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(57) Rezumat:

Inventia se refréd la o metoda de obtinere a lipazei
bacteriene PSL-2 recombinanta din bacteria din gheata
de pestera Psychrobacter cu aplicatii in biotehnologii
drept biocatalizator activ la temperaturi scazute.
Metoda, conforminventiei, consta in etapele: exprimare
genica Tn Escherichia coli prin inductie la 15°C timp de
16 h, purificarea enzimei recombinante prin croma-

tografie de afinitate pe rasind cu elutie cu 100 mM
imidazol Tn tampon Tri-HCI, pH 8, rezultdnd enzima
PSL-2 recombinanta adaptata la temperaturi scazute cu
activitate esterazica si lipazica.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Titlul inventiei : Metodd de obtinere a lipazei bacteriene PSL-2 din tulpina bacteriand

Psychrobacter SC65A3 izolata din gheata de pesterd din Ghetarul Scarisoara

Inventatori: Purcarea Cristina Ligia, Pdun Victoria Ioana, Ojovan Bianca-Oana, Sandulescu-
Tudorache Midalina, Ion Sabina-Gabriela

Rezumat: Inventia se referd la o metodd de obtinere a lipazei bacteriene PSL-2 din tulpina
Psychrobacter SC65A3 adaptata la temperaturi scizute. Metoda, conform inventiei, constd in
etapele de exprimare genica in Escherichia coli BL21(DE3) prin inductie la 15°C timp de 16 h s1
purificare a enzimei recombinante prin cromatografie de afinitate pe rasind Ni-NTA cu elutie cu
100 mM imidazol in tampon 100 mM Tri-HCI pH 8. Aceasta enzima prezintd activitate catalitica
de esterificare la 25°C a substraturilor p-nitrofenil butirat (p-NPB), p-nitrofenil stearat (pNFS) si
p-nitrofenil palmitat (pNFP), avand potential aplicativ in biotehnologii ca biocatalizator activ la

temperaturi scazute.

Inventia are utilitate in domeniul Biotehnologie in cadrul sintezelor organice ale compusilor
chirali, in procesele de esterificare §i transesterificare in industria alimentard, in industria
detergentilor, pentru producerea biodieselului si in bioremediere, datorita eficientei catalitice
ridicate a reactiilor efectuate la temperaturi scizute cu aport energetic redus [1,2].

Tindnd cont de faptul ca procesele biotehnologice care utilizeaza catalizatori enzimatici
microbieni din specii adaptate la medii reci reprezinta alternative mai ieftine, mai sustenabile gi
nepoluante in comparatie cu catalizatorii chimici [3], aceastd noud lipazi obtinuta din bacteria
izolatd din gheata de pestera are potential aplicativ in diverse industrii care folosesc reactii de
derivatizare a acizilor grasi la temperaturni scizute datorata flexibilitatii ridicate a situsului activ al
acestor tipuri de enzime [4].

in cazul tulpinii bacteriene Psychrobacter SC65A3 au fost identificate activititi

extracelulare lipazice folosind ca substrat uleiurile vegetale de floarea soarelui, de masline si de
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armurariu cu caracteristici specifice unui catalizator adaptat la conditii de temperaturi scizute, cu
parametrii cinetici favorabili reactiei de acilare la 25°C [5].

Pe baza acestor observatii s-a urmdrit obtinerea unui catalizator microbian activ la
temperaturi scizute pe baza metodei propuse de producere a enzimei PSL-2 recombinante din

bacteria din gheata de pestera Psychrobacter SC65A3.

Caracteristicile metodei — pornind de la metoda de purificare a enzimelor recombinante fuzionate
esteraze fungice din Glaciozyma antarctica [6] i aldehid dehidrogenaza din bacteria antarctica
Flavobacterium PLO02 [7], producerea enzimei recombinante PSL-2 s-a realizat prin expresie

heteroloaga si purificarea intr-o singura etapa a fractiei solubile prin cromatografie de afinitate.

ADN-ul plasmidial al clonei pPSL2 care contine gena mutantd a lipazei /ip2 din
Psychrobacter sp. SC65A.3 in vectorul de expresie pHAT2 (EMBL, Germania) a fost utilizat
pentru transformarea celulelor competente de Escherichia coli BL21(DE3). Celulele de E. coli
transformate au fost cultivate la 37°C in mediu lichid Luria Bertani (Invitrogen, USA) care contine
100 ug/ml ampicilind (LBA) pand la o densitate opticd ODsoo = 0,6 si utilizate pentru inductia
genica.

Expresia genei /ip2 in tulpina de Escherichia coli BL21 (DE3) (Thermo Fisher Scientific,
USA) a fost realizata prin inductie in prezenta 0,5 mM isopropil B-d-1-tiogalactopiranozida (IPTG)
la 15°C timp de 16 h. Cultura bacteriand (100 ml) obtinutd in mediu lichid LBA a fost centrifugata
pentru colectarea biomasei la 3000 rpm timp de 4 min. si resuspendatad in 2 ml tampon 100 mM
Tris-HCI pH 8. in urma lizei celulare efectuate cu omogenizatorul ultrasonic Sonoplus (Bandelin,
Germania) prin aplicarea a S serii de pulsuri de 30s cu pauzd de 60s, extrasul bacterian a fost
centrifugat la 9,000 x g timp de 30 min, iar fractia solubild colectatd a fost analizatd prin

electroforeza in gel denaturant SDS-PAGE pentru evidentierea enzimei PSL-2 exprimate.

Etapa urmatoare de obtinere a enzimei a constat in purificarea extractelor solubile obtinute
prin inductie folosind cromatografia de afinitate pe coloana de Ni-NTA (Qiagen, Germania)
echilibratd cu tampon 100 mM Tris-HCI pH 8, 200 mM NaCl (tampon TN). Dupa spilarea cu 10
ml tampon TN, contaminantii proteici au fost eliminati prin aplicarea a 5 fractii de 1 ml de tampon

TN contindnd 20 mM imidazol. Enzima PSL-2 a fost eluatd cu 100 mM imidazol in tampon TN.

=2

N JJ



RO 138120 A2

Fractiile proteice rezultate in urma purificérii au fost analizate prin electroforezd denaturantd SDS-
PAGE (Figura 1). in vederea utilizirii, fractiile cu continut de PSL-2 rezultate au fost aplicate pe
o coloand 7 K MWCO Zeba Spin Desalting (ThermoFisher Scientific, USA) echilibrata in tampon
100 mM Tris-HCI pH 8, pentru inldturarea NaCl care manifesta un efect inhibitor asupra lipazei.
Enzima purificata a fost pastrata la —20°C dupa adiugarea de glicerol in concentratie finala de 20%
(v:v) in tampon 100 mM Tris-HCI pH 8 .

Caracterizarea activitatii esterazice si lipazice a enzimei recombinante PSL-2 purificate s-
a realizat folosing metoda spectrofotometrica [5,8] pentru derivatizarea compusilor p-nitrofenil
butirat (p-NPB), respectiv, p-nitrofenil stearat (pNFS) si p-nitrofenil palmitat (pNFP). Amestecul
de reactie continand 2,5 mM p-NPB dizolvat in etanol, 1.4 v/v solutie enzimatica si 32,5 mM Tris-
HCI pH 7.2 a fost incubat 30 min la 25°C. Stoparea reactiei s-a efectuat prin incubare cu 20 mM
NaCOs timp de 10 min. Absorbanta produsului de reactie a fost masurata la lungimea de unda de
347 nm. Calculul activitatii s-a realizat pe baza unei curbe de calibrare pentru p-nitrofenol in
intervalul de concentratii 0.1-0.5 mM (Figura 2). In urma metodei de obtinere a lipazei PSL-2 a
rezultat o enzimad activa atat pentru reactia de esterificare a p-NPB (Figura 3) cat si a acizilor grasi
pNFS si pNFP (Figura 4).

Secventa de amino acizi a lipazei PSL-2 din Psychrobacter SC65A.3 utilizatd in obtinerea
proteinei recombinante exprimatd in FEscherichia coli reprezentatd prin mutantul Ser2Ala al

enzimei native:

MANSTVLSVNTLLNKAVKTLNLMSFGQDKNPKSTDINLSDEIIDIEESALQDSREDKGLSI
KEKILEHHLMTNYQPHLLHYAIKSFGCLPTPILESLIKCLDGPTSKQYLHVDAHLRLILAV
NSKLKTPLQLIEMSELRKRFATDAVAMQAPKVWQQASDNLLSNLKQFHKKGDSAISWQ
DRTITNADDGDMTIRCYQNETSDNGFGFKKEQTSNPDETVLLFFHGGGFCIGDLNTHHE
FCHAICEQTGWPVISVDYRLAPEHPAPAAVRDCISAYAWLAEHCEEFGALPSRIVLAGDS
AGGGLSTLMAQQIITPNKEAWLDLGDEGQKTFDILQGLPHPMAQMPLYPVTDIETDYPS
WELYGEGLLLDHADVAIFDAACLENSPLPRQHILTSPMLGDNRQVCPSYVVAAELDVLR
DEAFAYANQLKSFGIAVQTHTVLGAPHGFIHFMSVHQRLGQETQHIITGFANFVREIIKTR
ALLSA

Problema pe care o rezolvi aceastd metoda de obtinere a lipazei PSL-2 din Psychrobacter
SC65A.3 constd in producerea unei noi enzime recombinante adaptate la temperaturi scdzute cu

activitate esterazicd si lipazicd pentru gasirea de solutii intr-un spectru larg de aplicatii
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biotehnologice pentru obtinerea de aditivi in industria alimentard §i a detergentilor, in

biotransformari si bioremediere, necesitand reactii de acilare si derivatizare la temperaturi scazute,

in functie de specificitatea de substrat, stabilitatea si eficienta catalitici a biocatalizatorului.
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Secventa de amino acizi a lipazei PSL-2 din Psychrobacter SC65A.3 utilizatd in obtinerea
proteinei recombinante exprimatd in FEscherichia coli reprezentatd prin mutantul Ser2Ala al
enzimei native:

MANSTVLSVNTLLNKAVKTLNLMSFGQDKNPKSTDINLSDEIIDIEESALQDSREDKGLSI
KEKILEHHLMTNYQPHLLHY AIKSFGCLPTPILESLIKCLDGPTSKQYLHVDAHLRLILAV
NSKLKTPLQLIEMSELRKRFATDAVAMQAPKVWQQASDNLLSNLKQFHKKGDSAISWQ
DRTITNADDGDMTIRCYQNETSDNGFGFKKEQTSNPDETVLLFFHGGGFCIGDLNTHHE
FCHAICEQTGWPVISVDYRLAPEHPAPAAVRDCISAYAWLAEHCEEFGALPSRIVLAGDS
AGGGLSTLMAQQIITPNKEAWLDLGDEGQKTFDILQGLPHPMAQMPLYPVTDIETDYPS
WELYGEGLLLDHADVAIFDAACLENSPLPRQHILTSPMLGDNRQVCPSYVVAAELDVLR
DEAFAYANQLKSFGIAVQTHTVLGAPHGFIHFMSVHQRLGQETQHIITGFANFVREIIKTR
ALLSA
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REVENDICARI | Revendiciri depuse conform
E " .
{an 15 alm.é din legea nr. 64 /1991

gkla data de UB -11- 2022
1. Metoda de obtinere a lipazei bacteriene PSL-2 din tulpina bacteriand Psychrobacter SC65A3

izolatd din gheata de pesterd din Ghetarul Scarisoara. Metoda, conform inventiei, consti in

etapele de exprimare genica §i purificare a enzimei recombinante.

2. Metoda de obtinere a lipazei PSL-2 din Psychrobacter SC65A3, in conditiile revendicirii, se
caracterizeazd prin aceea cd utilizeazd expresia heteroloagd in tulpina Escherichia
coli BL21(DE3) prin inductie la 15°C cu 0.5 mM IPTG timp de 16 h pentru obtinerea enzimei
intracelulare solubile. Extractele celulare au fost obtinute in tampon 100 mM Tris-HCI pH 8.0.

3. Metoda de obtinere a lipazei din Psychrobacter SC65A3, in conditiile revendicirii, se
caracterizeaza prin aceea cd permite purificarea enzimei solubile prin cromatografie de

afinitate cu rasind Ni-NTA si eluent 100 mM imdazol in tampon 100 mM Tris-HCI pH 8.0.
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Figura 1. Purificarea lipazei PSL-2 prin cromatografie de afinitate. Extractele celulare de
Escherichia coli BL21(DE3) care contin lipaza recombinanta obtinuta prin inductie la 15°C timp
de 16 hiin tampon 100 mM Tris-HCI pH 8.0 au fost aplicate pe rasind Ni-NTA si eluate cu tampon

suplimentat cu 20 mM imidazol (5 fractii de 1 ml; 20 1-v) si 100 mM imidazol (4 fractii de 1 ml;
100 i-iv).
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Figura 2. Curba de calibrare pentru p-nitrofenol in intervalul de concentratie 0-0.5 mM
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Figura 3. Activitatea specificd a PSL-2 de esterificare a substratului p-nitrofenil butirat mdsurata

la 25°C
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Figura 4. Activitatea lipazica a PSL-2 de acilare a acizilor grasi p-nitrofenil stearat (pNFS) si p-

nitrofenil palmitat (pNFS) masurata la 25°C



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



