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Hidtil ukendt lipase fra Candida sp. er positions-
uspecifik og mere termostabil end tidligere kendte Candida-
lipaser. Den er nyttig i opleselig eller immobiliseret form
til omestring, esterhydrolyse og estersyntese ved 60°C eller
derover. '
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Opfindelsen angdr et hidtil ukendt positions-
uspecifikt lipaseprazparat med forbedret termostabilitet i

opleselig og immobiliseret form og en fremgangsmade til

fremstilling deraf.

Fplgende definitioner af de understregede ord skal
gezlde i denne beskrivelse med krav.

Ved lipase skal forstds et enzym som katalyserer
reaktioner, hvori indgdr esterbindinger (s&som hydrolyse,

syntese og udbytning af esterbindinger) 1 vanduoplgselige

carboxylsyreestere.
Immobiliseret lipase betegner lipase i form af et

immobiliseret enzym eller immobiliserede celler, som defi-
neret i "Guidelines for the Characterization of Immobilized
Biocatalysts" (1983), Enzyme Microb. Technol., 5, 304-307.
Deriveret lipase betegner lipase, der er blevet kemisk modi-

ficeret uden immobilisering. Oplgselig lipase betegner umodi-

ficeret lipase, der hverken er immobiliseret eller deriveret.
En positions-specifik lipase (eller for kortheds

skyld specifik lipase) er en lipase, der fortrinsvis reagerer

med fedtsyregrupperne i 1- og 3-stillingen af et
triglyceridmolekyle, og en positions-uspecifik lipase (eller
for kortheds skyld uspecifik lipase) er en lipase, der

reagerer ved nogenlunde samme hastighed med alle tre

fedtsyregrupper af et triglycerid.

Mange forskellige typer lipaser af mikrobiel op-
rindelse (bade intracellulazre og extracellulzre), sdvel som
af plante- og animalsk oprindelse er kendte. For en generel
redegorelse for extracellulere mikrobielle lipaser, se A. R.
Macrae, s. 225ff i Microbial Enzymes and Biotechnology (Ed.
W. Fogarty), ISBN 0-85334-185-0, Applied Science Publishers
Ltd., 1983.

Uspecifikke lipaser fra fglgende mikrobielle kil-
der er kendte: Staphylococcus aureus (Vadehra, D.V. (1974).

Lipids, 9, 158); Penicillium cyclopium (Okumura, S., et al.
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(1976). Agricultural and Biological Chemistry, 40, 655 og
Renshaw E.C. og San Clemente C.L. (1966) Developments in
Industrial Microbiology, §,' 214), Corynebacterium acnes
(Hassing, G.S. (1971). Biochimica et Biophysica Acta, 242,

381 og Pablo G. (1974) The Journal of Investigative Dermato-

logy, 63, 231), Propionibacterium acnes (Ingham, E. et al.

(1981). Journal of General Microbiology, 124, 393), Candida
cylindracea (ogsd@ kendt som C. rugosa) (Benzonana, G. &
Esposito, S. (1971). Biochimica et Biophysica Acta, 231, 15;
og Kimura Y. (1983) Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol., 17
, 107), Candida curvata (D. Montet et al. (1985), Fette
Seifen Anstrichmittel, 87, 181). Dog viser dataene i den

nevnte litteratur og i et eksempel i denne beskrivelse, at
alle disse lipaser har en utilstrazkkelig termostabilitet ved
lang tids brug ved ca. 60°C eller derover. Ogsd S. aureus, C.

acnes og P. acnes mistaznkes for eller er bevist varende pato-

gene.
Lipase fra Geotrichum candidum (Jensen R.G. (1974)

Lipids, 2, 149; Jensen R.G. et_al. (1972) Lipids, 7, 738; og

Tsujisaka Y. og Iwai M. (1984) Kagaku til Kogyo, 58, 60) er

positions-uspecifik, men er overordentlig specifik for visse
umettede fedtsyregrupper. Desuden er den ikke termostabil.
Desuden er 1lipaser fra Humicola lanuginosa (Liu,

W.H., Beppu, T. & Arima, K. {(1973). Agricultural and Biolo-

gical Chemistry, 37, 1349) og Chromobacterium viscosum

(Sugiura, M. & Isobe, M. (1975). Chemical and Pharmaceutical
Bulletin, 23, 1226) blevet beskrevet som uspecifikke. Senere
resultater (Biotechnology and Genetic Engineering Reviews,
Vol. 3 (September 1985), s. 200) viser dog, at disse to lipa-
ser faktisk er specifikke. Data i et eksempel i denre be-

skrivelse viser ogsd, at C. viscosum lipasen er specifik.

Immobiliseret uspecifik lipase er beskrevet i Y.
Kimura et al., Eur. J. Microbiol. Biotechnol. (1983) 17:107-
112. Lipasen er afledt fra Candida cylindracea, og dataene i
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artiklen viser, at den ‘immobiliserede lipase har temperatur-
optimum ved ca. 40°C, og der sker en signifikant nedgang i
aktiviteten ved 50°C.
Immobiliseret uspecifik lipase og dens anvendelse

til tilfaldig omestring af fedt er beskrevet i Macrae, A.R.'
(1983), Journal of the American 0il Chemists' Society
(JAOCS), 60, 291. Procestemperaturen var dog kun 40°C. Denne
lave temperatur blev sandsynligvis valgt pd grund af Candida

cylindracea-lipasens ringe termostabilitet.

Der foreligger et behov for termostabile, uspeci-
fikke lipaser til behandling af hgjtsmeltende substrater ved
ca. 60°C eller derover uden oplesningsmiddel, f.eks. til ran-
domisering af fedt i margarineindustrien. Der kan henvises
til A.R. Macrae og R.C. Hammond: "Present and Future Applica-
tions of Lipases", Biotechnology and Genetic Engineering
Reviews, 3, 193-217 (1985). Kendte praparater er ikke til-
strakkelige varmestabile, og det er formalet med opfindelsen
at tilvejebringe et wuspecifikt lipasepreparat, der er
termostabil nok til langtids brug ved 60°C eller derover i
oploselig eller immobiliseret form. Lipasen bgr veare
mikrobiel, da disse kan fremstilles p& den billigste mide.

Vi har overraskende fundet, at et antal arter
tilhgrende slagten Candida danner hidtil ukendte uspecifikke
lipaser. Disse hidtil ukendte lipaser er overraskende mere
varmestabile i oplgselig eller immobiliseret form end enhver
anden tidligere kendt uspecifik lipase, inklusive lipase fra

C. curvata og C. rugosa (C. cylindracea).
Opfindelsen angar sdledes et termostabilt

positions-uspecifikt Candida lipase-preparat, hvilket
prazparat er ejendommelig ved, at det omfatter en lipase, der
er afledt fra en stamme af C. antarctica, C. tsukubaensis, C.

auriculariae, C. humicola eller C. foliorum, og at lipasens

restaktivitet efter 60 minutters inkubation ved 70°C i 0,1 M
citrat-phosphat-puffer ved pH 6,5 er over 10%, fortrinsvis

over 50% og mest for-trinsvis over 80%.
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Opfindelsen angdr endvidere en fremgangsmdde til
fremstilling af et sadant positions-uspecifikt
lipasepraparat, der er ejendommelig ved, at den omfatter

dyrkning af en stamme af Candida antarctica, C. tsuku-

baensis, C. auriculariae, C. humicola eller C. foliorum under

aerobe betingelser i et naringsmedium indeholdende assimi-
lerbare kilder af kulstof, kvalstof og phosphor, hvorefter

man fortrinsvis udvinder lipasen fra garingsvasken.

Mikroorganismer

Lipaseprazparatet ifglge opfindelsen kan fremstilles
ved dyrkning af stammer tilherende slagten Candida Gruppe I
som defineret af N.J.W. Kreger van Rij: The Yeasts, a
Taxonomic Study tredje reviderede og wudvidede wudgave,
Elsevier, Amsterdam (1984). Gruppe I omfatter de basidio-
mycete anamorfer af Candida. Arter der anvendes ifplge
opfindelsen er C. antarctica (Goto et al.) Kurtzman et al.,
C. tsukubaensis, C. auriculariae, C. humicola eller C.

foliorum, som defineret i omtalte bog. Det bemzrkes, at C.
antarctica endvidere er beskrevet under synonymerne
Sporobolomyces antarcticus Goto et al., Sterigmatomyces

aphidis Henninger & Windisch og Trichosporon oryzae Ito et

al., og at C. auriculariae er blevet beskrevet under

synonymet Torulopsis auriculariae.

Foretrukne Candida-stammer er de, der danner uspe-
cifik lipase, som viser immunokemisk identitet med én eller
flere af de i det folgende eksemplificerede lipaser.

Foretrukne stammer inkluderer fglgende tre stammer
af C. antarctica, som er deponeret hos Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen (DSM) under Budapesttraktatens bestemmelser:
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Deponeringsnr. Deponeringsdato
DSM 3855 29. sep 1986
DSM 3908 8. dec 1986
DSM 3909 8. dec 1986

De foretrukne stammer omfatter endvidere nedensta-
ende stammer, som er frit tilgzngelige for offentligheden fra
Centralbureau voor Schimmelculturen (CBS), American Type
Culture Collection (ATCC), Agricultural Research Culture
Collection (NRRL) og Institute of Fermentation, Osaka (IFO)

med nedenfor angivne deponeringsnr:

C. antarctica: CBS 5955, ATCC 34888, NRRL Y-8295 (type-
stamme)

C. antarctica: CBS 6678, ATCC 28323

C. antarctica: CBS 6821, NRRL Y¥Y-7954

C. tsukubaensis: CBS 6389, ATCC 24555, NRRL Y-7792 (type-
stamme)

C. auriculariae: CBS 6379, ATCC 24121, IFO 1580 (type-
stamme )

C. humicola: CBS 571, ATCC 14438, IFO 0760 (type-~
stamme)

C. humicola: CBS 2041, ATCC 9949, NRRL Y-1266, IFO 0753

C. humicola: IFO 1527

C. foliorum: CBS 5234, ATCC 18820 (typestamme)

Som ovenfor angivet fandt man, at typestammer fra
alle fem foretrukne Candida~arter frembringer lipaser, der

kan indgd i lipaseprzparatet ifelge opfindelsen.

Termostabilitet

Lipaserne, der anvendes i praparatet ifelge
opfindelsen har god termostabilitet i oplgselig og

immobiliseret form. Lipaser fra C. antarctica, C.
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auriculariae og C. tsukubaensis er foretrukne, og lipaser,

der af afledt fra C. antarctica, er specielt foretrukne pa

grund af deres hgje termostabilitet.
For nogle af lipaseprazparaterne ifgplge opfindelsen
5 fremgar det af de nedenfor anferte eksempler, at de under
varmebehandling i starten taber aktivitet rimeligt hurtigt,
men at aktiviteten, der er tilbage efter en vis tid, er meget
stabil overfor videre wvarmebe-handling. Dette kan skyldes
tilstedevarelsen af to eller flere lipaser med forskellig
10 termostabilitet og/eller tilstedevarelsen af varmelabil
protease og/eller tilstedevarelsen af en begrznset mengde af
lipasestabiliserende bestanddele.
Varﬁebehahdling af C. antarctica lipase, f.eks. 1-3

timer ved 60°C, resulterer i et sarligt termostabilt lipase-

15 praparat.

C. antarctica stammen, der er anvendt i denne op-

findelse, kan dyrkes i et naringsmedium indeholdende assimi-

lerbare kulstof- og nitrogenkilder sammen med andre essenti-

elle nzringsstoffer, idet mediet er sammensat efter de i tek-
20 nikken kendte retningslinier.

Egnede kulstofkilder kan vare kulhydrater, 1lipider
og andre estere. Egnede nitrogenkilder kan v@re uorganiske
(f.eks. nitrat eller ammoniumsalte) eller organiske (f.eks.
gerekstrakt, majsstebevand, sojamel, bomuldsfrokage eller

25 majsgluten).

pH i mediet kan vare 3,5 - 9,5, fortrinsvis 5,5 -
8,5. Garingstemperaturer kan vare 15-40°C, fortrinsvis 20-
34°C.

Efter gering kan flydende enzymkoncentrater

30 fremstilles ved at fjerne groft materiale fra vasken og om
gnsket koncentreres ved fordampning ved lav temperatur eller
ved omvendt osmose. Til sidst kan konserveringsmidler tilsat-

tes koncentratet.
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Enzymprazparater i fast form kan fremstilles af den
oprensede og/eller koncentrerede vaske ved fzldning med
salte, sasom Na2504 eller med vandblandbare oplesninger, sa-
som ethanol eller acetone; vasken kan ogsé@ afvandes ved egne-
de terringsmetoder sasom sprayterring.

Deriveret (kemisk modificeret) lipase kan fremstil-
les ved enhver kendt fremgangsmidde. Et eksempel er polyethyl-
englycol (PEG) modificering, beskrevet i Matsushima A. et al.
(1986), Biotechnology Letters, 8, 72-78.

Det har vist sig, at C. antarctica lipase indehol-
der to lipasebestanddele A og B. Der vil blive redegjort for

hver deres egenskaber og anvendelse senere 1 denne be-

skrivelse.

Oprenset lipase A og B kan fremstilles af lipase
efter gering, f.eks. ved gelfiltrering.

Endvidere kan gensplejsningsteknologi anvendes til
selektivt at overfeore gener, der koder for lipase A og B. En
foretrukken fremgangsmidde til dette vil blive beskrevet i det
folgende.

Lipase A er den mest termostabile, og lipase B er
mere alkali-resistent end A, s& behandling ved hgje tempera-
turer eller hej pH kan anvendes til at opna et praparat, der
hovedsageligt indeholder henholdsvis lipase A eller B.

Lipase A har en molekylvagt pad 43 kD og et isoelek-
trisk punkt p& 8,0 t 0,2. Lipase B har MW p& 33 kD og pI pd
6,0 £ 0,2.

De foretrukne lipaser, der kan anvendes i
przparatet ifglge opfindelsen udviser immunologisk identitet
med en lipase fra en af de ovennzvnte Candida-arter, isar fra
en af de ovennavnte stammer, og is@r lipase A eller B fra DSM
3855.

De mest foretrukne lipaser har bade immunologisk

identitet og identisk molekylvagt med en af disse lipaser.
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Fremstilling af antiserum til anvendelse i immuno-
logiske forseg er beskrevet i kapitel 41 af N.H. Axelsen:
Handbook of Immunoprecipitation-in-Gel Techniques (Blackwell
Scientific Publications, 1983).

5 Immunologisk identitet og molekylvagt af proteiner
kan bestemmes ved SDS-polyacrylaid-gel-elektroforese
(SDS.PAGE) (f.eks. i henhold til Novo analysemetode AF 217-
GB) efterfulgt af immunoblotting ifelge J. Hald et al.,
Journal of Reproductive Immunology, vol. 10, side 15-26

10 (1987).

Monospecifik antiserum fra kanin, der er rejst mod
oprenset lipase A fra DSM 3855 (fra eksempel 7) blev anvendt
til immunoblotting af SDS-PAGE ved den ovenfor anfgrte frem-

gangsmade for at undersege fglgende lipaser:

15 - C. antarctica: 0,2 OU oplesning af pulver fremstillet som

i eksempel 3
- C. tsukubaensis: 0,2 OU oplesning af pulver fra eksempel 5
- C. auriculariae: 0,1 OU oplgsning af pulver fra eksempel 6
- C. humicola: 0,75% oplesning af pulver fra eksempel 6B
20 - C. foliorum: 3% oplesning af pulver fra eksempel 6A

C. antarctica lipasen udviste et starkt band , og

C. tsukubaensis og C. humicola lipaserne udviste svage band i

43 kD-stillingen, dvs. de frembringer en lipase, som er immu-
nologisk identisk med lipase A fra C. antarctica, og som har

25 den samme molekylvagt. Der blev ikke bem@rket nogle band for

C. auriculariae og C. foliorum lipase.

Identitetsforssgene kan endvidere udfgres med den
velkendte Ouchterlony dobbelt immunodiffusionsmetode eller
ved tandem krydset immunoelektroforese i henhold til kapitel

30 5 og 14 fra den ovennavnte bog af N.H. Axelsen.
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Gensplejsningsteknik kan anvendes for at opna et
hojere udbytte af lipase eller for at frembringe en enkelt
lipasebestanddel, sidsom ovenfor angivne lipase A eller B fra
C. antarctica, i godt udbytte.

En foretrukken fremgangsmadde anvender en Asper-

gillus-stamme som varten og omfatter fplgende trin:

(a) tilvejebringelse af en egnet rekombinant DNA-klonings-
vektor omfattende DNA-sekvenser, der koder for funktion-
er, der letter genudtrykkelsen, og en DNA-sekvens, der
koder for Candida lipase;

(b) transformering af en egnet vertsorganisme med klonings-
vektoren fra trin (a); og

(c) dyrkning af den transformerede vart i et egnet dyrk-
ningsmedium og om ¢gnsket udvinding af lipasen fra dyrk-

ningsmediet.

Det er specielt foretrukket at anvende A. oryzae

som vaert, jfr. europaisk patentskrift nr. EP 0,238,023.

Fremgangsmide til immobilisering

Lipaser kan immobiliseres ved  enhver kendt

fremgangsmade, se f.eks. K. Mosbach (ed.): Methods in
Enzymology 44, "Immobilized Enzymes", Academic Press, New
York (1976). Tilgazngelige fremgangsmader til immobilisering

af enzymer inkluderer: krydsbinding af homogeniserede celler,
kovalent binding til uoplgselige uorganiske og organiske
bzrere, gelentrapment og adsorption pd ionbyttere eller andet
adsorberende materiale. Endvidere kan coatning pa en
partikelformet bzrer anvendes, som beskrevet i Macrae A.R. og
Hammond R.C. (1985), Biotechnology and Genetic Engineering

Reviews, 3, 193.
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En foretrukken immobiliseringsmetode anvender en
partikelformet, makroporgs harpiks. Lipasen kan helt enkelt
adsorberes pa harpiksen, eller den kan bindes til harpiksen

ved krydsbinding med glutaraldehyd eller andre kendte kryds-

bindingsmidler.

En foretrukken harpikstype er en svagt basisk
anionbytter, f.eks. af acryl-, polystyren- eller phenol-for-
maldehyd-typen. Eksempler pa& kommercielle produkter er

Lewatit® E 1999/85 (produkt fra Bayer, Vesttyskland) og
Duolite® ES-568 (Rohm & Haas). Immobilisering p& denne type
harpiks er fortrinsvis beskrevet i europaisk patentskrift nr.
EP 0 140 542.

En anden foretrukken harpikstype er en adsorberende
harpiks af phenol-formaldehyd-typen. Immobilisering pa denne
harpiks udfgres fortrinsvis som beskrevet i DK B153762, som
der herved henvises til.

Endnu en foretrukken harpikstype er adsoberende
harpiks af acryltypen. Et eksempel pd et kommercielt produkt

er Lewatit® E2001/85 (produkt fra Bayer).

En anden foretrukken immobiliseringsmetode anvender
et uorganisk barermateriale, og lipasen er fortrinsvis fast-
gjort til bzreren ved adsorption eller kovalent binding. Sa-
danne barermaterialer og fremgangsmader til immobilisering er
beskrevet i K. Mosbach (ed.): Methods in Enzymology, 44,
"Immobilized Enzymes" (Academic Press, 1976).

Lipasepraparatet ifplge opfindelsen kan anvendes i
enhver af nedenstdende fremgangsmdder (reaktanterne er

angivet i parantes):

- Esterhydrolyse (ester + vand)
- Estersyntese (syre + alkohol)
- omestring, der inkluderer:.
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- Acidolyse (ester + syre)
- Alkoholyse (ester + alkohol)
- esterudveksling eller transesterificering (ester + ester)

Alkoholen kan vare mono- eller polyvalent primer
og/eller sekunder alkohol eller en blanding deraf. Syren kan
vere enhver carboxylsyre eller en blanding deraf. Esteren kan
vere enhver ester, der er afledt fra for omtalte alkohol og
syre eller en blanding af disse.

Figur 1, 2 og 3 viser pH-aktivitetskurverne for lipaser fra

henholdsvis C. antarctica, C. tsukubaensis og C.

auriculariae. Detaljer gives i eksempel 16.

Figur 4 viser pH-aktivitetskurverne for C. antarctica lipase

A og B. Detaljer gives i eksempel 10.

Figur 5 og 6 viser resultaterne af henholdsvis acidolyse og

transesterificering med immobiliseret C. antarctica lipase

ved forskellige temperaturer. Detaljer gives i eksempel 30.

Figur 7 og 8 viser resultaterne af syntese af myristinsyre-

ester med immobiliseret C. antarctica lipase, hvor henholds-

vis n-propanol og isopropanol anvendes. Detaljer gives 1

eksempel 35.

Figur 9 og 10 viser resultaterne af henholdsvis kontinuerlig
acidolyse og transesterificering med immobiliseret C.

antarctica lipase. Detaljer gives i eksempel 36 og 39.

Bestemmelse af aktiviteten af oplgselig lipase (LU og OU)

Der anvendes to metoder. Den fgorste metode er
baseret pa& hydrolyse af tributyrin i en pH-stat. 1 LU

(lipaseenhed) er mengden af enzym, som friger 1 upmol titrer-
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bar smgrsyre pr. minut ved 30°C, pH 7,0 med gummi arabicum
som emulgeringsmiddel. Yderligere detaljer gives i Novo ana-
lytiske metode AF 95/5, der efter anmodning kan rekvireres.
Malinger af aktivitet i lipaseenheder ved hydrolyse
af olivenolie (QU) udferes som fglger: 1 ml enzymoplesning, 5
ml emulsion (25 ml olivenolie og 75 ml 2% polyvinylalkohol,
MW ca. 72.000 emulgeret i en Waring-blender), og 5 ml puffer
(50 mM trismaleatpuffer pH 7,0) blandes og inkuberes i et
ryste-vandbad ved 40°C i 10 minutter. Reaktionen stoppes ved
tilsetning af 20 ml stopreagens (500 ml acetone, 500 ml etha-
nol og 11 ml 1 N NaOH). Proven og en blindprgve (stopreagens
tilsattes for emulsionen) titreres til pH 9,2 med 0,05 N
NaOH. Aktiviteten (OU) beregnes ud fra forskellen i titreret
NaOH mellem preven og blindprgven og udtrykkes som 1 pm fri-

gjort fri fedtsyre pr. minut.

Uspecificitet af opleselig lipase

Dette kan bestemmes ved kort tids hydrolyse af tri-
glycerid og analyse af de fremkomne diglycerider (DG). En
specifik lipase vil na@sten udelukkende danne 1.2-DG, hvorimod
en uspecifik lipase vil give et betydeligt indhold af 1.3-DG
i DG-fraktionen. Tiden for hydrolyse og viderebehandling skal
vere kort for at undgd, at acyl-grupperne skifter plads.

Mere specifikt udfegres médlingerne som fglger: 250
Hl enzymoplesning (4-100 OU/ml), 250 ul Trismaleatpuffer, pH
7,0, and 500 ul substrat (triolein: 2% polyvinylalkohol, MW
72.000; 1:3) blandes i et Eppendorf centrifugeror og rystes i
30-90 minutter ved 42°C. Reaktionen stoppes ved at iblande 10

ml CHC13_ (0,2% lithocholinsyre kan anvendes som en intern

standard). CHCl3 torres med Na2804. 1 pl dryppes pa en
tyndt-lags-chromatografipind (Chromarod Type S II, Newman-
Howell Associates 1ltd) og fremkaldes i 20 minutter med

hexan/ether/eddikesyre (70:30:1) som oplgsningsmiddel. De

partielle glycerider bestemmes kvantitativt med et FID ana-

lyseapparat (Iatroscan TH 10, Newman-Howell Associates 1td).
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Resultater angives som 1.3-DG i % af totale DG. En specifik
lipase ville sdledes give 0, og en fuldt uspecifik lipase

ville forventes at give ca. 33%.

Acidolyseaktivitet af immobiliseret lipase (B:U, BIU-2)

Aktiviteten bestemmes ved at lade palmitinsyre rea-
gere med triolein med eller uden oplgsningsmiddel. Total in-
korporering af palmitinsyre males ved FAME-GLC af triglyce-
rid. Inkorporering i 2-stillingen miles ved at behandle tri-
glyceriderne med pankreas-lipase for at hydrolysere 1l- og 3-
stillingerne, og derefter analysere de fremkomne 2-monoglyce-
rider med FAME-GLC.

FAME-GLC (gas-vaeske-chromatografi af fedtsyre-
methylester) kan udferes i henhold til metoderne Ce 2-66 oOg
Ce 1-62, der er offentliggjort af the American 0il Chemists'
Society (AOCS).

T tilfzlde af reaktion med oplesningsmiddel bestar
reaktionsblandingen af 0,6 g triolein, 0,174 g palmitinsyre
og 8,083 g petroleumether. Ved reaktion uden oplgsningsmiddel
anvendes 3,0 g triolein og 0,87 g palmitinsyre.

I begge tilfzlde hydratiseres en passende mangde
enzym, og inkuberes med ovennavnte reaktionsblanding ved en
given temperatur i 1-4 timer og filtreres dernast for at
stoppe reaktionen. Filtratet oprenses pa en alumina-sgjle, og
triglyceriderne analyseres ved FAME-GLC.

Separat oprenses triglyceriderne fra 2 ml af fil-
tratet pd samme made pd 4 g aktiveret alumina. Ca. 100 mg af
triglyceriderne, 3 ml oplesning af pankreas-lipase (250 mg
pankreas-lipase grad II fra Sigma cat. no. L3126 oplest i 10
ml 1M trispuffer pH 8), 300 pl 2M CaCl2 og 0,75 ml 0,2% w/v
taurocholat blandes. Emulsionen opvarmes i et vandbad ved
40°C i 2 minutter og blandes p& en Whirley-blander il 1/2
minut feor reaktionen stoppes ved tilsztning af 4 ml 96% etha-
nol. Preven overfgres til en skilletragt og ekstraheres med 4

x 20 ml diethylether. Etherfasen vaskes 4 gange med 20 ml
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deioniseret vand feor det torres med et NaZSO4-filter og for-
dampes. Prgven genoplgses i 1 ml 1l.1l.l-trichlorethan. Glyce-
riderne separeres ved prazparativ TLC pa fercoatet TLC plader
silikagel 60 fra Merck (aktiveret 30 minutter ved 110°C) i en
godt mettet fremkaldelsesbeholder med diethylether og n-hexan
(70:30) som et fremkaldelsesoplgsningsmiddel. TLC-processen
kerer i 40 minutter ved 20°C.

Monoglyceridbandet identificeres med ioddamp,
skrabes af og ekstraheres med 3 x 10 ml diethylether. Ether-
fasen filteres, inddampes og preven methyleres og analyseres

med GLC.
En BIU (batch-omestringsenhed) er mzngden af immo-

biliseret lipase, der inkorporerer palmitinsyre med en initi-
al hastighed af 1 umol/minut ved den angivne temperatur med
eller uden oplgsningsmiddel. En BIU-2 (BIU i 2-stillingen)
defineres pa samme made udfra inkorporeringen i 2-stillingen.

Transesterificeringsaktivitet af immobiliseret lipase (BTU)

Aktiviteten bestemmes ved at lade en &kvimolar
blanding af triolein og tripalmitin reagere. Dannelse af
blandede triglycerider (POO, PPO etc.) mdles ved HPLC (high-
performance liquid chromatography).

Mere specifikt smeltes 0,8855 g triolein (000) og
0,8073 g tripalmitin (PPP) (1 mM af hver), og 250 mg enzym
(pa teorstofbasis) befugtet til 10% w/w vand tils®ttes. Prov-
erne rystes i vandbad i 15 minutter ved en given temperatur
og analyseres dernast ved HPLC.

HPLC kan udfegres i henhold til G.W. Jensen, J.
Chromatogr., 204, 407(1981).

En BTU (batch-transesterificeringsenhed) defineres
som mengden af immobiliseret lipase, der fremstiller blandet
triglycerid med en initial hastighed af lumol/minut ved den

angivne temperatur.
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Non-Specificitetsindeks af immobiliseret lipase (NSIl, NSIZl

Dette bestemmes bedst ved omestring (f.eks. acido-
lyse). M&ling af udveksling i 2-stillingen indikerer non-
specificiteten. To s&danne metoder er anvendt her: NSI,-meto-
den med triolein og palmitinsyre og NSI,-metoden med XO0X tri-
glycerid (X = palmitin/stearinsyre, 0 = oliesyre) og laurin-
syre. Den bedste metode er NSIl, men analysen er meget be-
sverlig. NSIZ—metoden er lettere at udfere, men resultatet
pavirkes af lipasens fedtsyre-specificitet. De to acidolyse-
metoder er mindre udsat for fejl p& grund af acyl-bevagelsen
end hydrolysemetoden, der anvendes til opleselig lipase.

ved NSIl—metoden males BIU og BIU-2, og et indeks

beregnes som NSIl = 3 x BIU-2/BIU. Dette vil give O for en

N

fuldstendig specifik lipase, og give 1 for en uspecifik
lipase, der reagerer ens i alle tre stillinger.

Ved NSIZ-metoden hydratiseres immobiliseret lipase,
som npdvendigt til aktivering, sedvanligvis til ca. 10% vand.

Nedenstdende blanding anvendes:

- 345 mg kakaosmgrstearin (solgt af Arhus Olie A/S, Danmark,
og indeholdende ca. 95% XOX triglycerider)

- 480 mg laurinsyre (Merck), 99% ren

- 8,1 g petroleumether (BDH), kogepunkt 80-100°C

- 250 mg (som terstof) af den immobiliserede lipase

En blanding af ovennavnte ingredienser inkuberes i
et ryste-vandbad i en time og temperatur (i omradet 40-60°C)
som negdvendigt for at opnd en egnet konvertering. Rene tri-
glycerider isoleres dernast ved alumina-chromatografi, og
fedtsyresammens@tningen bestemmes ved FAME-GLC.

Et indeks defineres som folger:
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NSI2 = 3 X (nedgang i oliesyre)/(inkorporering af laurinsyre)

For at kunne skelne mellem specifik og uspecifik
lipase anses en inkorporering af laurinsyre i omrddet 30-65%

at vaere mest egnet.

Kulturmedier

Medier med nedenstaende sammensztninger anvendtes i

eksemplerne. Hvert medium blev autoklaveret ved 121-130°C i

20-90 minutter.

Bestanddele (g/l) Agar-3 YeDP YPG-agar Bou-3
Pepton 6 - - 6
Trypsinnedbrudt casein 4 - - 4
Garekstrakt 3 5 4 3
Kgdekstrakt 1,5 N - 1,5
Dextrose 1 20 15 1
Agar (Difco) 24 - 20 -
K2HPO4 - - 1 -
Mgso, .7H,0 - - 0,5 -

Polypepton - 10 -
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Bestanddele (g/l) Cale Cale-2 Cada YS-4 YS-25
Pharmamedia* 40 40 40 20 -
Garekstrakt 5 5 5 5 10
Majsstpbevand - - - 40 -
Dextrose 3 - - 3 5
Saccharose - 5 - -
Sojabgnneolie (ml/1) 30 30 30 30 20
K2HPO4 5 5 5
MgSO4.7H20 1 1 1
Pepton - - - - 10
Pluronic® L61 (ml/1) 0 0.86 - - -
pH 6,2 6,2 6,0 6,5 6,5
* Sammensatningen af Pharmamedia er beskrevet i Traders'
Guide to Fermentation Media Formulation, 1980, Traders' 0il
Mill Co., s. 50-51.
Bestanddele (g/1) CGlg CG4h Caldg
Pharmamedia* 20 40 40
Gaerekstrakt 5 - -
Sojabgnnepulver 20 - -
Dextrose 5 5 -
Dextrin - - 5
Kokosngdolie - 5 -
Sojabgnneolie (ml/1) 20 - 20
Oleylalkohol - -
KZHPO4 5 5 5
(NH4)2HPO4 - 5 -
MgS0, . 7H,0 1 1 1
NaNO3 - -
Thiamin, HC1 (mg/1) 10 - 10
Sporstoffer (Difco

manual (ml/1) 10 10 10
Pluronic® 60L (10%, ml/1) 3 3 3
Vitaminblanding (ml/1) - 3 -

pH - - ' 6.0
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* Sammensatningen af Pharmamedia er beskrevet i Traders'
Guide to Fermentation Media Formulation, 1980, Traders' 0il
Mill Co., s. 50-51.

Vitaminblanding:

5 Biotin 2 mg/1
Calciumpantothenat 400 -
Inositol 2.000 -
Nicotinsyre 400 -
Thiamin, HC1 400 -

10 Pyridoxin, HC1 400 -
p-aminobenzoesyre 200 -
Riboflavin 200 -
Folinsyre 10 -
EKSEMPEL 1

15 Fremstilling af lipase fra C. antarctica

En kultur af Candida antarctica stamme DSM 3855 pa

Agar-3 skrédrer blev overfgrt til en 2000 ml rystekolbe med
800 ml Bou-3 medium, og rystet ved 26°C en dag (200 rpm, am-
plitude ca. 2 cm).

20 Den fremkomne kulturvaske blev anvendt som pode-
kultur til en 10 1 konventionel garingstank med 7 liter
Cale=-2 medium.

Geringsbetingelser var som folger:
Fermentertype: Laboratory fermenter FL 110 fra Biotec AB,

25 Bromma, Sverige.
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Beluftning: 6 Nl1/min
Omrgring: 520 rpm med en rgremaskine med to rotorer

hver med seks blade

Temperatur: 26°C
pH: Der var ingen kontrol af pH
Tid: 119 timer

Lipaseudbyttet var 157 LU/ml

Kulturvaesken fra gzringstanken blev centrifugeret
i 35 minutter ved 4100 rpm ved hj®lp af en Sorvall RC-3B
centrifuge med en 6000 A rotor. Supernatanten (ialt 5 1) blev
koncentreret ved ultrafiltrering (og vasket 5 gange med et
volumen vand hver gang) til 600 ml med et Pellicon ultrafil-
treringsapparat fra Millipore med en filterplade med en mole-
kylvaegtsafskeringsvaerdi pa 10.000. 600 ml 99% kold ethanol
blev tilsat til 560 ml af UF-koncentratet og blandingen blev
omrert i 30 minutter ved 4°C efterfulgt af en centrifugering
(som ovenfor). 2,5 volumina kold 99% ethanol blev dernast
tilsat til supernatanten fra den forste ethanoludfaldning.

Blandingen blev omrert i 30 minutter og centrifugeret (som

ovenfor). Bundfaldet fra denne centrifugering blev oplest i
ca. 230 ml vand og fryseterret, hvilket gav 22 g pulver med
16.200 LU/g

Lipasen blev yderligere oprenset ved brug af hydro-
fob interaktionschromatografi med ethanoleluering efterfulgt

af vacuumtgrring, hvilket gav et pulver med ca. 92.000 LU/g.

Sammenligningseksempel 1

Fremstilling af C. curvata lipase

Candida curvata stamme CBS 570 (alias ATCC 10567)

blev anvendt. CBS betegner Centraalbureau voor Schimmel-
cultures, Baarn, Holland, og ATCC betegner American Type
Culture Collectioh, Rockville, MD, USA. En kultur af denne
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stamme p& et Agar-3 skrdrer (se eksempel 1) blev overfert til
fire 500 ml rysteflasker med 100 ml Bou-3 medium (se eksempel
1) hver, og rystet ved 26°C 1 dag (200 rpm, amplitude ca. 2
cm) .

Kulturvaesken af Bou-3 rystekolberne blev anvendt
som podekultur til podning af tohundrede 500 ml rystekolber,
hver med 200 ml LR-15 medium:

Sammensatningen af LR-15 medium var som fglger:

Bestanddel Koncentration
Pharmamedia 50 g/l
KZHPO4 5 -
NaNO3 1 -
MgSO4.7H20 0,5 -
Tween-80 20 -

pH indstillet til 7,0 med HC1

Autoklaveret ved 121°C i 40 minutter.

Tween-80 er Polyoxyethylensorbitanmonooleat (rekvireret fra
Merck).

Hver rystekolbe blev podet med 0,5-2 ml Bou-3
kulturveske og rystet med 200-300 rpm (amplitude ca. 2 cm)

ved 26°C i 4 dage.
Kulturvesken fra rystekolberne blev samlet sammen

ved gazringsafslutningen, hvormed man fik ialt 29,5 1 med en
lipaseaktivitet p& 15 LU/ml. Kulturvasken blev centrifugeret
som beskrevet i eksempel 1, efterfulgt af en koncentrering,
ogsd som beskrevet i eksempel 1, men kun vasket to gange med

et volumen vand, hvilket gav 3,9 1 koncentrat med en lipase-

aktivitet pa 168 LU/ml.
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EKSEMPEL 2

Fremstilling af lipase fra C. antarctica i pilot plant

En kultur af Candida antarctica stamme DSM 3855

blev podet pa en Fernbach-kolbe indholdende YPG-agar.
Fernbach-kolben blev inkuberet i 8 dage ved 26°C
for den blev anvendt til at pode en konventionelt omrert og

beluftet podefermenter indeholdende 300 liter medium med

nedenstdende sammensztning

Garekstrakt 3,0 kg
KH2P04 0,2 -

NaZHPO4.12H20 0,2 -

Glucose 0,3 -

Pluronic® 60 L 125 ml

pH 5,6

Efter 1 dags garing ved 26°C blev vasken anvendt
til at pode en konventionelt omrert og beluftet podefermenter

indeholdende 300 liter medium med nedenstdende sammensztning:

Gerekstrakt 7,0 kg
Pharmamedia 56,0 -
KH2P04 4,0 -
NaZHPO4.12H20 ’ 3,0 -
Saccharose 4,2 -
MgSO4.7H20 1,4 -
Sojabegnneolie 42 1
Pluronic® 60 L 600 ml
pH 6,2

Geringen gennemfortes i 5 dage ved 26°C med 1000
N1/min beluftning og 200 rpm omrering. Udbyttet var 82 LU/ml.
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Lipasen blev udvundet ved felgende fremgangsmade:
1) tromlefiltrering af kulturvasken, 2) klarfiltrering, 3)
koncentrering ved ultrafiltrering, 4) tilsztning af ethanol
til 50% w/w, 5) klarfiltrering, 6) koncentrering ved ultra-
filtrering, 7) tils®tning af ethanol til 77% w/w, 8) centri-
fugering, 9) vakuumtegrring, 10) genoplesning i vand, 11) dis-
kontinuerlig hydrofob interaktionsoprensning (lipasen blev
absorberet p& en hydrofob matrix, vasket med vand og for-
tyndet med 50% w/w ethanol), og 12) fordampning af ethanolet
og fryseterring. Det fremkomne pulver havde en aktivitet pa
143.000 LU/g.

EKSEMPEL 3

Fremstilling af C. antarctica lipasepulver

candida antarctica kultur DSM 3855 blev opbevaret

p& PDA-agar skrarer.
Sammensatning af PDA-agar:

Bacto kartoffeldextroseagar (Difco) 39 g/1
Agar 10 -

Autoklaveret ved 121°C i 20 minutter.

50 rystekolber med Cale medium blev podet fra
agar-skrdrer og dyrket ved 25°C i 64 timer.

Vaesken (46 0U/ml) blev centrifugeret ved maximalt
4.400 g i 20 minutter. Supernatanten blev koncentreret til 1
liter og afsaltet med 1 liter vand pa et Amicon ultrafiltrer-
ingsapparat med en H1P 10-20 patron (afskeringsverdi 10.000
MW) og fryseterret. Aktiviteten af pulveret var 4000 0U/g.
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EKSEMPEL 4

Fremstilling af C. antarctica lipase

Kulturer af stammerne DSM 3908 og DSM 3909, opbe-
varet pAd PDA-agarskrirer (se eksempel 3) blev overfort til
rystekolber indeholdende YS-4, ¥S-25 eller Cada medium og
dyrket i 2 eller 3 dage ved 25°C. Vaskens lipaseaktivitet
(OU) blev madlt.

Resultater:

Stamme Medium Geringstid 0oU/ml
1. DSM 3908 YS-4 3 dage 8,5
2. DSM 3908 YS-25 2 - 4,0
3. DSM 3908 Cada 3 - 26,0
4. DSM 3909 Ys-4 3 - 10,5
5. DSM 3909 ¥S-25 2 - 5,0
6. DSM 3909 Cada 2 - 23,3
EKSEMPEL 5

Fremstilling af C. tsukubaensis lipase

Candida tsukubaensis‘kulturen CBS 6389 blev opbe-
varet pa PDA-agarskrarer (sammensatningen af PDA-agar er an-=
givet i eksempel 3).

To YeDP rystekolber blev podet og dyrket 1 24 timer
ved 25°C.

Denne kultur blev anvendt til at pode 52 ryste-
kolber med CG-l1g medium.

Rystekolberne blev dyrket i 4 dage ved 25°C. Vasken
blev centrifugeret ved maximum 4.400 g i 20 minutter. Super-

natanten (3 1) blev koncentreret til 450 ml og afsaltet med 2
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liter vand pa et Amicon ultrakoncentreringsapparat med en H1P
10-20 patron og fryseterret, hvorved der fremkom 24 g pulver
med 223 0OU/g, 135 LU/g.

EKSEMPEL 6

Fremstilling af C. auriculariae lipase

Candida auriculariae kulturen CBS 6379 blev opbe-

varet pd PDA-agarskrarer.

70 CG4h rystekolber blev podet fra agarskrargr og
dyrket ved 25°C i 4 dage.

Vaesken blev centrifugeret ved maximalt 4.400 g i 20
minutter og maximalt 12.200 g i 10 minutter. Supernatanten
blev koncentreret fra 5,5 1 til 950 ml pad et Amicon ultrakon-
centreringsapparat med en H1P 10-20 patron og frysetorret,
hvorved der fremkom 29,1 g pulver med 93 OU/g og 3,4 LU/g.

EKSEMPEL 7

Fremstilling af C. foliorum lipase

En kultur af CBS 5234 blev opbevaret p3 PDA-agar-
skrarer. 60 rystekolber, hver indeholdende 150 ml CG4h
medium, blev podet fra agarskradrerene og blev derefter dyrket
i 4 dage ved 25°C.

Vesken blev centrifugeret ved 4.000 rpm i 25 minut-
ter, og dernast ved 10.000 rpm i 10 minutter. Supernatanten
blev koncentreret fra 6 liter til 550 ml pd et Amicon ultra-
filtreringsapparat (P1H 10-20), afsaltet med 1 liter deioni-
seret vand og dernast frysetgrret, hvorved der fremkom 38,4 g
pulver med en aktivitet af 275 OU/g eller 313 LU/g.
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EKSEMPEL 8

Fremstilling af C. humicola lipase

cBS 571 blev dyrket p& PDA-agarskrdrer i 4 dage ved
250C. En podekultur af YePD medium (sammens@tning er angivet
i eksempel 5) blev podet fra skrargrene og blev dyrket i 17
timer ved 25°C. 39 rystekolber med YS-4 medium (se eksempel
4) blev podet fra podekulturen o9 blev dernast dyrket i 4
dage ved 25°C.

vesken blev centrifugeret ved 4.000 rpm i 15 minut-
ter, og dernast ved 12.000 rpm i 15 minutter. Supernatanten
(1.300 ml) blev koncentreret pad Amicon PIH 10-20 og afsaltet
med 4 liter deioniseret vand til et endeligt volumen pa& 200
ml. Dette blev fryseterret, hvorved der fremkom 10,4 g pulver
med en aktivitet af 2.000 OU/g.

EKSEMPEL 9

Fremstilling af lipase fra 5 Candida arter

Hver af de ovenfor angivne stammer blev podet pé et
PDA-skrirgr (se eksempel 3) og dyrket i 3 dage ved 25°C.
Cellerne blev dernast opslammet'i 9 ml sterilt, deioniseret
vand og dyrket i 17-23 timer. 2 til 7 ml af kulturvesken blev
genpodet i rystekolber med Cal9g medium, YS-4 medium eller
¥S-25 medium (se eksempel 4) og dyrket i 3 dage ved 25°C
under rystning. PpH o9 lipaseaktivitet (OU) af vasken blev

derefter malt.
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Results:

Art Stammenr. Medium pH ouU/ml

antarctica DSM 3855 Cal9g 7,0 27,8
- - CBS 5955 Cal9g 6,7 25,3
- - CBS 6678 Cal9g 6,6 25,3
- - CBS 6821 Cal9g 6,6 46,8
tsukubaensis CBé 6389 Cal9g 7,5 11,8

(@]

Y 00 N o bW
O
.

- - CBS 6389 YS-4 - 11,8

C. auriculariae CBS 6379 YS-4 - 0,8

C. foliorum CBS 5234 Cal9g 7,0 7,3

. C. humicola CBS 2041 Cal9g 5,9 15,0
10. - - CBS 2041 YS-4 7,7 20,5
11, - = CBS 571 Cal9g - 10,8
12, - - CBS 571 YS-4 7,2 38,8
13. - - IFO 1527 Cal9g - 1,8

Til sammenligning blev C. curvata CBS 570 dyrket pa
samme made med 4 dages dyrkning i YS-25 medium. Aktiviteten
var 34,8 0U/g.

EKSEMPEL 10

Separation og karakterisering af lipasebestanddelene A og B

fra C. antarctica

Delvist oprensede lipaser fra C. antarctica frem-

kommet som i eksempel 2 blev yderligere oprenset som fglger.
1 g af enzympulveret blev suspenderet i 50 mM Tris-acetat pH
6. 1 g DEAE-Sephadex AS50 blev kvaldet og vasket i 50 mM
Tris-acetat pH 6 og blev tilsat til enzymsuspensionen. Bland-
ingen blev omrert i 1 time ved stuetemperatur og filtreret pa

en sintret glastragt. Filtratet blev derefter koncentreret
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ved ultrafiltrering og dialyseret overfor 20 mM citratpuffer
pH 4,5 og pafert pd CM-Sepharose sgjle zkvilibreret med den
samme puffer. B-enzym blev elueret som udgdende vaske og A-

enzym blev elueret med saltgradient.

Molekylvagten af A- og B-enzymet blev bestemt ved
Pharmacia PhastTM systemet ved brug af 8-25% SDS PAGE gradi-
ent geler. Molekylvagtene for A- og B-enzymerne viste sig at
vere henholdsvis 43 og 33 kD. Isoelektriske punkter for A- og
B-enzymerne blev bestemt ved brug af LKB Ampholine "page
plate" med pH i omridet 3,5 til 9,5. pI for A-enzymet var 8,0
+ 0,2 og for B-enzymet 6,0 % 0,2.

Til yderligere oprensning af B-enzym blev den sam-
lede mengde, der var fremkommet som udgdende materiale fra
CM-Sepharose, dialyseret mod 20 mM porat pH 10 og pafert pa
Mono-QTM (Pharmacia) sojle kvilibreret med den samme puffer.
Aktiviteten af B-enzymet blev elueret med saltgradient under

anvendelse af Pharmacia FPLC-apparatur.

pH-stabilitet af enzymet

A- og B-enzymer Dblev fortyndet i 20 mM phosphat-
puffer til pH 6 eller 7 og 20 mM boratpuffer pH 8, 9 eller
10. Den fzrdige enzymkoncentration blev indstillet til
00280=l og inkuberet i 1 1/2 time ved stuetemperatur og nat-
ten over ved 4°C. Nedenstéende tabel viser % restaktivitet
malt ved LU-metoden. Aktiviteten af enzymerne ved pH 7 blev
cat til 100%. Det fremgdr, at A-enzymet var totalt inaktivt
ved pH 10 efter inkubation natten over ved 4°C, hvorimod B-
enzymet bibeholdt mere end 78% af sin aktivitet ved PpH 10,

men var mindre stabilt ved pH 6.
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A-enzym B-enzym
[ I | !
Inkubations-| | | |
tid |1 1/2 time | 20 timer |1 1/2 time 20 timer
5 | [ |
PH I I I I
I | | |
6 | 85 | 91 | 87 30
10 7 100 100 100 72
8 101 100 88 | 77
9 125 1 103 101 85,7
15
10 | 18 0 | 91 | 79

Virkningen af temperaturen pd aktiviteten

Lipaseaktiviteten blev mdlt ved LU-metoden, med
20 undtagelse af at temperaturen blev varieret. Resultaterne

fremgdr af nedenstdende, hvor aktiviteten ved 30°C er sat til

100%.

|$ forpgelse af aktiviteten|

25 Temperatur A-enzym B-enzym
30°C % 100 { 100 }
40°C { 128 = 103 %
30 I I I
50°C | 160 | 119 |
60°C I 169 { 112 I
35 70°C i 192 I 116 !

Virkning af pH pd aktiviteten

Lipaseaktiviteten blev malt ved LU-metoden, med
undtagelse af, at pH blev varieret. Resultaterne, der blev

opndet ved de respektive pH-verdier i fraver af enzymet, blev
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anvendt som blindvardier for spontan hydrolyse. Resultaterne

er vist pa fig. 4. Det fremgadr heraf, at det optimale pH for

badde A- og B-enzymer viste sig at vare ca. 7.

EKSEMPEL 11

Termostabilitet af lipaser

Prgver af kulturvaesken fremstillet som i eksempel 9
(med Cal9g eller YS-4 medium) blev varmebehandlet i 30 minut-
ter ved 60, 70 og 84°C. Lipaseaktiviteten af de varmebe-
handlede prover og af en kontrolprgve uden varmebehandling
blev derefter pavist ved at anbringe preoven pa en diffusions-
plade indeholdende olivenolie, polyvinylalkohol (PVA) og
brilliantgrgnt i agar ved pH 5,5, og ved at male zonen for

farveskift (diameter i mm) efter 24 timers diffusion ved

30°C.

| Varmebehandling
Art Stamme nr.| Ingen 60°C 70°C  84°C
|
C. antarctica CBS 5955 | 6,0 6,0 5,5 5,0
C. foliorum CBS 5234 | 6,0 6,5 6,5 ND
C. humicola CBS 2041 | 7,5 4,5 4,5 4,5
- - CBS 571 | 7,0 4,5 4,5 4,5
- - CBS 1527 | 7,0 4,5 4,5 4,5
C. auriculariae CBS 6379 | 6,0 6,0 0 ND
C. curvata (reference) | 9,5 0 0 0

Det fremgar, at lipaser fra C. antarctica og C.
humicola var stabile op til 84°C, C. foliorum lipase op til

70°C og C. auriculariae lipase op til 60°C, hvorimod den

kendte C. curvata var ustabil ved 60°C.
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EKSEMPEL 12

Termostabilitet af opleselige lipaser

Termostabiliteterne af nedenfor angivne lipaser

blev sammenlignet.

Opfindelse:
C. antarctica: En 0,8% oplesning af pulver fra

eksempel 1
Oprenset lipase A: Preven fra eksempel 10 blev dialy-
seret natten over mod 15 mM tris-

maleatpuffer pH 7.
Reference:
C. cylindracea: En 1% oplesning af Lipase OF rekvi-
reret fra Meito Sangyo
C. curvata: UF-koncentratet fra sammenlignings-
_/,//* ' eksempel 1.

Felgende puffere blev anvendt i forseget:

Tris-maleatpuffer 0,1 M, pH 6,0:

50 ml 0,1 M tris (hydroxymethyl)-aninomethan plus

26 ml 0,1 M maleinsyre
Citrat-phosphat-puffer 0,1 M, pH 6,5:

142 ml 0,05 M citronsyre plus

355 ml 0,1 M dibasisk natriumphosphat (Na2HPO4)
Phosphatpuffer 0,1 M, pH 7,5:

l6 ml 0,1 M NaH2P04 plus

84 ml 0,1 M NaZHPO4

Termostabiliteten blev malt ved at blande 1 ml

lipaseoplesning med 4 ml puffer i et reagensglas. Reagens-
glasset blev inkuberet i 60 minutter i et 60, 65 eller 70°C



DK 159882B

31

varmt vandbad. Termostabiliteten udtrykkes som restaktivi-
teten (LU/ml) i procent af aktiviteten (LU/ml) af enzym-

pufferblandingen fer inkubation.

Resultaterne (restaktiviterne) var som folger:

5 | OPFINDELSE REFERENCE

|
Enzym-in- | C. antarctica| Lipase A | C. curvata | C. cylindracea

kubations-| | | l
temperaturl60°c 65°C 70°C|60°C 65°C 70°C|60°C 65°C 70°C |60°C 65°C 70°C

10 Buffer pH | | l I
6,0 | | |32¢ 3,5% 0,9%]

6,5 |s2s 78% 83% |98% 95% 93% |l0¢ 0,9% O0,9%]1,1% 1,13 0,6%

7,5 [29% 18 8y | | 2,2% 0,8% 1,0%{0,2% 0,2% O0,5%
I I I I

15 pH 6 inkubationerne for C. curvata med tris-maleat-

puffer blev taget med, da disse var de betingelser, som D.
Montet et al. anvendte i deres beskrivelse af lipase (Fette
Seifen Anstrichmittel 1985, 21:181-185), og som derfor anses
for egnet til denne lipase.

20 Det kan fastslds, at C. antarctica lipase og lipase

A er langt mere termostabil end de kendte C. cylindracea og

C. curvata lipaser.

EKSEMPEL 13

Termostabilitet af lipaser efter varmebehandling

25 I dette forseg blev lipasepreverne forst forbe-
handlet i 1 time ved 60°C, pH 6,5 som folger:
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C. tsukubaensis: Pulveret fra eksempel 5 blev oplest
(7%) i pH 6,5 puffer (se ovenfor), og forbehandlet il

time ved 60°C.

Oprenset lipase A: Det eluerede stof fra sgjlen (eksem-

5 pel 10) blev dialyseret natten over mod 15 mM tris-male-
atpuffer pH 7, fortyndet 5 gange med pH 6,5 puffer og
forbehandlet i 1 time ved 60°C.

Reference:

C. curvata: UF-koncentratet fra sammenligningseksempel

10 1. Koncentratet blev indstillet pd pH 6,5 og inkuberet i
1 time ved 60°C, pH 6,5. Denne forbehandlede proeve blev
fortyndet 5 gange i puffer (pH 6, 6,5, 7,5, se ovenfor)
til brug ved termostabilitetsforsegene.

Ovennavnte forbehandlede prever blev dernast inku-
15 beret i 1 time ved 65°C og pH 6,0, 6,5 eller 7,5.

Resultaterne var som fglger:

| OPFINDELSE | REFERENCE
Lipase |C. tsukubaensis| Oprenset | C. curvata
| |. lipase A |
20 i { i
Resterende | | |
aktivitet efter| 26% | 9% | 49%
forvarme- | | |
behandling | |
25 | [ 1 |
inkubation pH | 6,5 6,5 6,0/ 6,5 7,5
i | !
Resterende | | |
aktivitet efter| | |
30 1 time ved: | |
0°C | 100% 100% '100%[100%{100%
1§ l |
65°C | 46,2% | 99 % |2,8%]1,2%]1,1%
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Det fremgdr, at de to lipaser ifelge opfindelsen
taber nogen aktivitet under forbehandlingen ved 60°C, men at
de forbehandlede prever er meget stabile ved 65°C. Den kendte

lipase fra C. curvata jnaktiveres hurtigt ved 65°C.

5 EKSEMPEL 14

Termostabilitet af C. antarctica lipase

Lipasepulver fremkommet som i eksempel 3 blev op-
lest i vand (1%), og yderligere fortyndet 5 gange i 50 mM
tris-maleatpuffer pH 7. Denne oplesning blev forbehandlet ved
10 60°C i 0, 60 og 180 minutter, og derefter varmebehandlet i 30
minutter ved forskellige temperaturer. Den resterende aktivi-
tet efter hvert trin blev malt ved OU-metoden.

Forbehandlings- | | ‘ |
tid ved 60°C | 0 min | 60 min 180 min
15 B 1
Resterende aktivitet | 100% | 39% | -
efter forbehanding | |
| |
Varmebehandling i | | |
20 30 minutter ved | | |
| l |
0°C | 100% | 100% | 100%
30°C | 100% | 103% | 126%
40°C | 96% | 105% | 137%
25 50°C | 8l% | 108% | 148%
60°C | 62% | 86% | 135%
70°C | 60% | 86% l 135%
80°C | 29% | 55% | 111%

Resultaterne viser, at nogen lipaseaktivitet gar
30 tabt under forbehandling ved 60°C, men den resterende lipase-
aktivitet er yderst varmestabil, selv ved 80°C.
Det er ikke klart, hvorfor nogle tal ligger vasent-

ligt over 100%.
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EKSEMPEL 15

Aktivitet i forhold til temperatur for C. antarctica lipase

Enzymaktiviteten af C. antarctica lipase (0,1% af
pulveret fra eksempel 3) blev malt ved 30, 40, 50, 60, 65 og
5 70°C. Aktiviteterne blev malt ved den i teksten beskrevne
OU-metode, men med inkubation ved forskellige temperaturer.

Resultaterne var som fglger:
Inkubationstemperatur 30 40 50 60 65 70

Aktivitet OU/ml 2,1 2,3 3,4 5,2 6,3 5,8

10 EKSEMPEL 16

pH-aktivitet af lipaser

pH-afh@ngigheden af aktiviteterne af lipase fra C.
antarctica (0,2% oplesning af pulveret fra eksempel 3), g;
tsukubaensis (3,0% oplesning af pulveret fra eksempel 5), C.
15 auriculariae (3,0%) oplesning af pulveret fra eksempel 6), C.
humicola (eksempel 7) og C. foliorum (eksempel 8) blev malt.
pH blev varieret fra 4,0 til 10,5 i trin af 0,5

enheder. De anvendte puffere var natriumacetat/eddikesyre ved

pH 4,0-5,5 (200 mM for C. antarctica og 100 mM for de andre
20 lipaser), 50 mM tris-maleat/NaOH ved pH 5,5-8,5 og glycin/-

NaOH ved pH 9,0-10,5 (200 mM for C. antarctica og 100 mM for

de andre lipaser).
Milingerne blev udfert som ved OU-metoden, men med

5 ml enzym oplest i puffer i stedet for 1 ml enzymoplgsning
25 og 5 ml tris-maleatpuffer.
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pH-aktivitetskurverne fremgadr af fig. 1, 2 og 3 for

henholdsvis C. antarctica, C. tsukubaensis og C. auricula-

riae. Kurverne for C. humicola og C. foliorum lipaserne var

de samme. Alle lipaser viste sdledes optimum ved ca. pH 7 til

8.

EKSEMPEL 17

Uspecificitet af oplegselige lipaser

Kulturvesken, fremstillet som i eksempel 9 blev

underseogt under anvendelse af den tidligere angivne uspecifi-

citetsmetode. Resultaterne angives som 1.3-diglycerid i % af

totalt diglycerid:

Art

C. antarctica

C. humicola

C. tsukubaensis

C. foliorum

C. auriculariae

CBS
CBS
CBS
CBS
CBs

Stamme nr.

6678
2041
6389
5234
6379

% 1,3-diglycerid

32%
51%
48%
45%
50%

Lipaser fra Candida antarctica (0,2% oplesning af
et pulver fremkommet som i eksempel 3), C. tsukubaensis (3,0%
af pulveret fra eksempel 5), C. auriculariae (3,0% af pulver-

et fra eksempel 6) blev mdlt ved samme metode.

C. antarctica :

C. tsukubaensis

C. auriculariae :

41%
48%
50%
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Det ses, at alle lipaserne er uspecifikke.

EKSEMPEL 18

Substratspecificitet af bestanddele af C. antarctica lipase

Aktiviteterne af oprensede lipaser A og B (fra ek-
sempel 10) pa forskellige substrater blev sammenlignet. Akti-
viteterne overfor tributyrin og olivenolie blev mdlt ved hen-
holdvis LU- og OU-metoderne. Aktiviteterne overfor methyl-
oleat, methyllaurat og racemisk diolein blev malt ved hj=zlp
af LU-metoden med folgende modifikationer: 1% substrat
(methyllaurat 99% rent fra Nu Check praparat, methyloleat med
en renhed af 99% Nu Check praparat, eller racemisk diolein
med en renhed af 99% fra Sigma) i stedet for tributyrin, og
med NaOH titrering ved pH 8,5 i stedet for pH 7,0.

Nedenfor er resultaterne angivet som procent akti-

vitet i forhold til tributyrinen:

Substrat Lipase A Lipase B
Tributyrin (LU) 100% 100%
Olivenolie (OU) 110¢% 65%
Racemisk diolein 27% 313%
Methyllaurat 22% 140%
Methyloleat 8% 60%

Det ses, at lipase B har hej aktivitet med diglyce-
rider og methylestere, hvorimod lipase A har relativ lav
aktivitet overfor disse i forbindelse med aktiviteten overfor

triglycerid.
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EKSEMPEL 19

Immobilisering af C. antarctica lipase pa anionbytter

0,6 g Candida antarctica lipase fremkommet som be-
skrevet i eksempel 1 blev fortyndet-med vand til 7,5 g og
5 blandet med 1,5 g Lewatit® E1999/85 svagt basisk anionbytter
(produkt fra Bayer) pa torstofbasis indstillet til pH 7.
Blandingen blev omrert i 24 timer ved stuetempera-
tur. Efter vask med vand blev prazparatet terret under vakuum
ved stuetemperatur, hvorved der fremkom 1,83 g (terstofind-
10 hold 98%). Den resterende aktivitet i filtratet var 39% sva-
rende til en ladning pd ca. 19.000 LU/g immobiliseret lipase

pa torstofbasis.

EKSEMPEL 20

Immobilisering pd& anionbytter

15 12,5 ml lipaseoplesning (12.500 LU/ml) af C.
antarctica lipase, fremkommet som i eksempel 2 og 4,25 g
Duolite® ES-568 svagt basisk anionbytter (produkt fra Rohm &
Haas) pad terstofbasis, indstillet til pH 7 blev blandet og
omrort i 24 timer ved stuetemperatur. Efter vask med vand

20 blev praparatet terret under vakuum ved stuetemperatur, hvor-
ved der fremkom 4,6 g immobiliseret lipase pa terstofbasis.
Den resterende aktivitet i filtratet var 33%, svarende til en
ladning pad ca. 22.700 LU/g immobiliseret lipase pd terstof-
basis. Aktiviteten var 9,2 BIU/g, mdlt ved den tidligere an-

25 givne fremgangsmade.
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EKSEMPEL 21

Immobilisering pa anionbytter

100 ml med 15.000 LU/ml C. antarctica lipase, frem-
kommet som i eksempel 2 blev blandet med 46 g vasket Lewatit®
E1999/85 svagt basisk anionbytter (produkt fra Bayer) pa ter-
stofbasis, indstillet til pH 7. Blandingen blev omrert i 24
timer ved stuetemperatur. Efter vask med vand blev prazparatet

torret under vakuum ved stuetemperatur, hvorved der fremkom
51,5 g (terstofindhold 99%). Den aktivitet, der var tilbage i
filtratet, var 1% svarende til en ladning pa 29.200 LU/qg.
Aktiviteten var 37,6 BIU/g.

EKSEMPEL 22

Immobilisering p& adsorberende harpiks

60 ml med 12.500 LU C. antarctica lipase/ml frem-
kommet som beskrevet i eksempel 2 blev blandet med 25 g vas-
ket Lewatit® E2001/85 non-ionisk harpiks (produkt fra Bayer)
pd terstofbasis, indstillet til pH 7. Blandingen blev omrert
i 24 timer ved stuetemperatur. Efter vask med vand blev pra-

paratet terret under vakuum ved stuetemperatur, hvorved der
fremkom gav 25 g (terstofindhold 98%). Aktiviteten af resten
af filtratet var 1,6% svarende til en ladning pa 30.200 LU/g.
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EKSEMPEL 23

Immobilisering pd adsorberende harpiks

Det foregdende eksempel blev gentaget med anvend-
else af 100 ml med 15.000 LU C. antarctica lipase/ml og 50 g
harpiks, hvorved der fremkom 58 g (teérstofindhold 98%). Akti-
viteten af resten af filtratet var 2% svarende til en ladning

pa 25.800 LU/g. Aktiviteten var 52,2 BIU/g.

EKSEMPEL 24

Immobilisering af oprenset lipase A

Fremstilling af barer: 10 g Lewatit® 2001/85 blev vasket pa
et G-2 glasfilter, pH blev indstillet til pH 7 ved pH-stat
under anvendelse af 0,05 N NaOH (2 timers drift), der blev
vasket igen og terret pd glasfilteret. Terstoffet blev malt
som 61,55%, og en mengde svarende til 2,5 g tervagt blev an-

vendt til immobiliseringen.

Fremstilling af enzymet: Lipase A (eksempel 10) blev dialy-
seret natten over overfor 15 mM Tris-maleatpuffer pH 8, hvor-
ved der fremkom 15 ml med en aktivitet af 8000 LU/ml.

Immobilisering: Bzrer og enzym blev blandet natten over, vas-
ket pa et glasfilter, og teorret i 2 timer under vakuum. Tor-
stoffet var 96%. 2% af aktiviteten forblev i oplesningen sva-

rende til en ladning pa 28.200 LU/g.



10

15

20

DK 159882B

40

EKSEMPEL 25

Immobilisering af oprenset lipase A

Bzreren blev fremstillet som i det foregaende
eksempel. Torstoffet blev malt til 76,32%, og en mengde sva-
rende til 4,4 g tervagt blev anvendt til immobilisering.

Enzymet blev fremstillet som i det foregdende

eksempel, hvorved der fremkom 24,7 ml med en aktivitet af
5400 LU/ml.

Immobilisering: Bzrer og enzym blev blandet natten over, vas-
ket pd et glasfilter og terret i 5 timer under vakuum. Tor-

stoffet var 100%. 28% af aktiviteten forblev i oplgsningen
svarende til en ladning pa 22.300 LU/g.

EKSEMPEL 26

Immobilisering af oprenset lipase B

2,6 g( p& terstofbasis) barer fremstillet som i det
foregdende eksempel blev anvendt til immobiliseringen.

Lipase B (eksempel 10) blev fremstillet som i
eksempel 24, hvorved der fremkom 24,9 ml med en aktivitet af

3200 LU/ml.

Immobilisering: Barer og enzym blev blandet natten over, vas-
ket pa et glasfilter og terret i 5 timer under vakuum. Ter-
stoffet var 100%. 6,4% af aktiviteten forblev i oplesningen
svarende til en ladning pa 29.200 LU/g.
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Aktiviteten var 4,4 BIU/g. En NSI,-test blev udfert
i 2 timer med 250 mg lipase pad terstofbasis og kun 4 ml af
reaktionsblandingerne. Inkorporeringen af laurinsyre var kun
14 mol-% og N812 var 0,65, hvilket indikerer, at lipase B er

uspecifik.

EKSEMPEL 27

Egenskaberne af immobiliseret C. antarctica lipase og immo-

biliseret lipase A

Aktiviteten, termostabiliteten og uspecificiteten
af immobiliseret Candida antarctica lipase fra eksempel 22 og
immobiliseret oprenset lipase A fra eksempel 24 blev sammen-

lignet.
Aktiviteten blev milt bade med BIU-metoden (60°C,

uden organisk oplesningsmiddel) og med BTU-metoden ved 70°C.

Uspecificitet blev mdlt bade ved NSI; og NSI,
metoderne.

Termostabiliteten blev mdlt ved felgende metode:

1,2 g triolein blev tilsat til 150 mg enzym pa tor-
stofbasis med 10% hydratisering. Pregven blev dernast inku-
beret ved 80°C i 3 dage. Den tiloversblevne aktivitet (BIU)
blev malt ved 40°C efter tilsztning af 12 ml petroleumsether
med 348 mg palmitinsyre. Termostabiliteten udtrykkes i % af
aktiviteten af en referenceprove, der var anbragt i et kele-

skab i 3 dage.
Resultaterne er angivet i nedenstaende tabel:
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Immobiliseret
Enzym: ' C. antarctica
BIU/g (60°C, intet
oplesningsmiddel) 41,9
BTU/g (70°C) 186
NSI2 (ved § fremkommet in-
korporering af laurinsyre) 0,87 (58%)
NSIl 0,67
Termostabilitet,
3 dage ved 80°C 78%

DK 1598828

Immobiliseret

lipase A
21,4
128

0,81 (58%)
0,75

69%

De to immobiliserede produkter har i alle disse
forseg egenskaber, der i hej grad minder om hinanden. Begge
er uspecifikke og er velegnede til at at katalysere acidolyse

og transesterificering, og begge er yderst termostabile.

EKSEMPEL 28

Aktivitet og specificitet af immobiliserede lipaser

Nedenstiende immobiliserede lipaser blev fremstil-

let til sammenligning:

A) 2,72 g Candida cylindracea lipase med en aktivitet pa
120.000 LU/g (produkt fra Meito Sangyo Co.) blev oplest i
25 ml vand. 8,5 g (pa terstofbasis) Lewatit® E1999/85
svagt basisk anionbytter (produkt fra Bayer) blev indstil-
let til pH 6 og blandet med lipaseoplesningen. Efter omro-
ring i 24 timer ved stuetemperatur og vask med vand blev

przparatet tegrret under vakuum ved stuetemperatur, hvilket
resulterede i 9,27 g (terstofindhold 97%). Den aktivitet,
der blev tilbage i filtratet, var 0,2% svarende til en
ladning pa 28.000 LU/g immobiliseret lipase pa terstof-

basis.



10

15

20

25

30

35

40

43

DK 159882B

B) 2,0 g Chromobacterium viscosum lipase med aktivitet pa

65.700 LU/g (produkt fra Toyo Jozo, Japan) blev oplest i
25 ml vand. 4,25 g (pa terstofbasis) Duolite® ES-568N

svagt basisk anionbytter (produkt fra Rohm & Haas) blev

indstillet til pH 7 og blandet med lipaseoplesningen.
Efter omroring i 4 timer ved stuetemperatur og vask med
vand blev praparatet terret under vakuum. Udbyttet var
4,52 g (terstofindhold 94%), og den tiloversblevne akti-
vitet i filtratet var 6% svarende til en ladning pd 28.000
LU/qg immobiliseret lipase pa terstofbasis.
Uspecificitetsindeks (NSI,) blev mdlt som beskrevet
tidligere i denne beskrivelse under anvendelse af immobili-
seret C. antarctica lipase (przparat ifelge eksempel 19), de
to ovennavnte preparater og immobiliseret Mucor miehei lipase
(Lipozyme® IM 20, produkt fra Novo Industri A/S).
I nedenstdende tabel angives fedtsyresammensztning-
erne i mol-% efter reaktioner i 2 timer ved 60°C.
I I
Lipase- | Fedtsyresammensatning ] NSI,
praparat | La P S ol |
l I
Opfindelse: | |
I l
Candida | |
antarctica | 62,8 9,6 14,4 13,2 | 0,96
| |
! l
Reference: | |
| |
Candida | |
cylindracea | 53,0 - 9,8 22,2 15,0 | 1,04
l |
Chromobac. | l
viscosum | 31,4 10,0 25,4 33,1 | 0,02
I - I
Mucor miehei| 45,5 8,5 13,1 33,0 | 0,02
I |
| |
Kakaosmor- | |
stearin | 0,0 24,6 41,2 32,1 | -
| I
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Disse resultater viser, at de to Candida lipaser er posi-
tions-uspecifikke, og at Chromobacterium og Mucor lipaserne

er 1,3-specifikke.

EKSEMPEL 29

Termostabilitet af immobiliserede lipaser

Termostabiliteten af de immobiliserede praparater
fra Candida antarctica og Candida cylindracea lipaserne (hen-
holdsvis eksempel 19 og 28) blev bestemt som felger:

250 mg prazparat pd terstofbasis blev hydratiseret

til 10% w/w. 600 mg triolein blev tilsat og inkubationer blev
udfert i 0, 2, 4 og 24 timer ved 70°C. Efter inkubation blev
preven afkelet, 12 ml petroleumsether indeholdende 174 mg
palmitinsyre blev tilsat, og blandingen blev inkuberet i 1
time ved 40°C. I hvert tilfazlde blev inkorporeret palmintin-
syre (% w/w) mdlt, som beskrevet i den AF 206-metode, hvortil

der er henvist tidligere, som felger:

Inkubation, timer C. antarctica C. cylindracea
0 21,6 25,1
20,5 14,0
4 20,7 13,4
24 20,8 6,7

Resultaterne viser, at den immobiliserede C. antarc-
tica lipase har udmzrket termostabilitet, da den bevarer nas-
ten hele sin aktivitet efter 24 timer ved 70°C, hvorimod den
kendte lipase taber det meste af sin aktivitet.

Ved beregning som en forste ordens reversibel reak-
tion anslds det, at C. antarctica lipase har bevaret ca. 90%
af sin aktivitet efter 24 timer ved 70°C, og at restaktivi-

teten for C. cylindracea lipase er under 10%.




10

15

20

DK 159882B

45

EKSEMPEL 30

Acidolyse og transesterificering med immobiliseret

C. antarctica lipase

Det immobiliserede produkt ifelge eksempel 22 blev
anvendt til acidolyse (triolein + palmitinsyre) og trans-
esterificering (triolein + tripalmitin) uden oplesningsmiddel
ved forskellige temperaturer i henhold til BIU- og BTU-

metoderne.
Aktiviteterne (BIU og BTU) fremgar af henholdsvis

fig. 5 og 6. Disse viser klart den hoje termostabilitet af
den immobiliserede lipase, da den hojeste aktivitet blev

fundet ved den hojeste temperatur, der blev anvendt i for-

seogene, dvs. 85-90°C.

EKSEMPEL 31

Estersyntese med immobiliserede C. antarctica lipaser

Evnen til at katalysere estersyntese af immobili-

seret C. antarctica lipase (przparat fra eksempel 22), immo-

biliseret, oprenset lipase A (prazparat fra eksempel 25) og
immobiliseret, oprenset lipase B (przparat fra eksempel 26)
blev sammenlignet ved felgende metode: 150 mg lipase (ter-
stofbasis) hydratiseret 10% 20 timer fer brug, 1,5 millimol
alkohol (l-propanol, 2-propanol eller oleylalkohol (teknisk

" kvalitet, BDH)) og 1,5 millimol fri fedtsyre (myristinsyre

25

30

(99% renhed, Sigma) eller oliesyre (92%, BDH)) blev blandet i
en 8 ml hetteflaske og rystet i et vandbad ved 60°C. Prever
af ca. 1 g blev udtaget efter 20 minutters og 90 minutters
inkubation. 150 ml neutraliseret ethanol blev tilsat til pre-
ven og de resterende frie fedtsyrer blev titreret med KOH.
Den opnaede estersyntese beregnes som 100% minus de titrere-
de, tilbageblivende frie fedtsyrer.
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Resultaterne er angivet i nedenstdende tabel:

Immobiliseret | | Frie fedt- |% opndet estersyntese
enzym | Alkohol | syrer |efter 20 minlefter 90 min
| i | [
5 | 1-propanol | myristinsyre | 10% | 22%
| 2-propanol | myristinsyre | 7% l 16%
Ren lipase A | oleylalkohol | myristinsyre | 14% | 52%
| 1-propanol | oliesyre | 12% | 15%
| 2-propanol | oliesyre | 142 | 15%
10 | oleylalkohol | oliesyre | 12% | 36%
I | | I
| 1-propanol | myristinsyre | 78% | 83%
| 2-propanol | myristinsyre | 59% | 75%
Ren lipase B | oleylalkchol | myristinsyre | 42% | 66%
15 | 1-propanol | oliesyre | 43% I 84%
| 2-propanol | oliesyre | 62% | 68%
| oleylalkohol | oliesyre | 32% | 47%
l I | |
| 1-propanol | myristinsyre | 82% | 84%
20 C. antarctica | 2-propanol | myristinsyre | 43% | 71%
Tipase | oleylalkchol | myristinsyre | 34% | 82%
| 1-propanol | oliesyre | 62% | 90%
| 2-propanol | oliesyre | 38% | 65%
| oleylalkohol | oliesyre | 43% | 83%
25 Det ses, at immobiliseret lipase B i alle forsegene

er bedre til estersynese end lipase A, bdde med langkadede og
kortkazdede alkoholer, og begge med primzre og sekundzre alko-
holer.
Immobiliseret lipase A giver lave esterudbytter i
30 tilfzlde af kortkadede alkoholer, men er bedre i tilfzlde af
langkadede alkoholer.
Immobiliseret C. antarctica lipase (indeholdende

badde lipase A og lipase B) giver samme udbytte som lipase B
for kortkadede alkoholer og bedre udbytte end lipase A eller
35 B for langkadede alkoholer.
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EKSEMPEL 32

Indvirkning af fedtsyre ved acidolyse med immobiliseret

lipase

250 mg teorstof af immobiliseret C. antarctica lipase
(pr@parat fra eksempel 22) eller 150 mg torstof af immobili-
seret lipase A (przparat fra eksempel 25) blev hydratiseret
til 10% i 20 timer og derefter blandet med 3 millimol tri-
caprylin (Sigma kvalitet II) og 3 millimol af en af felgende
fedtsyrer: laurinsyre (Merck vare nr. 805333), myristinsyre
(Sigma kvalitet 99%), palmitinsyre (BDH szrlig ren), stearin-
syre (Merck vare nr. 800673), oliesyre (Nu Check praparat
99%) og linolsyre (Nu Check praparat 99%) i en 8 ml hatte~
flaske. Blandingen blev inkuberet i ryste-vandbad ved 70°C,
og prever blev udtaget efter en passende tid til beregning af
aktiviteten. Triglyceriderne blev oprenset, methyleret, ana-
lyseret pa GLC, og aktiviteterne blev beregnet som beskrevet

i den tidligere beskrevne BIU-metode.
Resultaterne fremgar af nedenstdende:

Immobiliseret C. antarctica lipase:

Aktivitet
pumol inkorporeret fedtsyre
(initial aktivitet) pr. minut

Acidolyse af tricaprylin
med:

laurinsyre

myristinsyre
palmitinsyre

stearinsyre

oliesyre

linolsyre

116 U/g
100 U/g
121 U/g
134 U/g
74 U/g
56 U/g
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Immobiliseret oprenset lipase A:

Aktivitet
pumol inko:iyp reret fedtsyre
(initial aktivitet) pr. minut

|
I
|
Acidolyse af tricaprylin |
I
|
l

med:

laurinsyre 13 U/g
oliesyre 3 U/g
EKSEMPEL 33

Indvirkning af fedtsyre pd acidolyse med immobiliseret lipase

I en andet forsgg blev 150 mg terstof af immobili-

seret C. antarctica lipase (prazparat fra eksempel 22) eller

immobiliseret oprenset lipase A (praparat fra eksempel 25)
hydratiseret til 10% i 20 timer og derefter blandet med 3
millimol af hver af felgende reaktanter: trilaurin (Sigma
kvalitet II) og palmitinsyre (BDH, s®rlig ren), oliesyre (Nu
Check prazparat 99%) og linolsyre (Nu Check praparat 99%) i en
8 ml haztteflaske. Reaktionsblandingen blev anbragt i ryste-
vandbad ved 70°C. Prever blev udtaget efter 1 1/2 og 3 1/2
time for immobiliseret C. antarctica lipase og efter 1 1/2 og
5 1/2 for immobiliseret oprenset lipase A, og triglyceriderne
blev oprenset, methyleret og analyseret ved GLC som tidligere
beskrevet. Resultaterne fremgdr af nedenstdende tabel:

Enzym, | Oprenset | C. antarctica
immobiliseret | lipase A lipase
!
Reaktionstid |1 1/2 |5 1/2 t|1 1/2 t|31/2 t
| !
Triglyceridsammensztning: | | |
| | | |
mol-% laurinsyre | 92,3 | 85,4 | 78,5 | 65,9
mol-% palmitinsyre | 5,0 | 10,1 | 9,3 | 14,5
mol-% oliesyre | 1,7 | 2,6 | 6,4 | 10,1
mol-% linolsyre | 0,7 | 1,7 | 5,8 | 9,4
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Det ses, at lipase A har en meget lavere aktivitet
overfor mono- og di-umzttet syre end overfor mettet syre. C.
antarctica lipase (indeholdende béde lipase A og lipase B)

har kun l1idt lavere aktivitet overfor mono- og di-umettet

syre.

EKSEMPEL 34

Acidolyse af immobilisede lipaser med poly-umzttet fedtsyre

Evnen til at inkorporere poly-umzttede fedtsyrer i
triglycerider, som immobiliseret C. antarctica lipase (pra-
paratet fra eksempel 22), immobiliseret oprenset lipase A
(pr@paratet fra eksempel 25) og immobiliseret specifik lipase
fra Mucor miehei (Lipozyme® IM 20 fra NOVO INDUSTRI A/S) be-
sidder, blev sammenlignet ved at blande 250 mg immobiliseret
lipase p& torstofbasis (hydratiseret til 10% vand), 1276 mg
trilaurin (Sigma kvalitet 98%) og 2500 mg fedtsyreblanding i
en 8 ml hatteflaske. Fedtsyreblandingen blev opndet ved at
blande palmitinsyre med en poly-umettet fedtsyrerig fraktion
(fremkommet ved vakuumdestillation) fra hydrolyseret Men-
haden-olie. Fedtsyreblandingen indeholdt 24,9 mol-% palmitin-
syre (C16:0), 20,4 mol-% eicosapentaensyre (C20:5), 7,2 mol-%
docosapentaensyre (C22:5) og 26,2 mol-% docosahexansyre
(C22:6). Reaktionen blev udfert i et ryste-vandbad ved 70°C.
Prover blev udtaget efter 3 og 5 timer, og triglyceriderne
blev oprenset, methyleret og analyseret ved GLC som tidligere

beskrevet.
Triglyceridernes fedtsyresammensztning (i mol-%) og

forholdet imellem disse angives nedenfor:
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Immobiliseret - | OPFINDELSE | REFERENCE
lipase |Ren lipase A |C. antarctica| Mucor miehei
Reaktionstid | | | | [ |
i timer | 3 | 5 | 3 | 5 | 3 | 5
l I l | I |
Fedtsyre: | | | | | |
laurinsyre | | | i I |
(C12:0) | 63,8 | 54,1 | 40,4 | 41,5 | 62,7 | 53,9
palmitinsyre I | | l | [
(C16:0) | 16,4 | 20,8 | 17,4 | 16,4 | 15,2 | 15,9
C20:5 | 4,1 ] 7,11} 11,6 | 12,5 | 6,2 | 8,5
c22:5 | 1,2 3,0 4,1 | 4,71 2,4 1| 4,8
C22:6 | 2,8 5,41 13,0 | 14,3 | 2,4 | 3,2
Forhold: } { { i } i '
| l | I I |
£20:5 f 0,25 } 0,34 ! 0,67 { 0,76 } 0,41 } 0,53
I I | l l l
) | 0,17 | 0,46 | 0,75 | 0,87 { 0,16 | 0,20

Det ses, at C. antarctica lipase pd effektiv made

kan inkorporere poly-umettet fedtsyre, nasten med samme let-
hed som for mettet syre. De to lipaser ifslge opfindelsen kan
pa effektiv made inkorporere C22:6 syre.

EKSEMPEL 35

Estersyntese med immobiliseret lipase

Belysning af forskellen i aktivitet mellem lipase
fra Candida antarctica og en 1,3-positions-specifik lipase

fra Mucor miehei ved syntese af estere af prim@re og sekund-

&re alkoholer.

11,42 g (0,05 mol) myristinsyre (Merck, renhed 98%)
og 3,01 g (0,05 mol) n-propanol eller isopropanol (Merck,
renhed 99%) blev rystet sammen ved 60°C med 1 g af en immo-
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biliseret lipase. Enten en immobiliseret lipase fra Candida
antarctica (praparat fra eksempel 22) indstillet til 10%
vandindhold eller en almindeligt tilg@zngelig 1,3-positions-
specifik lipase fra Mucor miehei (Lipozyme® IM 20).
Esterificeringsreaktionen blev fulgt ved at udtage
prover og titrere den ikke-omsatte fedtsyre (som beskrevet i

eksempel 31).

Resultater med n-propanol og isopropanol vises i
henholdsvis fig. 7 og 8.

Resultaterne viser, at C. antarctica lipase pa ef-
fektiv mide kan anvendes til estersyntese med bdde primar og
sekundar alkohol, hvorimod den positions-specifikke Mucor

lipase kun fungerer med primer alkohol.
candida antarctica lipasens evne til at syntetisere

langkzdede estere blev ogsa undersegt.
11,42 g (0,05 mol) myristinsyre (Merck, renhed 98%)

og 10,72 g (0,05 mol) myristinalkohol (Merck, renhed 98%)
blev omsat sammen med den immobiliserede lipase (prazparat fra
eksempel 22) under vacuum ved 60°C. Den malte ester-procent

er vist nedenfor.

Enzymdosering

Reaktionstid lg 0,2 g
1/2 time 98% 57%
1 - 98% 86%
2 - . 97%
3 - - 98%

Resultaterne viser, at C. antarctica lipase pa ef-
fektiv m&de kan anvendes til estersyntese bade med kortkadede

og langkadede alkoholer.
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EKSEMPEL 36

Kontinuert acidolyse

4,5 g immobiliseret C. antarctica lipase (eksempel

21) blev hzldt i en sejle med vandkappe med en indre diameter

pa 1,5 cm. '

Sejlen var udstyret med en vandkappe med varmt cir-
kulerende vand og blev holdt pa 60°C eller 80°C. En forkolon-
ne indeholdende vandmzttet harpiks (Duolite® ES561) blev an-
bragt foran enzymsgjlen og holdt pa samme temperatur. Et sub-
strat bestdende af 71% godt renset sojabgnneolie med en per-
oxid-verdi mindre end 3 og 29% laurinsyre af analysekvalitet
blev pumpet gennem s@jlerne. Fra udlebet af enzymsejlen blev
der udtaget prever til analyse, og inkorporeringen af laurin-
syre blev malt ved GLC. Der tilstrazbtes en inkorporering pa
14% w/w laurinsyre, og strgmningshastigheden blev indstillet
for at holde konverteringen pa denne verdi. Der blev udfert
m3linger af streomningshastigheden, ndr den faktiske konver-
tering var 14 * 1%. Nar forkolonnen var ter, blev den erstat-
tet af en ny.

Proverne blev analyseret ved at fjerne den frie
fedtsyre og mono- og diglycerid ved A1203-s¢jlechromatografi,
efterfulgt af methylering af triglyceriderne med NaOCH3 og
slutteligt ved analyse af methylesteren pd en GLC.

Resultaterne fremgdr af fig. 9 som den naturlige
logaritme af stremningshastigheden (g triglycerid/time/g
immobiliseret enzym) versus tid (timer). Det ses, at lipase-
aktiviteten ved 60°C er nasten konstant i 2400 timer, dvs.

praparatet er yderst stabilt.
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EKSEMPEL 37

Fedthydrolyse

Olivenolie blev hydrolyseret ved 60°C med C. antarc-
tica lipase (fremstillet som i eksempel 2) i en 8 1 termosta-
teret beholder under omrering. Forholdet olie/vand var 60:40
eller 70:30 (w/w), og lipasedoseringen var 75 LU/g olie. Re-
sultaterne (% hydrolyse) var som folger:

Forholdet olie/vand

Tid, timer 60:40 70:30
24 80 70
48 91 85
72 93 89
96 95 91

Det ses, at der kan opnas i det vesentlige fuldsten-
dig hydrolyse, og at lipasen fortsztter med at vare aktiv

selv efter 4 dage ved 60°C.

EKSEMPEL 38

Termostabilitet af lipaser efter varmebehandling

Man undersegte lipaser fra C. antarctica (0,1% op-
lgsning af pulver fra eksempel 1), C. tsukubaensis (3% fra

eksempel 5) og C. auriculariae (3% fra eksempel 6).
Hver enzymoplesning blev forst forbehandlet ved 60°C

i 1 time og dernast inkuberet i 30 minutter ved 0, 40, 50,
60, 70 eller 80°C. Aktiviteterne blev malt ved OU-metoden.
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. antarctica |C. tsukubaensis . auriculariae

IC Ic
i l
| [ [
Rest- | | |
aktivitet | 34,7% | 60,6% | 65,2%
efter | | |
forbehandling| | |
[ [ |
30 minutter | | |
ved: | | |
0°C | 100% | 100% | 100%
40°C ! 107% | 104,2% | 93,3%
50°C | 93,3% | 116,1% | 88,8%
60°C | 98,7% | 115,4% | 88,8%
70°C | 89,7% | 60,8% | 15,2%
80°C | 94,2% | 0 | 0

Det ses, at varmebehandlet C. antarctica lipase er

yderst termostabil, selv ved 80°C. Varmebehandlet C. tsuku-
baensis lipase er stabil op til 70°C og varmebehandlet C.

auriculariae lipase op til 60-70°C.

EKSEMPEL 39

Kontinuerlig transesterificering

Immobiliseret lipase fra eksempel 23 blev anvendt
ved 60°C med en substratblanding af lige volumendele midter-
fraktion af palmeolie og sojabonneolie. Andre betingelser var
som i eksempel 36.

Prover fra udlebet blev analyseret ved HPLC, og
stremningshastigheden blev indstillet i et forseg pad at holde
indholdet af trilinolein i udlegbet nar 6%. Dette reprasen-
terer en ligevagtskonvertering af ca. 63%, da indlebsindhold-
et var 11,0%. Man udfeorte mialinger, nar udlebsindholdet var
6% + 1%.

Resultaterne fremgdr af fig. 10 pd samme méde som
fig. 9 (eksempel 36). Stromningshastigheden viser en varia-
tion af ca. * 20%, men der kan ikke konstateres nogen inakti-

vering efter ca. 1000 timers drift ved 60°C.
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PATENTKRAV

1. Termostabilt positions-uspecifikt Candida lipase-
prazparat, kendetegnet ved, at det omfatter en lipase, der er

afledt fra en stamme af C. antarctica, C. tsukubaensis, C.

auriculariae, C. humicola eller C. foliorum, og at lipasens

restaktivitet efter 60 minutters inkubation ved 70°C i 0,01 M
citrat-phosphat-puffer ved pH 6,5 er over 10%, fortrinsvis

over 50% og mest fortrinsvis over 80%.

2. Positions-uspecifikt lipasepraparat ifplge krav 1,
kendetegnet ved, at lipasens restaktivitet efter (a) 60
minutter ved pH 6,5 og 60°C efterfulgt af (b) 60 minutter ved
65°C ved pH 6,5 i 0,1 M citrat-phosphat-puffer er mindst 20%

af restaktiviteten efter (a).

3. Positions-uspecifikt lipasepraparat ifplge krav 1 - 2,

kendetegnet ved, at lipasen er immobiliseret.

4. Positions-uspecifikt Candida lipaseprazparat ifglge krav
3, kendetegnet ved, at lipaseaktivitetens halveringstid ved
60°C ved kontinuerlig omestring i fast leje, hvorved
substratet helt eller delvist mettes med vand, er over 1.000

timer.

5. Positions-uspecifikt Candida lipasepreparat ifplge krav
3 - 4, kendetegnet ved, at den residuale lipaseaktivitet

efter 72 timers inkubation ved 80°C i triolein er over 10%.
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6. Fremgangsmdde til fremstilling af positions-uspecifikt
lipasepraparat ifglge krav 1 - 7, kendetegnet ved, at den

omfatter dyrkning af en stamme af Candida antarctica, C.

tsukubaensis, C. auriculariae, C. humicola eller C. foliorum

under aerobe betingelser i et neringsmedium indeholdende
assimilerbare kilder af kulstof, kvalstof og phosphor,

hvorefter man fortrinsvis udvinder lipasen fra geringsvesken.
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