
lipasa sigue mostrando una buena estabilidad a los tiempos de incubacidén
establecidos; pues la variacidon que pueda existir con respecto a la
actividad lipolitica es minima. Con el resultado anterior podemos decir
que la enzima muestra una buena estabilidad a todos los componentes de
este detergente incluyendo las proteasas. L.o que nos lleva a la conclusion
de que la lipasa de Psevudomonas aeruginosa es un buen candidato para su
empleo en la elaboracién de detergentes .

Si consideramos que el valor de Km de una enzima generalmente es
bajo (10-1 a 10-6 M); cuanto méas peguefio es, nos indica que la enzima tiene
mayor afinidad por su sustrato y, por lo tanto, su union es mas fuerte. De
esta forma, con los resultados obtenidos de las constantes cinéticas y
comparandolos con los de la literatura podemos decir que el valor de Km
determinado para p-NPP es un valor pequefio y por ende la enzima muestra
una afinidad por el sustrato; afinidad que no podemos decir si es baja o

alta comparada con la afinidad que pudiera tener la enzima con el otro
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sustrato empleado para el cual no se determinaron las constantes
cinéticas. Pero si podemos decir que el valor de Km = 0.0103 M
determinado para el sustrato en cuestién es mas grande que el que reporta
Douglas, H (1991) (11) para trilaurina como sustrato y por lo tanto la
unién de la enzima con p-NPP no es tan fuerte.

De ios anticuerpos policlonales obtenidos, se reportd un titulo de
1:10 y de 1:160 para el anticuerpo ratén antilipasa y el anticuerpo conejo
antilipasa respectivamente. Siendo este dltimo el que se caracterizé a
través de las pruebas de inmunoelectrotransferencia e
inmunoprecipitacién para determinar el grado de pureza de la enzima. De
esto resultd que el anticuerpo cohiejo antilipasa a traves del patron
obtenido por inmunotransferencia, solo reconocidé una proteina de 54 kDa
la cual corresponde a una de las dos proteinas que conforman el pico | de
la cromatografia de filtracion en gel que se realizé. Sin embargo, el
anticuerpo también reconoce una banda de mayor peso molecular que no se
reveld en el control de proteina tefiido con amido black, lo que nos hace
suponer que dicha banda corresponde a una porcion del LPS asociado a la
proteina el cual (como se menciond en la seccidn de resultades), al ser
altamente inmunogénico mostré una reaccién cruzada muy alta con el
anticuerpo. Por tal razon, aunque el anticuerpo se preadsorbio contra el
[.PS esté reconociendo aigo de lo que no se haya preadsorbido.

Finaimente, después de inmunoprecipitar la lipasa unida al
anticuerpo se recuperd un 50% aproximadamente de la actividad lipolitica
al eluir el complejo Ag-Ac con glicina-HCl 100 mM pH 3.0 y al hacer el
analisis electroforético en un gel! de poliacrifamida al 7.5% en condiciones
no reductoras de esta fraccion, se observd que existe una proteina de 65

kDa y una de 39 kDa. Lo anterior nos demuestra que el anticuerpo conejo
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antilipasa esta reconociendo dos proteinas que pueden ser dos lipasas
diferentes o la proteina de 39 kDa sea un producto de degradacidon de la
proteina de 65 kDa o que la proteina de bajo peso molecular sea un
contaminante.

De esta forma, con la caracterizacibn del anticuerpo conejo
antilipasa se pudo verificar la pureza de la enzima. Sin embargo, nos
vimos limitados para ello por la presencia del LPS que esta asociado con
la enzima. Pero, a pesar de ello en todos los analisis electroforéticos que
se hicieron del pico | (Cromatografia de filtracién en gel) y del pico i
(obtenido de la columna de afinidad que se uso para inmunoprecipitar el
complejo Ag-Ac), asi como en la inmunoelectrotransferencia siempre se
observaron dos bandas de proteina de las cuales al parecer el anticuerpo
conejo antilipasa reconoce sélo una proteina bien definida (54 kDa).
Asimismo, los anticuerpos policlonales permiten la deteccion de la lipasa
en otros microorganismos transformados y pueden servir como un segundo
método de purificacion por afinidad.

Hasta ahora, con la realizacién de la caracterizacion bioquimica de
la enzima lipasa de Pseudomonas aeruginosa podemos decir que la enzima
reune al menos las principales caracteristicas que una enzima debe
mostrar para su posible uso en detergentes. Ante esto, la lipasa de
Pseudomonas aeruginosa (IGB-83), se perfila como un fuerte candidato

para su empleo en detergentes.
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CONCLUSIONES.

1,- Con la caracterizacién bioquimica de la lipasa de Pseudomonas
aeruginosa (IGB-83) se logrd establecer que dicha enzima muestra las
caracteristicas de;

a) Activa a pH's alcalinos (pH 8.5),

b) Termorresistente (55°C),

c) Estable a la presencia de proteasas.

Por lo tanto, esta enzima puede ser un candidato para su posible
uso en detergentes al presentar dichas caracteristicas que son necesarias

para cualquier enzima que se desee usar en la elaboracién de detergentes.

2.- Con la obtenciébn de los anticuerpos policlonales antilipasa de
ratdbn y conejo se cuenta con una herramienta mas para caracterizar a la
enzima lipasa a partir de la cepa original o bien, en microorganismos
transformados los cuales, tienen clonado el gen de la lipasa. Ademas se
puede contar con un sistema de purificacion por afinidad con los

anticuerpos para separar la lipasa de otras proteinas contaminantes.
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APENDICE

MEDIO FAM
Sales 100 ml
Trazas 2.5 ml
Agar 1.5¢gr

Aforar a 1000 ml con agua destilada ajustando el pH a 7.5 con NaOH
0.1 N, esterilizando en autoclave a 15 |b. de presion por 20 minutos,

SALES
Se prepard una solucion 10X,
NaNO3; 100 mM
KH2P04 41 mM
NaHPO4 160 mM
K2504 9.8 mM
MgSO4 1.5mM
CaCli; 0.6mM
EDTA + Fer++ 0.1 mM

Aforar a 1000 m! con agua destilada.

TRAZAS
ZnS0O4 0.8 mM
MnSO4 1.1 mM
H3B0; 0.9 mM
CuSO4 6.0 mM
Na;Mo0Q, 0.2 mM
CoCl; 0.2 mM
Ki 0.4 mM
EDTA + Fe++ 0.3 mM
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ALIR pr i o Fpr

BIBLioTEgy
FeSO4 0.1 mM
NiCl, 1.7 mM
H2504 0.8 mM

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

MEDIO LB (Luria-Bertani)

Bacto-triptona o Peptona de caseina 10 gr
Extracto de levadura S5ar
NaCli 1.7 mM
Agar 1.5 gr

Aforar a 1000 mi con agua destilada ajustando el pH a 7.5 con NaOH
0.1 N, esterilizando a 15 Ib. de presion por 20 minutos,
SOLUCION SATURADA DE DIAMINOBENZIDINA (SOLUCION /DAB)

Amortiguador de Fosfato de Sodio 10 mi
DAB 6 mg

La solucidn es estable por pocas horas (preparar al momento de
usarse).
SOLUCION DE Co-Ni 1%

CoCl 0.25 gr
NiCl 0.25 gr

Disolver en 5 mi de agua desionizada cada reactivo por separado. Ya
disueltos mezclar ambas sales y aforar a 25 ml. Esta solucion es estable
por tiempo indefinido a 4 C.



SOLUCION DE H,0> 1%

Peroxido al 30% (Sol. comercial) 334
H>0 desionizada 970 ut

SOLUCION DE REVELADO

Solucién lI/DAB 10 mi
CoNi 1% 300 !
Ha202 1% 50 u

70



REFERENCIAS.

1.- Ahern, T.J. and Klibanov, M. The Mechanism of Irreversible Enzyme
Inactivation at 100°C. Science (1985): 228: 1280-1284.

2.- Andree, H., Miller, RW. and Schmid, D.R. Lipases as Detergent
Components. J. Appl. Biochem, (1980): 2: 218-229.

3.- Arnold, G.R., Shanani, M and Dwivedi B. Application of Lipolytic
Enzymes to Flavor Development in Diary Products. J. Dairy Sci. (1975): 58:
(8): 1127-1143.

4.- Aunstrup, K. Production, lsolation and Economics of Extracellular
Enzymes. Appl. Biochem. Bioeng. (1979): 2: (2): 27-69

5.- Bahn, M. and Schmid, R.D. Enzymes for Detergents. Biotec. (1987):. 1:
119-130

6.- Bozoglu, F., Swaisgood,E.H. and Adams, M.D.Jr . lIsolation and
Characterization of an Extracellular Heat-Stable Lipase Produced by
Pseudomonas fluorescens MCS0. J. Agric. Food. Chem (1984): 32: 2-6

7.- Bradford, M.M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitative of
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein Dye-
binding. Anal. Biochem. (1976): 72; 248-254.

8.- Cadieux, J. Kuzio. J. Micazzo, H.F. and Kropinski, M.D. Spontaneus
Release of Lipopolysacharide by Pseudomonas aeruginosa J. Bacteriol
(1983):155: (2): 817-825

9.- Coleman, W. La Biologia en el Siglo XIX. Editorial Fondo de Cultura
Economica. México. (1980). pp. 219-220; 229-230.

10.- Customizing lipases for Industrial Process<ing. Biotechnology

Bulletin (1987): 6: (1).

11.- Douglas, A.M.; Prausnitz, M.J. and Blanch, W.H. Kinetics of Lipase-

71



Catalysed interesterification of Triglycerides in Cyclohexane. Enzyme
Microb. Technol. (1991): 13: 98-103.

12.- Douzou, P, Las Biotecnologias. Editorial Fondo de Cultura Econobmica.
México. (1980). pp. 93-95.

13.- Dring, R. and Fox, P.R., Purification and characterization of a heat-
stable lipase from Pseudomonas fluorescens AFT 29. Ir. J. Fd Sci. Technol.
(1983):7: 157-171.

14.- Fisher, E£.B. and Kleber, P.H. Isolation and Characterization of the
Extracellutar Lipase of Acinetobacter calcoaceticus 69V. J. Basic
Microbiol (1987): 27: (8): 427-432.

15.- Fujii, T., Tatara, 7. and Minagawa, M.. Studies on Application of
Lipolytic Enzyme in Detergency I. 4. Amer. Oil Chem. Soc. (1986): 63: (6):
796. '

16.- Fukumoto, J.; iwai, M. and Tsujisaka, Y. Studies on Lipase. |.
Purification and Crystallization of a Lipase Secretecl by Aspergillus niger.
J. Gen. Appl. Microbiol. (1964): 9: 353-361.

17.- Gilbert, J.E.; Drozd. W.J. and Jones, W.C. Physiological regulation and
optirnization of lipase activity in Pseudomonas aeruginosa EF-2. J.
General Microbiology (1991): 137: 2215-2221.

18.- Gilbert, J.E.; Cornish, A. and Jones, W.C. Purification and properties
of extracellular lipase from Pseudomonas aeruginosa EF-2. J. General
Microbiology (1991): 137: 2223-2229.

19.- Godfrey, T. and J. Reichelt. Industrial enzymology: The application of
enzymes in industry. The Nature Press, New York. (1983). pp. 1-7.

20.- Gormsen, [., Huge-Jensen, B., Christensen, T., Boel, [. and Stentcbjerg-
Olesen, B. lipolase. A Microbial Lipase for Detergents, Developed by
Application of r-DNA Techuipie. Novo Industii A/S. BSO'ATR D-881372.

72



(1988). (Patente. USA)

21.- Haehu, H. Bioquimica de las fermentaciones. Editorial Aguilar Madrid
Espafa. (1956). pp 26, 28, 31, 35-37.

22.- Han, D. and Shick, R.J. Characteristics of Lipase-Catalyzed
Hydrolysis of Olive Oil in AOT-Iscoctane Reversed Micelles. Biotech. &
Bioeng. (1986): 28: 1250-1255.

23.- Han, Y.W. and Anderson A. Semisolid Fermentation of Ryegrass Straw.
Appl. Microbiol. (1975): 30: 930-934.

24.- Harlow, Ed. and Lane , D. Antibodies: A laboratory manual. Col
Spring Harbor Laboratory. (1988). USA.

25.- lwai, M. and Tsujisaka, Y. The Purification and the Properties of
three Kinds of Lipases from Rhizopus delemer. Agr. Biol. Chem, (1974): 38:
(6): 1241-1247.

26.- Jiger, EK. and Winkles, V.K. The Effect of Native and Modified
Hyaluronate upon the Formation of Exolipase by Pseudomonas aeruginosa.
FEMS Microbiol. Lett. (1983): 19: (1): 59-63,

27 .- Johnson, D.A.; Gautsch, JW. and Elder, J.H. Improved Technique
Utilizing Nonfat Dry Milk for Analysis of Proteins and Nucleic Acids
Transferred to Nitrocelluiose. Gene Anal. Tech. (1984): 1: 5-8.

28.- Kilara, A. Enzyme-Modified Lipid Food Ingredients. Proc. Biochem.
Abr, (1985): 35-45.

29.- Kokusho, Y.; Machida, H. and Iwasaki, S. Studies on Alkaline Lipase:
Isolation and ldentification of Lipase Producing Microorganisms. Agr.
Biol. Chem. (1982): 46: (5): 1159-1164.

30.- Kouker, G. and Jaeger, E.K. Specific and Sensitive Plate Assay for
Bacterial Lipases Appl. Envir. Microbiol. (1987): 53: (1) 211-213

31. Krussman,H. and Bercovici, R.  Detergency by surfactant/cosurfactant

7°



systems. J. Chem. Tech. Biotechnol. (1991): 399-408.

32.- Kugimiya, W.; Otani, Y.H.; Hashimoto, Y. and Takagi, Y. Molecular
Cloning and Nucleotide Sequence of the Lipase Gene from Pseudomonas
fragi. Biochem. Biophys. Res. Commun. (1986): 141: (1): 185-190.

33.- Kuno, H. and Kihara, K.H. Simple Microassay of Protein with Membrane
Filter. Nature (1967); 215: 974-

34.- Laemmli, E.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of
the head bacteriophage T4. Nature (1970): 227: 680-685.

35.- Lee, CY. and landolo, J.J. Lysogenic conversion of staphylococcal
lipase is caused by insertion of the bacteriophage L54a genome into the
lipase structural gene. Journal of Bacteriology (1986): 166: 385-391.
36.- Lopez-Munguia, A. En Prospectiva de la Biotecnologia en México,
Fundacion Javier Barros Sierra/CONACYT. México.(1985). 24: 265.

37.- Lopez-Munguia, A. y Quintero, R, Tecnologia Enzimatica: aplicaciones
en alimentos y medicina. Universidad Nacional Autonoma de Meéxico,
Meéxico, (1987). pp 29-35.

38.- Lu, J.Y.; Liska, J.B. Lipase from Pseudomonas fragi. Il. Properties of
the Enzyme. Appl. Microbiol. (1969): 18: (1): 108-113.

39.- Macrae, A.R. and Hammond R. Present and Future Applications of
Lipases. Biotechnology and Genetic Engineering Reviews.(1985): 3: 193-
217.

40.- Merril, C.R.; Goldman, D. and Van Keuren, M.L. Gel Protein Stains:
Silver Stains. In: Methods in Enzymology (1984): 104: 441-447,

41.- Nahas, E. Control of Lipase Production by Rhizopus oligosporus Under
Various Growth Conditions. Journal of General Microbiol.(1988): 134: 227-
233.

42.- Nishio, T.,Chikano T. and Kamimura M. Purification and some

74



Properties of Lipase Produced by Pseudomonas fragi 22.398 Agr. Biol.
Chem.(1987): 51: (1): 181-186

43.- Norin, M., Boutelje J., Holmberg E. and Hult K. Lipase irnmobilized
by absorption. Effect of Support Hydrophobicity on the reaction rate of
esther synthesis in ciclohexane. Appl. Microbiol. Biotecnol. (1988): 28: 527-
530.

44.- Okumura, S.; lwai, M. and Tsujisaka, Y. Positional Specifities of Four
Kinds of Microbial Lipases. Agr. Biol. Chem. (1976): 4C; (4): 655-660.

45.- Pal, N,, Das, S. and Kundu, K. Influence of Culture and Nutritional
Conditions on the Production of Lipase by Submerged Culture of
Aspergillus niger. J. Ferment. Technol. (1978): 56: (6): 593-598.

46.- Portoles, A.A. La Céluta Bacteriana. Cditorial Aguilar. Madrid, Espafa.
(1959). pp. 279-289.

47.- Quintero, R.R. Prospectiva de la Biotecnologia en México. Fundacién
Javier Barrios Sierra / CONACyT. México. (1985).

48.- Quintero, R.R. Ingenieria Bioquimica: Teoria y Aplicaciones. Editorial
Alhambra Mexicana. México.

49 _- Segel, H.). Biochemica! Calculations. John Wiley & Sons, Inc. New
York, USA. (1976): 4: 208-327.

50.- Seitz, W.E. Industrial Applications of Microbial Lipases: A Review. ).
Amer. Oil Chem. Soc. (1974): 51: 1216,

51.- Semeriva, M., Benzonana G. and Denuelle, P. Some properties of a
Lipase from Rhizopus arrhizus. Separation of a glycopeptide bound to the
Enzyme. Biochem Biophys Acta (1969): 191: 598-610.

52.- Scriban, R.  Biotecnologia. £l Manual Moderno. México. (1985): G:
242-281,

53.- Shabtai, W. and Mishne, D.N. Production, Purification and Properties

75



of a lipase from a bacterium (Pseudomonas aeruginosa YS-7) capable of
growing in water-restricted environments. Appl. Enviro. Microbiol. (1992):
58: (1): 174-180.

54.- Stuer, W., Jaeger, E.K. and Winkler, K.V. Purification of Extracellular
Lipase from Pseudomonas aeruginosa . J. Bacteriol. (1986): 168: (3): 1070-
1074.

55.- Sugiura, M. and Isobe, M. Studies on the Lipase of Chromobacterium
viscosum. . Purification of a Low Molecular Weight Lipase and Its
Enzymatic Properties. Biochim. Biophys. Acta. (1974): 341: 195-200.
56.- Sugiura, M. and Isobe, M. Effects of Temperature and State of
Substrate on the rate of hydrolysis of glycerides by Lipase. Chem. and
Pharm. Bull. (1975); 23: 681-682.

57.- Tamayo, L.E. Caracterizacién microbiolégica de cepas bacterianas
productoras de enzimas lipasas capaces de ser usadas en la elaboracion de
detergentes. Tesis de Licenciatura (1989). México. Universidad Nacional
Auténoma de México.

58.- Tomisuka, N.; Ota, Y. and Yamada, K. Studies on Lipase from Candida
cylindracea. Part I. Purification and Properties. Agr. Biol. Chem, (1966);
30: (6): 576-584.

59.- Tung A.S., Ju, S.T., Sato S. and Nisonoff. Production of large amounts
of antibodies in individual mice. J. Inmmunol. (1976): 116: 676-681.

60.- Tyski, S., Hryniewicz, W. and Jelaszewicz, J. Purification and some
properties of the Staphyloccocal extracellular lipase. Biochem. Biophys.
Acta (1983a): 749: 312-317.

61.- Van Ort, M.G.; Deever, A.M,; Dijkman, R.; Tjeenk, M.L.; Verheij, H.M.; De
Haas, G.H.; Wenzing, E. and Gotz, F. Purification and substrate specificity
of Staphylococcus hyicus lipase. Biochemistry (1989): 28: 9278-9285.

76



62.- Winkhans, H.D. The Detergent an Cleanser Market in Europe. Chimica
0ggi. Octubre (1987). pp. 41-46.

63.- Winkler, U. and Stuckmann, M. Glycogen, Hyaluronate, and Some Other
Polysacharides Greatly Enhance the Formation of Exolipase by Serratia
marcescens, J. Bacteriol. (1979): 138: (3): 663-670

64.- Yamame, T. Enzyme Technology for the lipids Industry: An Enginering
Overview. J.Amer.Oil Chem. Soc. (1987): 64:(12):1657-1662.

77



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Material y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Apéndice
	VIII. Referencias



