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Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere a lipazei microbiene cu o
tulpind de Yarrowia lipolytica.

Potentialul tehnologic al lipazelor microbiene se refera la: 1) stabilitate in solventii
si a unei selectivitati enantiomorfice.

Lipazele catalizeaza o gama larga de reactii, incluzand hidroliza, interesterificarea,
acidoliza si amiloliza, reactiile puténd fi desfagurate atat in medii apoase, cat si in medii
neapoase. Directia de reactie este reversibila, fiind in functie de continutul in apd al mediului.
Astfel, intr-un mediu sdrac in apa, lipazele catalizeaza esterificarea, transesterificarea si
interesterificarea.

Cererea de enzime microbiene in general si cea de lipaze in special, pe plan mondial,
este in continud crestere, lipazele fiind folosite in industria alimentarad, farmaceutica, a
detergentilor si cosmeticelor.

Lipazaeste o enzimd extracelulara, produsa de o serie de drojdii (Candida antarctica,
C. lipolytica etc.), mucegaiuri (Rhyzopus delemar, Aspergillus oryzae, Mucor miehei etc.),
Si bacterii (Pseudomonas cepacia, Bacillus subfilis etc.).

Se cunosc procedee de producere a lipazei cu tulpini de drojdii pe medii continand
2...3% ulei de masline sau de floarea soarelui, séruri minerale si surse de azot (extract de
drojdie, triptond, proteoza, peptona) (CN 1730653/2006-02-08; US 2002142399/2002-10-03;
US 4999289/1991).

De asemenea, se cunoagte documentul “Production and down-stream processing of
an extracellular lipase from the yeast Yarrowia lipolytica”, P. Fickers, M. Ongena, J. Destain,
F. Weekers, P. Thonart, Enzyme and Microbial Technology 38 (2006) 756-759 care descrie
cultivarea unei tulpini de Yarrowia lipolytica pe un mediu de biosinteza care contine 1,5%
glucozd, 3% pudrd de zer, 3% extract de drojdie, 1% extract de porumb, 0,5% ulei de
masline si 0,8% sulfat de amoniu.

Problema tehnica pe care isi propune s& o rezolve inventia constd in obtinerea unei
activitafi lipazice crescute in mediile de fermentatie si a unui preparat cu activitate lipazica
crescuta.

Procedeul de obtinere a lipazei cu o tulpind de Yarrowia lipolytica, conform inventiei,
se realizeazd prin cultivarea submersd a microorganismului pe un mediu de culturd
continand saruri minerale, glucoza, peptona, extract de drojdie si ulei de floarea soarelui sau
ulei de masline, urmatd de extractia si purificarea enzimei, uleiul de floarea soarelui sau
uleiul de masline fiind continutin mediul de fermentatie intr-o concentratie cuprinsa intre 0,05
$i 0,1%.

Prin aplicarea inventiei, se realizeazad urmatoarele avantaje:

- obtinerea unei activitati lipazice crescute in mediile de fermentatie;

- obtinerea unui produs lipazic purificat sub forma de pudra, cu largi utilizari in
industrie.

Procedeul conform inventiei constd in aceea ca dezvoltarea tulpinii de Yarrowia
lipolytica se face pe un mediu de culturd a carui concentratie in ulei de floarea soarelui sau
in ulei de masline este de 0,05...0,1%.

Concentratii mai scdzute de ulei de floarea soarelui sau de masline (0,05...0,10%)
induc pe de o parte formarea si acumularea enzimei in mediul de fermentatie si permit o
bunad separare a masei microbiene, iar pe de altd parte, realizarea unei izolari si purificari a
enzimei in conditii optime.

Prin separarea biomasei, precipitarea ei si purificarea partiald a enzimei din
supernatant, se obtin preparate lipazice cu activitdfi enzimatice cuprinse in intervalul
3,4...19 U/mg, in functie de conditiile de fermentatie, preparate utilizabile in industria alimen-
tard, farmaceutica si in sinteza organica fina.
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in cadrul prezentei inventii, lipaza a fost obtinutd cu o tulpind de Yarrowia lipolytica,
pornind de la un mediu de biosinteza contindnd extract de drojdie 10 g/, peptond Bacto
20 g/l, glucoza 20 g/I, saruri minerale: FeSO, 1 g/l, Mg SO, 0,04 g/l, KH,PO, 2 g/l, ulei de
masline 1...20 g/l, in conditii de fermentatie in baloane de 500 ml, contindnd intre 50 si
125 ml mediu de fermentatie, sub agitare de 240 rpm, la temperatura de 28°C, timp de 48 h.

Enzima a fost izolatd prin precipitare cu alcool etilic din mediul extracelular, dupd
concentrarea acestuia sub vid.

Procedeul propus pentru obtinerea preparatului enzimatic cu activitate lipolitica se
realizeaza pornind de la o culturd de intretinere a tulpinii Yarrowia lipolytica, obtinutd prin
insdmantarea unui mediu solid continand extract de drojdie 10 g/l, peptond Bacto 20 g/l si
glucozd 20 g/l si agar 15 g/l si dezvoltarea microorganismului la 28°C, timp de 48 h.

Din cultura de intretinere se prepara apoi inoculul, insdmantand in proportie de
10% v/v un mediu nutritiv continand extract de drojdie 10 g/l, peptona Bacto 20 g/l, glucoza
20 g/l, si saruri minerale: FeSO, - 1 g/l, Mg SO, - 0,04 g/l, KH,PO, - 2 g/l, pH=6.

Pentru biosinteza enzimei se prepard 50...125 ml medii de fermentatie ce contin
extract de drojdie 10 g/, peptona Bacto 20 g/l, glucozd 20 g/l, ulei de masline 1...20 g/l sau
ulei de floarea soarelui 0,5...1 g/l si saruri minerale: FeSO,- 1 g/l, Mg SO, - 0,04 g/l, KH,PO,
- 2 g/l, care se repartizeaza in flacoane Erlenmeyer de 500 ml, se sterilizeaza si se
insdmanteaza in proportie de 5...10%. Fermentatia se desfasoard la 28°C, sub agitare si
aerare, timp de 48 h.

in finalul fermentatiei, masa celulard se separa prin filtrare sub vid, iar filtratul se
prelucreaza in continuare prin concentrare sub vid, la temperatura de maximum 30°C, pana
la 1/3 din volumul initial. Solutia concentrata se trateaza apoi, sub agitare gi racire, cu alcool
etilic (3 volume alcool fata de volumul solutiei apoase continand enzima). Dupa perfectarea
precipitarii timp de 30 min, sub agitare, in gheatd, suspensia rezultatd se filtreaza sub vid,
iar enzima astfel separata se spald pe filtru cu alcool etilic rece, se esoreaza bine si apoi se
usuca la temperatura camerei, de asemenea sub vid.

Determinarea activitdtii lipazice atat in mediul de fermentatie, cat si in cazul
preparatului enzimatic izolat, s-a efectuat printr-o metoda titrimetrica, utilizadnd ca substrat
trigliceridele din uleiul de masline. Cantitatea de acizi grasi formatd sub actiunea enzimei se
ma&soara prin titrare cu o solutie diluatd standardizatd de NaOH. Cantitatea de solutie de
NaOH necesara pentru neutralizarea acizilor grasi eliberati (fenolftaleina, virajincolor - rosu,
pH=8,2...10) este proportionald cu activitatea lipazica.

O unitate (U) de activitate lipazica a fost definitd drept cantitatea de enzima care
elibereaza, prin hidroliza trigliceridelor din uleiul de masline, 1 umol de acid gras, in conditiile
analizei (temperatura = 37°C, pH=7, timp de reactie = 60 min).

Se dau in continuare trei exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Obtinerea lipazei cu tulpina Yarrowia lipolytica se realizeazd dupa
urmatoarea schema, bazatd pe crearea unei culturi de intretinere (mediul A), a unui inocul
(mediul B) si a unui mediu de biosinteza (mediul C).

Cultura de intretinere (mediul A): Yarrowia lypolytica, dezvoltare 48 h, la 28°C.

Inoculul (mediul B): 10 ml mediuinsdméantat cu 1 ml suspensie de Yarrowia lipolytica
10 UFC/mI, dezvoltare 20...24 h pe agitator rotativ cu o turatie de 240 rpm.

Mediul de biosinteza (mediul C): 75 ml mediu insdmantat cu 5% inocul, dezvoltare
48...72 h la 28°C, pe agitator rotativ cu o turatie de 240 rpm.

Cultura de intrefinere

Cultura de inretinere se prepara pe mediul A solidificat, repartizat in eprubete, mediul
A continand: extract de drojdie 10 g/l, peptona Bacto 20 g/l si glucozd 20 g/l.
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Mediul se insdmanteaza cu ansa dintr-un conserv vegetativ sau conserv congelat la
-70°C, conform tehnicilor folosite la Centrul de Biotehnologii Microbiene.

Materialul de insdmantare se dezvolti static la 28°C, timp de 48 h.

Din cultura de intretinere astfel dezvoltata se prepara o suspensie microbiand in apd
distilati sterild. 1 ml suspensie continand 10" UFC/mI se insdmanteaza in 10 ml mediu B
(mediul de inocul), care contine extract de drojdie 10 g/l, peptona Bacto 20 g/l, glucozd
20 g/, séruri minerale FeSO, 1 g/I, Mg SO, 0,04 g/I, KH,PO, 2 g/l si are inainte de sterilizare
pH=6.

Inoculul

Mediul de inocul astfel preparat si inoculat se repartizeaza in flacoane Erlenmayer
cu capacitate de 100 ml. Se supune apoi unei dezvoltari de 20...24 h in conditii de agitare
si aerare continud pe agitator rotativ cu 240 rpm.

Biosinteza

Mediul de biosintezd (mediul C) contine extract de drojdie 10 g/l, peptona Bacto
20 g/l, glucozd 20 g/l, saruri minerale FeSO, 1 g/l, Mg SO, 0,04 g/l, KH,PO, 2 g/l, ulei de
masline 20 g/l. Mediul se repartizeaza cate 50, 75, 100, 125 ml in flacoane cu capacitate de
500 ml.

Cultura de inocul preparatd in modul ardtat mai sus este transvazata pentru
fermentatie in flacoanele Erlenmayer contindnd mediul C, in procente de 5...10 %(v/v), dupa
care urmeaza o dezvoltare de 48 h in conditii de agitare si aerare continua pe agitator rotativ
cu 240 rpm.

Prelucrarea mediului de biosinteza se face prin separarea biomasei prin centrifugare
la 4000 rpm, timp de 20 min. Supernatantul limpede, contindnd lipaza, se supune opera-
tiunilor de izolare a enzimei printr-un procedeu care consta in doud etape, si anume:
concentrarea supernatantului la 1/3 din volumul initial $i precipitarea enzimei din solutia
concentratd, prin tratarea acesteia cu alcool etilic.

Dupa izolarea enzimei, se obtine un preparat lipazic sub forma de pudra de culoare
crem.

Activitatea enzimatica obtinuta (tabelul 1), este de 3 U/ml pentru conditii puternice de
aerare (in flacoanele de 50 si 75 ml), fiind corelata cu formarea unei biomase specifice de
1,96, respectiv 1,36 DO/640 nm.

Tabelul 1
Volum mediu D.O. Activitate lipazica
(ml) 640 nm
U/ml fermentatie U/mg preparat

50 1,96 3,00 4,6

75 1,36 3,00 50
100 1,11 2,40 3,8
125 1,0 2,40 3,4

Exemplul 2. Dezvoltarea culturii de intretinere si a inoculului se face conform
exemplului 1.

Mediul de biosinteza (mediul C), repartizat cate 75 mlin flacoane Erlenmayer de 500
ml, contine ulei de masline in concentratii de 0,1, 0,5 si respectiv 2%. Se realizeazg si un
martor, intr-un mediu fard glucoza, cu adaos de 2% ulei de masline.
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Valorile de activitate obtinute pentru exemplul 2 sunt redate in tabelul 2. Se observa
cd activitatea lipazica este invers proportionald cu continutul uleiului de masline din mediu.
Concentratia maxima a enzimei de 11,37 U/ml se atinge la un continut de 0,1% ulei Si
descreste odata cu cresterea continutului acestuia in mediu. Valoarea biomasei acumulate
in timpul biosintezei rAmane constanta, cu exceptia variantei in care unica sursa de carbon
este uleiul (varianta martor-fara glucoza).

Tabelul 2

Volum mediu | Ulei de masline D.O. Activitate lipazicd

(ml) ml% 640 nm .

U/ml fermentatie U/mg preparat

75 0,1 1,10 11,37 18,88

75 0,5 1,12 3,30 9,90

75 2,0 1,37 3,00 9,20
75 (glucoza) 2,0 0,59 4,79 14,71

Exemplul 3. Dezvoltarea culturii de intrefinere, a inoculului si a biosintezei se
realizeazd conform exemplului 2, cu deosebirea c3, in acest caz, uleiul de masline este
inlocuit cu ulei de floarea soarelui.

Valorile de activitate obtinute pentru exemplul 3, redate in tabelul 3, evidentiaza
superioritatea uleiului de floarea soarelui comparativ cu uleiul de masline, atingédndu-se
activitati lipazice de 12 U/ml, similare cu cele din exemplul 2, la un continut al uleiului de
floarea soarelui de 0,05% in mediul de biosintez3, ceea ce asigura o rentabilitate economica
superioara exemplului 2.

Tabelul 3
Volum Ulei de D.O. Activitate lipazica
(ml) floarea soarelui 640 nm
% U/ml U/mg preparat
fermentatie
75 0,05 1,92 12,00 19,00
75 0,10 1,32 9,00 17,25
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Revendicare

Procedeu de obtinere a lipazei cu o tulpind de Yarrowia lipolytica, prin cultivarea
submersa a microorganismului pe un mediu de culturd contindnd saruri minerale, glucoza,
peptonad, extract de drojdie si ulei de floarea soarelui sau ulei de masline, urmata de extractia
si purificarea enzimei, caracterizat prin aceea c uleiul de floarea soarelui sau uleiul de
masline este continut in mediul de fermentatie intr-o concentratie cuprinsd intre 0,05 $i 0,1%.
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