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Abstract

This thesis concerns the studies on a lipase from a halophilic bacterium, Marinobacter

sp. EMB5. The major part of the work deals with lipase production and optimization, along

with its purification and characterization. The aggregation tendency of the lipase, being a

unique feature among halophilic enzymes has also been studied in detail. In addition to that,

the halophilic adaptations of the strain using a proteomics approach and its comparison with

the proteomic profile of a non-halophilic system also form an important part of the thesis.

Halophilic bacteria are a relatively important group of extremophilic microbes that

thrive in presence of high concentration of salts. In recent years, there is an increasing interest

in their lipase for use in industrial enzymology as they have shown remarkable solvent

stability. The halophilic strain EMB5, isolated from the marine waters of Kozhikode, Kerala

was selected as a source for lipase.

A preliminary characterization of the strain and its lipase was done. The strain was

found to be moderately halophilic, and was identified as Marinobacter sp. using 16S rRNA

gene sequencing. The lipase produced by the strain was found to be stable in a wide range of

organic solvents.

To enhance the production level of this lipase, medium optimization was carried out

by one-at-a-time approach. Optimization enhanced lipase production by 40.0 fold over that of

un-optimized media. Starch as the carbon source (10.0 g/L), peptone, (8.0 g/L) and yeast

extract (5 g/L) as nitrogen and vitamin sources, gum arabic (1 g/L) as the surfactant, olive oil

(5 mL/L) as the inducer, MgSO4 (0.039 g/L) and FeSO4 (0.0001 g/L) as metal ions, NaCl-

KCl (40 g/L and 10 g/L) as salts in culture media (pH 9.0) and inoculum of 4 % (v/v) were

determined as optimum conditions for lipase production.
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During early purification attempts it was realized that the Marinobacter sp EMB5

lipase had a tendency to aggregate. In order to understand the aggregation tendency of the

EMB5 lipase, the effect of different additives and process conditions were studied on

aggregation. Molecular weight of the aggregates was determined to be 180 kDa by using

size-exclusion chromatography. While molecular weight of the disaggregated monomer was

established to be 10 kDa using same method, suggesting octadecamer units in aggregates.

The morphology revealed by electron microscopy showed irregular aggregates which were

prone to disintegration in presence of high concentration of 2-propanol. This disaggregation

using 2-propanol also resulted in a drastic decrease in the enzyme activity. However,

disaggregated form showed better structural integrity compared to aggregated form of

enzyme as suggested by secondary and tertiary structure analysis of the lipase protein. It

emerged from these studies that the aggregates were products of random non-specific

association between lipase molecules and were important for the hydrolytic activity of the

lipase.

Marinobacter sp. EMB5 lipase was purified 28.2 fold with 5.6 % recovery by

ultrafiltration and Sephacryl S-200 gel filtration chromatography. It was recovered in the

form of aggregates. The relative molecular mass of enzyme was estimated to be ~82 kDa. It

preferred medium chain fatty acid ester (C8) as substrate. The purified EMB5 lipase

exhibited Km: 1.43 µM and Vmax: 1.43 µmol/mL/min towards p-nitrophenyl octanoate

(pNPO) as substrate. The lipase was most active at 50 ºC and pH 8.5. The EMB5 lipase was

remarkably stable in hydrophobic organic solvents and majority of the detergents tested.

In an attempt to study the proteins responsible for halophilic adaptation in

Marinobacter sp. EMB5, a two dimensional gel electrophoresis-based proteomics approach

was adopted. The intracellular proteome was extracted from the cells prior exposed to
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optimum and less-than-optimum NaCl concentrations. Overall, there was a 32 % reduction in

protein expression levels under sub-optimal NaCl concentration. This indicates that a

significant proportion of proteins expressed in the cell were involved in adaptation to a high

salt environment.

Since organic solvents are known to mimic high salt conditions in the proximity of

proteins, therefore a non-halophilic, organic solvent tolerant bacterial system was also chosen

for studying the proteomic adaptation in presence of organic solvents. Pseudomonas

aeruginosa PseA, an established organic solvent-tolerant strain was taken as the model

system and the changes were studied at the level of membrane and extracellular proteome in

the presence and absence of organic solvents. The studies revealed that the outer membrane

porins, structural protein like flagellin and stress-induced proteins such as GroEL and

superoxide dismutase were significantly affected in cells exposed to organic solvents.

The present study focuses on extremophiles, which are interesting systems of study.

This work opens up new avenues of research into halophilic lipase aggregation and

extremophile proteomics.
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 तनाव औय इसकी राइऩसे का प्रायंभबक रऺण वणणन ककमा गमा था। तनाव भध्मभ 

हारकपभरक ऩामा गमा था, औय उसे भारयनोफैक्टय एसऩी के रूऩ भें ऩहचाना गमा था। 16 

एस आयआयएनए जीन अनुक्रभण का उऩमोग कयना तनाव से उत्ऩन्न भरऩेज काफणननक 

सॉल्वैंट्स की एक ववस्ततृ श्ृखंरा भें स्स्थय ऩामा गमा था। 



 

 

 इस राइऩेस के उत्ऩादन स्तय को फढाने के भरए, भध्मभ अनुकूरन एक-एक-सभम 

के दृस्टटकोण से ककमा गमा था। ऑस्टटभाइजेशन ने अप्रमुक्त भीडिमा के भुकाफरे 40.0 गनुा 

फढाकय राइऩेस उत्ऩादन फढामा। नाइट्रोजन औय ववटाभभन स्रोत, गभ अयफी (1 ग्रा / एर) के 

रूऩ भें काफोन स्रोत (10.0 ग्राभ / एर), ऩेटटाण, (8.0 ग्राभ / एर) औय खभीय ननकारने (5 

ग्राभ / एर) के रूऩ भें स्टाचण, जैतून का तेर ( 5 एभएर / एर) इंडिमस्टय के रूऩ भें, 

एभजीएसओ 4 (0.039 ग्राभ / एर) औय पेएसओ 4 (0.0001 ग्राभ / एर) के रूऩ भें धातु 

आमनों, NaCl-KCl (40 ग्राभ / एर औय 10 ग्राभ / एर) के रूऩ भें संस्कृनत भीडिमा (ऩीएच 

9.0 ) औय 4% (वी / वी) के inoculum lipase उत्ऩादन के भरए इटटतभ शतों के रूऩ भें 

ननधाणरयत ककमा गमा। 

 शुरुआती शुवि प्रमासों के दौयान मह भहसूस ककमा गमा कक भारयनोफकै्टय एसईएभ 

एम्फी 5 राइऩेस भें कुर भभराकय एक प्रवसृ्त्त थी। ईएभफी 5 राइऩेस की एकत्रीकयण प्रवसृ्त्त 

को सभझने के भरए, एकत्रीकयण ऩय ववभबन्न मोजक औय प्रकक्रमा की स्स्थनत का अध्ममन 

ककमा गमा। सभुच्चम के आणववक बाय को आकाय-फहहटकयण क्रोभैटोग्रापी का उऩमोग कयके 

180 केिीए होना ननधाणरयत ककमा गमा था। जफकक ऩथृक भोनोभय का आणववक बाय 10 

डिग्री केिीए सभान ववधध का उऩमोग कयके स्थावऩत ककमा गमा था, जफकक सभुच्चम भें 

ओकटैिकेय इकाइमों का सुझाव हदमा गमा था। इरेक्ट्रॉन भाइक्रोस्कोऩी द्वाया ऩता चरा 

आकृनत ववऻान अननमभभत सभुच्चम हदखाता है जो 2 प्रोऩेनॉर की उच्च एकाग्रता की 



 

 

उऩस्स्थनत भें ववघटन के भरए प्रवण थे। 2-प्रोऩेनॉर का उऩमोग कयने वारी मह असंतुरन बी 

एंजाइभ गनतववधध भें बायी कभी आई है। हारांकक, असंतटृत रूऩ भें एंजाइभ के सभग्र रूऩ की 

तुरना भें फहेतय संयचनात्भक अखिंता हदखामा गमा है जैसा कक राइऩेस प्रोटीन के 

भाध्मभभक औय ततृीमक संयचना ववश्रेषण द्वाया सुझाई गई है। मह इन अध्ममनों से उबया 

है कक सभुच्चम राइऩेस अणुओं के फीच मादृस्च्िक गैय-ववभशटट सहमोग के उत्ऩाद थे औय 

राइऩेस की हाइड्रोराइहटक गनतववधध के भरए भहत्वऩूणण थे। 

 भारयनोफैक्टय एसऩी ईएभफी 5 राइऩेस को 28.2 गुना शुि औय अल्ट्राकपल्टयेशन 

औय सेपैक्रीर एस -200 जेर ननस्ऩंदन क्रोभैटोग्रापी द्वाया 5.6% की वसूरी के साथ शुि 

ककमा गमा था। मह सभुच्चम के रूऩ भें वसूर ककमा गमा था एंजाइभ के रयश्तेदाय आणववक 

द्रव्मभान का अनुभान ~ 82 केिीए था इसे भध्मभ श्ृखंरा पैटी एभसि एस्टय (सी 8) को 

सब्सटे्रट के रूऩ भें ऩसंद ककमा गमा था। शुि ईएभफी 5 राइऩेस का प्रदशणन ककरोग्राभ: 1.43 

भाइक्रोग्राभ औय वीएभएक्स: सब्सटे्रट के रूऩ भें ऩी-नाइट्रोपेनीर ऑक्टोनेट (ऩीएनऩीओ) की 

तयप 1.43 μmol / एभएर / भभन। राइऩेस 50 डिग्री सेस्ल्समस औय ऩीएच 8.5 भें सफसे 

अधधक सकक्रम था। ईएभफी 5 राइऩेस हाइड्रोपोबफक काफणननक सॉल्वैंट्स भें ननस्श्चत रूऩ स े

स्स्थय था औय ऩयीऺण के अधधकांश डिटजेंट थे। 

 भैरयनोफैक्टय एसऩी भें हारोकपभरक अनुकूरन के भरए स्जम्भेदाय प्रोटीन का 

अध्ममन कयने की कोभशश भें ईएभफी 5, एक दो आमाभी जेर वैद्मुतकणसंचरन-आधारयत 



 

 

प्रोहटओभभक्स दृस्टटकोण अऩनामा गमा था। भयैीनोफैक्टय एसऩी के सऩंकण  भें आने वारी 

कोभशकाओं से इंट्रासेल्मुरय प्रोटीभ ननकारा गमा था ईएभफी 5 राइऩेस को 28.2 गनुा शुि 

औय अल्ट्राकपल्टयेशन औय सेपैक्रीर एस -200 जेर ननस्ऩंदन क्रोभैटोग्रापी द्वाया 5.6% की 

वसूरी के साथ शुि ककमा गमा था। मह सभुच्चम के रूऩ भें वसूर ककमा गमा था एंजाइभ के 

रयश्तेदाय आणववक द्रव्मभान का अनुभान ~ 82 केिीए था इसे भध्मभ श्ृखंरा पैटी एभसि 

एस्टय (सी 8) को सब्सटे्रट के रूऩ भें ऩसंद ककमा गमा था। शुि ईएभफी 5 राइऩेस का 

प्रदशणन ककरोग्राभ: 1.43 भाइक्रोग्राभ औय वीएभएक्स: सब्सटे्रट के रूऩ भें ऩी-नाइट्रोपेनीर 

ऑक्टोनेट (ऩीएनऩीओ) की तयप 1.43 μmol / एभएर / भभन। राइऩेस 50 डिग्री सेस्ल्समस 

औय ऩीएच 8.5 भें सफसे अधधक सकक्रम था। ईएभफी 5 राइऩेस हाइड्रोपोबफक काफणननक 

सॉल्वैंट्स भें ननस्श्चत रूऩ से स्स्थय था औय ऩयीऺण के अधधकांश डिटजेंट थे। 

 भैरयनोफैक्टय एसऩी भें हारोकपभरक अनुकूरन के भरए स्जम्भेदाय प्रोटीन का 

अध्ममन कयने की कोभशश भें ईएभफी 5, एक दो आमाभी जेर वैद्मुतकणसंचरन-आधारयत 

प्रोहटओभभक्स दृस्टटकोण अऩनामा गमा था। इंटयासेल्मुरय प्रोटीभ कोभशकाओं से ननकारा गमा 

था जो ऩहरे इटटतभ औय कभ-इटटतभ NaCl सांद्रता के साभने था। कुर भभराकय, उऩ-

इटटतभ NaCl एकाग्रता के तहत प्रोटीन अभबव्मस्क्त के स्तय भें 32% की कभी आई थी। 

इससे ऩता चरता है कक सेर भें व्मक्त प्रोटीन का एक भहत्वऩूणण अनुऩात उच्च नभक 

वातावयण के अनुकूरन भें शाभभर था। 



 

 

 चूकंक काफणननक सॉल्वैंट्स प्रोटीन के ननकट उच्च नभक की स्स्थनत की नकर कयन े

के भरए जाने जाते हैं, इसभरए काफणननक सॉल्वैंट्स की उऩस्स्थनत भें प्रोटॉभभक अनुकूरन का 

अध्ममन कयन ेके भरए एक गैय-हेरोकपभरक, काफणननक ववरामक सहहटणु फैक्टीरयमर भसस्टभ 

बी चनुा गमा था। स्मूिोभोनस एरुधगनोसा ऩीएसए, एक स्थावऩत काफणननक ववरामक-सहहटणु 

तनाव भॉिर प्रणारी के रूऩ भें भरमा गमा था औय ऩरयवतणनों भें उऩस्स्थनत औय काफणननक 

सॉल्वैंट्स की उऩस्स्थनत भें झझल्री औय फाह्म प्रोटीभ के स्तय ऩय अध्ममन ककमा गमा था। 

अध्ममनों से ऩता चरा है कक फाह्म झझल्री porins, flagellin जैसे स्ट्रक्चयर प्रोटीन औय 

ग्रोएर औय सुऩयऑक्साइि dismutase जैसे तनाव से प्रेरयत प्रोटीन काफणननक सॉल्वैंट्स के 

संऩकण  भें कोभशकाओं भें कापी प्रबाववत थे। 

 वतणभान अध्ममन extremophiles ऩय कें हद्रत है, जो अध्ममन के हदरचस्ऩ भसस्टभ हैं। 

मह काभ हैरोकपभरक राइऩेस सभूह औय एक्सट्रोपाइर प्रोहटओभभक्स भें अनुसंधान के नए 

यास्ते खोरता है। 
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