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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung mikrobieller Lipase mittels Hefen, gekennzeichnet durch

— aerobe Kultivierung des neuen Hefestammes Yarrowia lipolytica IMET 43896

— im pH-Bereich von 3-7

— im Temperaturbereich von 15-40°C

und

- Verwendung von Neutralfetten als eine oder alleinige C-Quelle

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch einen pH-Bereich von 4-5.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch einen Temperaturbereich von 20-30°C.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die Verwendung von Glycerolester, Fetten oder

Olen, vorzugsweise Rapsél, sowie Gemischen derselben im Konzentrationsbereich von 0,1 bis

10Ma.-% als C-Quelle.

5. Verfahren nach Anspruch 1 und 4, gekennzeichnet durch die Verwendung von Neutralfetten in
Kombination mit kohlenhydrathaltigen oder n-alkanhaltigen Substraten als C-Quelle.

swn

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Herstellung von Lipase durch Kultivierung eines neuen Hefestammes. Sie kann in entsprechenden
mikrobiellen Enzymsyntheseanlagen Verwendung finden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Zur Herstellung von Lipasen mittels Mikroorganismen sind verschiedene Verfahren bakannt, in welchen Bakterien, Hefen oder
Pilze als mikrobielle Produzenten auf verschiedenen Ndhrmedien, wie Maisquellwasser, Miolke, Bouillon u. . geziichtet werden.
Aber auch andere kohlehydrathaltige Medien, die Glucose, Saccarose, Mannitol, Sorbitol, Dextrin, Cellulose oder Stérke
enthalten, werden verwendet. Dariiber hinaus werden wasserlésliche Fettsiureester als C-Quelle in der Fermentation
eingesetzt.

Der Nachteil der bisherigen Verfahren bestehtim allgemeinen darin, dafl bei Verwendung von Pilzen, aufgrund ihrer garingen
Wachstums- und Enzymbildungsgeschwindigkeiten, sehr lange Fermentationszeiten erforderlich sind. So liegt die
Kultivierungsdauer bei Verwendung von Rhizopus chinensis HI-S zwischen 3und 7 Tagen (US 4665029). Die
Enzymbildungsgeschwindigkeit betrégt dabei 4x 10?EE/Ixh. Auf der anderen Seite haben Bakterien, die meist mit relativ guter
Geschwindigkeit wachsen, den Nachteil, da® sie nur geringe Volumenaktivititen an extracellularer Lipase ergeben.
Beispielsweise wird gem. EP 204204 bei der Kultivierung von Pseudomonas fragi 22.39B bei einer Kultivierungsdauer von 48
Stunden nur eine geringe Volumenaktivitit von 2 Enzymeinheiten pro ml erreicht (gine Enzymeinheit EE entspricht der Menge
Fettséure in umol, die in 1 Minute aus einer Triacylglycerol-Emulsion freigesetzt wird). Die entsprechende
Enzymbildungsgeschwindigkeit betrug in diesem Fall 0,4x 102EE/Ixh.

Mit verschiedenen Stammen von Staphylococcus capitis werden bei Fermentationszeiten von 24 bis 72 Stunden maximale
Volumenaktivitaten von 6-12EE pro m! erreicht (EP 187869).

Weiterhin ist bekannt, daf3 der Bakterienstamm Acinetobacter calcoaceticus unter Verwendung wasserlésticher Fettsaureester
(Tweezn) als teurer C-Quelle Lipase produziert (DD 249712). Die dabei erreichte Enzymbildungsgeschwindigkeit lag bei nur

2x 10“EE/Ixh.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, Lipase in einem mikrobiellen Verfahren mit hohen Produktivititen auf der Grundlage
verfligbarer Rohstoffe zu produzieren.

Wasen der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen Hefestamm zu selektiern und einzusetzen, der eine hohe Raum-Zeit-Ausbeute -
an extrazellulérer Lipase tealisiert und dabei nicht die Verwendung von wasserléslichen Fettsaureestern als C-Substrat

erfordert.

Die Aufgabe wird erfindungsgemiB durch Kultivierung des neuen Hefestammes Yarrowia lipolytica IMET 43896 im pH-Bereich
von 3-7 und im Temperaturbereich von 15-40°C unter Verwendung von Neutralfetten als eine oder alleinige C-Quelle gelést.
Vorzugsweise ist dabei ein pH-Wert von 4~5 und ein Temperaturbereich von 20-30°C eirzustellen.
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Die Kultivierung erfolgt dabei diskontinuierlich bei einer Kultivierungsdauer von 6 bis 18 Stunden.

Als Neutralfette kénnen Glycerolester, Fette und Ole, vorzugsweise Rapsil, sowie Gamische derselben eingesetzt werden, wobei
ihr Anteil am Kultivierungsmedium 0,1 bis 10 Ma.-% betrégt. Sie kdnnen als alleinige C-Quelle dienen, andererseits aber auch in
Kombination mit kohlehydrathaltigen oder n-alkanhaitigen Substraten verwendet werden.

Unter den erfindungsgemiRen Kultivierungsbedingungen werden Enzymbildungsgeschwindigkeiten iiber 10%EE/) x herreicht,
was dem 5 bis 250fachen der gemaR Stand der Technik erraichten Leistung entspricht.

Die durch das erfindungsgemafe Verfahren gewonnene Lipase ist wie folgt zu charakterisieren:

Die Lipase besitzt ein Temperaturoptimum bei 40°C und ist iber einen Bereich von 15 bis $0°C aktiv.

Die Lipase istim pH-Bereich von 3 bis 11 aktiv, wobei das pH-Optimum im schwach alkalischen Bereich liegt. Bei einer
Temperatur von 5°C ist das Enzym lagerstabil und weist im Zeitraum bis 6 Monate keiren Aktivitatsverlust auf.

Die neue Lipase ist in der Lage, natiirliche und synthetische Triglycerole, Fette und Ole (Triolein 100% bei T = 37°C) zu
hydrolysieren:

Triolein 100
Tributyrin 114
Olivend! 125
Rapsol 104
Leinol 85
Rindertalg 80
Rinderful3ol 108

Die Lipase vermag weiterhin, Ester wie p-Nitrophenylacetat und -plamitat zu hydrolisieren.

Der neue Hefestamm Yarrowia lipolytica IMET 43869 wurde in der IMET-Hinterlegungsstelle fiir Mikroorganismen im
Zent-alinstitut fir Mikrobiologie und experimentelle Therapie der AdW der DDR hinterlegt.

Der neue Stamm ist wie folgt zu charakterisieren:

Kolonnenmorphologie
Kreideweil, stark gefaltete Oberflache

Zellmorphologie

— Zellen (iberwiegend sehr langgestreckt, wenig ovale Zellen

~ nach 3 Tagen Hautbildung (Inseln} und Sediment im fliissigen Medium
— Blastosporen +

- Pseudomycel +

Physiologische Merkmale

Wachstum bei:

20°C mittleres Wachstum auf Agar

30°C gutes Wachstum auf Agar

37°C mittleres Wachstum auf Agar

Assimilation von:

Erythritol, D-Mannitol, D-Galactosidase, Glycerin, L-Sorbitnse, Succinat, D-f3*scitol, D-Glucose, Ethanol, Lactat, Citrat, D-Ribose
keine Assimilation von:

Maltose, Cellobiose, Inositol, Lactose, Saccharose, Melibiose, Raffinose, D-Xylose, Stéarke, Salicin, D-Arabinose, Melizitoss,
Inulin, L-Arabinose, Trehalose, L-Rhamnose, Nitrat

Die Erfindung wird durch folgendes Beispiel néher erldutert:

Ausfihrungsbeispiel
Ein fliissiges Nahrmedium (pH = 5), das 0,5% Pepton, 0,5 % Hefeextrakt, 1,0% Rapsdl und 0,03% Tween 80 enthalt, wird mitdem

Hefestamm IMET 432869 beimpft und 6 Stunden bei 25°C im Schittelkolben kultiviert.
3,51 Nahrmedium, das folgende Zusammensetzung pro Liter aufweist: i

NH,CI 3.8g

CaCl; x 6H,0 0,22¢g
KH,PO4 0,68g
K.HPO, 0.87g
MgS0, x 7H,0 1,78¢g
FeS043¢ 7H,0 0,12¢g
ZnS0,x 7H,0 11 mg
MnSO4 X 4H20 20 mg
CuSQO, x 5H,0 19mg

N32M004 X2 H;O 6mg
sowie 50 mi Rapsél

werden mit 0,5, Vorkultur in ginem 12-1 Rithrfermentor beimpft. Die Temperatur betragt 25°C und der pH-Wert 5,0. Als
Stickstoffquelle wird eine 5%ige Ammoniaklésung verwendet, die gleichzeitig zur pH-Regelung dient.

Nach ener Zeitdauer von 10 Stunden wird der Fermentorinhalt zentrifugiert und die zeilfreie Rohenzymldsung steht fiir weitere
Untarsuchungen und Aufarbeitungen zur Verfligung.

Die extrazelluldre Volumenaktivitat betragt 105EE/ml.
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