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Abstract
Candida rugosa  s e c r e t e s  e i g h t  i s o e n z y m e s  w i t h  h i g h l y  i n t e r e s t i n g  c a t a l y t i c  

a c t i v i t i e s .  N e v e r t h e l e s s ,  d u e  t o  t h e i r  h i g h  h o m o l o g y  a n d  t h e  n o n - u n i v e r s a l  c o d o n  u s e  

o f  t h i s  y e a s t ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p u r e  c. rugosa  i z o s y m e s  e i t h e r  b y  p u r i f i c a t i o n  f r o m  a  

m i x t u r e  o r  b y  r e c o m b i n a n t  e x p r e s s i o n  t h u s  r e p r e s e n t s  a  c h a l l e n g e .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  

s y n t h e t i c  g e n e s  e n c o d i n g  L i p l ,  L i p 2 ,  L i p 3 ,  L i p 4  a n d  L i p 5  f r o m  c. rugosa  w e r e  

d e s i g n e d  f o r  o p t i m a l  e x p r e s s i o n  a n d  s e c r e t i o n  i n  Y arrow ia lip o ly tica .  S u c h  a  s y s t e m  

e n a b l e d  t h e  r e c o v e r y  o f  h i g h l y  p u r e  p r o t e i n s  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  d i r e c t l y  f r o m  c m d e  

s u p e r n a t a n t s  ( 6 7 . 8  U / m L ,  1 4 . 9  U / m L ,  8 . 0  U / m L  r e s p e c t i v e l y ) .  L i p l  a n d  L i p 3  w e r e  

s h o w n  t o  b e  s p e c i f i c  o f  m e d i u m  c h a i n  f a t t y - a c i d s  o f  ( C 8 - C 1 0 )  w h e r e a s  L i p 4  p r e f e r r e d  

l o n g e r  f a t t y - a c i d s  ( C l 6 ) .  M o r e o v e r ,  t h e s e  i s o e n z y m e s  w e r e  f o u n d  p o t e n t i a l l y  

i n t e r e s t i n g  f o r  t w o  p h a r m a c e u t i c a l  a p p l i c a t i o n s .  F o r  t h e  f i r s t  t i m e ,  t h e  t h r e e  

i s o e n z y m e s  w e r e  s h o w n  t o  e n a b l e  t h e  e n r i c h m e n t  o f  c i s - 5 ,  8 ,  1 1 ,  1 4 ,  1 7 -
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e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d  ( E P A )  a n d  c i s - 4 ,  7 ,  1 0 ,  1 3 ,  1 6 ,  1 9 - d o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  

( D H A ) ,  t w o  h e a l t h  b e n e f i c i a l  o m e g a - 3  f a t t y  a c i d s ,  f r o m  a  m i x t u r e  o f  e t h y l  e s t e r s  

i s s u e d  f r o m  f i s h  o i l .  T h e  m a x i m a l  D H A  p u r i t y  ~ 6 0  %  w a s  o b t a i n e d  w i t h  L i p 3  a n d  

L i p 4 ,  w i t h  a n  i n i t i a l  e t h y l  e s t e r  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  2 5 %  D H A .

Introduction
M i c r o b i a l  l i p a s e s  a r e  a n  i m p o r t a n t  g r o u p  o f  b i o t e c h n o l o g i c a l l y  v a l u a b l e  

e n z y m e s ,  m a i n l y  f o r  t h e i r  v e r s a t i l i t y ,  d i v e r s i f i e d  s p e c i f i c i t i e s  a n d  a p t i t u d e  t o  c a t a l y s e  

s y n t h e s i s  r e a c t i o n s .  F o r  t h e s e  r e a s o n s  t h e y  a r e  v e r y  a t t r a c t i v e  f o r  a  w i d e  r a n g e  o f  

a p p l i c a t i o n s  ( J a e g e r  a n d  E g g e r t  2 0 0 2 ;  H a s a n  e t  a l .  2 0 0 6 ) ,  a n d  a n  i n c r e a s i n g  i n t e r e s t  

w a s  b o m  i n  p r o d u c i n g  t h e s e  e n z y m e s  v i a  r e c o m b i n a n t  D N A  t e c h n o l o g y .  Candida  
rugosa  ( f o r m e r l y  Candida cylindracea)  l i p a s e s  ( C R L )  h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  a s  

b i o c a t a l y s t  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  v a l u a b l e  m a t e r i a l s  i n  n u m e r o u s  f i e l d s  s u c h  a s  a g r o -  

a l i m e n t a r y ,  p h a r m a c e u t i c s  a n d  w h i t e  b i o t e c h n o l o g i e s  ( J a e g e r  a n d  E g g e r t  2 0 0 2 ;  A k o h  

e t  a l .  2 0 0 4 ) .  C R L  a r e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e ,  h o w e v e r ,  c r u d e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  

o b t a i n e d  f r o m  v a r i o u s  c o m m e r c i a l  s u p p l i e r s  e x h i b i t  n o t a b l e  v a r i a t i o n  i n  t h e i r  c a t a l y t i c  

e f f i c i e n c y  a n d  s p e c i f i c i t y .  I n d e e d ,  c. rugosa  s e c r e t s  a  m i x t u r e  o f  e n z y m e s  c o m p o s e d  

o f  a t  l e a s t  e i g h t  i s o e n z y m e s  w i t h  h i g h  s e q u e n c e  i d e n t i t y  ( s u p e r i o r  t o  7 0 % ) .  S e p a r a t i o n  

o f  C R L  i s o e n z y m e s  i s  h i g h l y  d e s i r a b l e  t o  a l l o w  t h e i r  u s e  u n d e r  w e l l - d e f i n e d  

c o n d i t i o n s  b u t  t h e i r  h i g h  i d e n t i t y  e n t a i l s  t e c h n i c a l  d i f f i c u l t i e s  i n  t h e  i s o l a t i o n  o f  

i n d i v i d u a l  i s o e n z y m e s  o n  a  p r e p a r a t i v e  s c a l e  f o r  i n d u s t r i a l  a p p l i c a t i o n s  ( L e e  e t  a l .  

2 0 0 2 ;  C h a n g  e t  a l .  2 0 0 6 ) .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  h i g h l y  p u r e  a n d  i s o l a t e d  i s o f o r m s  o f  C R L  

t h u s  r e p r e s e n t s  a  c h a l l e n g e .  S i x  o f  t h e  e n c o d i n g  g e n e s  w e r e  e n t i r e l y  s e q u e n c e d  

( B r o c c a  e t  a l .  1 9 9 5 ;  X u  e t  a l .  2 0 0 9 )  a n d  f i v e  C R L  w e r e  t h u s  i n t e n s i v e l y  s t u d i e d .  T w o  

s t r a t e g i e s  w e r e  t h e n  d e v e l o p e d .  O n  t h e  o n e  h a n d ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  

i s o f o r m s  b y  t h e  w i l d  t y p e  s t r a i n  d e p e n d i n g  o n  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  w a s  s t u d i e d  ( R u a  e t  

a l .  1 9 9 3 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  u s e  o f  r e c o m b i n a n t  D N A  t e c h n o l o g y  h a s  s h o w n  t o  

b e  a n  a l t e r n a t i v e  w a y  t o  o b t a i n  i n d i v i d u a l  p u r e  C R L  i s o f o r m s  ( A k o h  e t  a l .  2 0 0 4 ) .

U n f o r t u n a t e l y ,  c. rugosa  h a s  a n  o r i g i n a l  n o n - u n i v e r s a l  c o d o n  u s a g e ,  

a n d  t h e  t r i p l e t  C T G ,  a  u n i v e r s a l  c o d o n  f o r  l e u c i n e ,  i s  r e a d  a s  a  s e r i n e .  N e a r l y  2 0  

s e r i n e s  e n c o d i n g  c o d o n s  o n  L i p l  t o  L i p 5 ,  i n c l u d i n g  t h e  c a t a l y t i c  S e r ,  a r e  C T G .  

T h e r e f o r e ,  t h e  h e t e r o l o g o u s  e x p r e s s i o n  o f  s u c h  g e n e s  m i g h t  r e s u l t  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f



98

i n a c t i v e  l i p a s e s ,  a n d  t h e  t r a n s p o s i t i o n  o f  m o s t  C T G  c o d o n s  i n t o  u n i v e r s a l  s e r i n e  

t r i p l e t s  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  f u n c t i o n a l  l i p a s e  p r o t e i n  i n  a  h e t e r o l o g o u s  

e x p r e s s i o n  s y s t e m .  T h i s  w a s  a c h i e v e d  b y  t h e  o v e r l a p  e x t e n s i o n  P C R - b a s e d  m u l t i p l e  

s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s ,  w h i c h  w a s  u s e d  t o  c o n v e r t  a l l  n o n - u n i v e r s a l  s e r i n e  c o d o n s  

o f  t h e  C R L  g e n e s  i n t o  u n i v e r s a l  s e r i n e  c o d o n s  a n d  t h e  m u t a t e d  g e n e s  w e r e  

c o n s e q u e n t l y  e x p r e s s e d  i n  Escherichia co li, P ich ia  pastoris, Saccharomyces 
cerevisiae o r  Candida maltosa.  F o r  i n s t a n c e ,  L i p l  a n d  L i p 3  w e r e  e x p r e s s e d  e i t h e r  i n  

p. pastoris  ( C h a n g  e t  a l .  2 0 0 5 ;  C h a n g  e t  a l .  2 0 0 6 )  o r  ร. cerevisiae  ( B r o c c a  e t  a l .

1 9 9 8 ) .  I n  a d d i t i o n ,  L i p 2  w a s  p r o d u c e d  b y  L e e  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 )  i n  p. pastoris.  F i n a l l y ,  

L i p 4  c o u l d  e v e n  b e  p r o d u c e d  a s  a n  a c t i v e  p r o t e i n  i n  t h e  p r o k a r y o t i c  h o s t  E. c o li  ( T a n g  

e t  a l .  2 0 0 1 ) .  N e v e r t h e l e s s ,  v e r y  f e w  s t u d i e s  r e p o r t  a n  a c c u r a t e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  

t h e  d i f f e r e n t  i s o z y m e s  a n d  t h e  d i f f e r e n c e s  b o t h  i n  h o s t  f o r  r e c o m b i n a n t  e x p r e s s i o n  a n d  

e n z y m a t i c  a s s a y s  m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  c o m p a r e  C R L  i s o e n z y m e s .

I n  t h e  p r e s e n t  w o r k ,  w e  d e c i d e d  t o  t a k e  a d v a n t a g e  o f  a  r e c e n t l y  d e v e l o p e d  

e x p r e s s i o n  h o s t d e d i c a t e d  t o  h i g h - t h r o u g h p u t  s c r e e n i n g  p r o c e d u r e ,  n a m e l y  Y. 
lip o ly tica  J M Y 1 2 1 2  ( B o r d e s  e t  a l .  2 0 0 7 ) ,  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  C R L .  F u r t h e r m o r e ,  a  

r e c e n t  i m p r o v e m e n t  o f  t h i s  s y s t e m  w a s  r e p o r t e d ,  l e a d i n g  t o  a  h i g h l y  e f f i c i e n t  a n d  

r e p r o d u c i b l e  e x p r e s s i o n  s y s t e m  e n a b l i n g  t h e  d i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  e n z y m e  v a r i a n t s  i n  

t h e  c r u d e  s u p e r n a t a n t  ( P i a m t o n g k a m  et a l . ,  s u b m i t t e d ) .  T h i s  m a d e  i t  a n  a t t r a c t i v e  t o o l  

f o r  t h e  d i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  C R L  i s o e n z y m e s .  Y. lip o ly tica  J M Y 1 2 1 2  w a s  

s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  p r o d u c e  c. rugosa  l i p a s e s  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4 .  T h e s e  

i s o e n z y m e s  w e r e  t h e n  c h a r a c t e r i s e d  a n d  p r o v e d  t o  b e  h i g h l y  v a l u a b l e  f o r  i n d u s t r i a l  

a p p l i c a t i o n s .  I n d e e d ,  C R L  i s o e n z y m e s  c o u l d  b e  u s e d  i n  t h e  v a l o r i s a t i o n  o f  f i s h  o i l s  f o r  

t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  c i s - 5 ,  8 ,  1 1 ,  1 4 ,  1 7 - e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d  ( E P A )  a n d  c i s - 4 ,  7 ,  1 0 ,  

1 3 ,  1 6 ,  1 9 - d o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  ( D H A ) ,  t w o  v a l u a b l e  o m e g a - 3  f a t t y  a c i d s .

Results and discussion 
Construction of expression plasmids

G e n e s  e n c o d i n g  L i p l ,  L i p 2 ,  L i p 3 ,  L i p 4  a n d  L i p 5  l i p a s e s  i s o e n z y m e s  f r o m  c. 
rugosa  w e r e  s y n t h e s i s e d  b y  G e n e A r t  f o r  a n  o p t i m i z e d  e x p r e s s i o n  i n  Y. lip o ly tica .  T h e  

n u c l e i c  s e q u e n c e s  e n c o d i n g  m a t u r e  5 3 4 - r e s i d u e  L i p  p r o t e i n s  f r o m  c. rugosa  w e r e  

p r e c e d e d  b y  t h e  3 3 - r e s i d u e  p r e p r o  p e p t i d e  f r o m  Y. lip o ly tica  l i p a s e  L i p 2  f o r  s e c r e t i o n
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o f  t h e  p r o d u c e d  p r o t e i n s  i n  t h e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t .  I n d e e d ,  t h i s  t a r g e t i n g  s e q u e n c e  

w a s  s h o w n  t o  s u c c e s s f u l l y  e n t a i l  t h e  s e c r e t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  ( N i c a u d  e t  a l .

2 0 0 2 ) .  T h e s e  g e n e s  w e r e  s u b c l o n e d  i n t o  p l a s m i d  J M P 6 2 - T E F - f / r a - £ x ,  a  d e r i v a t i v e  o f  

J M P 6 2  ( N i c a u d  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  w h e r e  t h e  P O X 2  p r o m o t e r ,  i n d u c i b l e  b y  o l e i c  a c i d ,  w a s  

r e p l a c e d  b y  t h e  c o n s t i t u t i v e  T E F  p r o m o t e r  ( M u l l e r  e t  a l .  1 9 9 8 ) ,  l e a d i n g  t o  J M P 6 2 -  

T E F - L i p X ,  w h e r e  X  a c c o u n t s  f o r  1  t o  5 .  T h i s  p l a s m i d  c o n t a i n s  b o t h  a  b a c t e r i a l  a n d  a  

y e a s t  p a r t .  T h e  b a c t e r i a l  p a r t  e n a b l e d  t h e  p l a s m i d  a m p l i f i c a t i o n  i n  E. c o li  a n d  t h e  y e a s t  

p a r t ,  w h i c h  w a s  f u r t h e r  i n t e g r a t e d  i n  Y. lip o ly tica  g e n o m e ,  e n a b l e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  

r e c o m b i n a n t  C R L .  T h e  e x p r e s s i o n  c a s s e t t e  i s  f l a n k e d  b y  z e t a  r e g i o n s ,  w h i c h  p e r m i t s  

t h e  i n t e g r a t i o n  a t  t h e  d e f i n e d  l o c u s  L E U 2  o f  Y. lip o ly tica  s t r a i n  J M Y 1 2 1 2  g e n o m e  

( B o r d e s  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  c a s s e t t e  c o n t a i n s  t h e  บ ra S d l  m a r k e r  f o r  

s e l e c t i o n  o f  U r a  t r a n s f o r m a n t s  i n  Y. lip o ly tica .  T h e  m a p  o f  t h i s  p l a s m i d  i s  g i v e n  i n  

f i g u r e  I I I - l .

LoxR TEF

F i g u r e  I I I - 1 .  S c h e m a t i c  m a p  o f  t h e  e x p r e s s i o n  p l a s m i d .  J M P 6 2 - T E F - L i p X  p l a s m i d s  

c o n t a i n  t h e  u ra 3 d l  m a r k e r  f o r  s e l e c t i o n  o f  U r a +  t r a n s f o r m a n t s  i n  Y. lipo ly tica ,  t h e  

k a n a m y c i n  g e n e  r e s i s t a n c e  ( K a n R )  f o r  s e l e c t i o n  i n  E. co li.  T h e  g e n e  o f  i n t e r e s t ,  L i p X  

e n c o d i n g  f o r  L i p l  t o  L i p 5  o f  c. rugosa,  i s  p r e c e d e d  b y  t h e  p r e p r o  t a r g e t i n g  s e q u e n c e  

o f  L i p 2  f r o m  Y. lip o ly tica ,  a n d  p l a c e d  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  T E F  p r o m o t e r .  T h e  

e x p r e s s i o n  c a s s e t t e  i n  f l a n k e d  b y  z e t a  r e g i o n s .

Production of recombinant CRL
A  m e d i u m  d e p r i v e d  o f  u r a c i l e  w a s  u s e d  t o  s e l e c t  U ra  t r a n s f o r m a n t s .  A s  p r o p o s e d  i n  

a  r e c e n t  s t u d y  f r o m  o u r  g r o u p  ( P i a m t o n g k a m  e t  a l . ,  s u b m i t t e d ) ,  t h r e e  t r a n s f o r m a n t s  o f  

e a c h  s t r a i n  w e r e  c u l t i v a t e d  i n  1 0  m L  Y 1T 2O 1 ( 1 0  g / L  o l e i c  a c i d ) .  A f t e r  c o m p l e t e
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c o n s u m p t i o n  o f  o l e i c  a c i d ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  r e c o v e r e d  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  e a c h  

t r a n s f o r m a n t  w a s  d i r e c t l y  e v a l u a t e d  u s i n g  p - N P B  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n .

T a b l e  I I I - 1 .  P - n i t r o p h e n y l  b u t y r a t e  h y d r o l y s i s  a c t i v i t y  f o r  t r a n s f o r m a n t s  o f  J M P 6 2 -  

T E F - L i p X  i n  Y. lip o ly tica  J M Y 1 2 1 2  c u l t i v a t e d  i n  Y 1T 2O 1 e x p r e s s i o n  m e d i u m ,  c v , 
c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n ,  i s  o b t a i n e d  w h i l e  e x p r e s s i n g  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  r e l a t i v e  t o  

t h e  m e a n .

Enzyme Transformant
P-ISPB
activity 
(U/mL) '

Mean activity
m / S v

c v

( % )

L i p l

1 4 . 7

5 . 6 1 4 . 32 6.2
3 5 . 8

L i p 2

1 0 . 1

0 . 1 /2 n d

3 n d

L i p 3

1 1.4
1 . 4 3 . 52 1 . 5

3 1 . 4

L i p 4

1 2 . 3

2 . 4 6 . 52 2 . 5

3 2 . 5

1 n d

L i p 5 2 n d n d /

3 n d

E a c h  e x p e r im e n t w a s  re a l is e d  in tr ip l ic a te s  
n d  s ta n d s  fo r  n o t d e te c ta b le

T h e  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  I I I - 1 .  T h i s  p r o t o c o l  a r i s e s  f r o m  t h e  s t a t i s t i c a l  

s t u d y  o f  Y. lip o ly tica  J M Y 1 2 1 2  c a r r i e d  o u t  b y  o u r  g r o u p  ( P i a m t o n g k a m  e t  a h ,  

s u b m i t t e d ) ,  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h i s  s t r a i n ,  t h a n k s  t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  z e t a  d o c k i n g  p l a t f o r m  i n  i t s  g e n o m e ,  e n a b l e d  t h e  r e p r o d u c i b l e  

h o m o l o g o u s  i n s e r t i o n  o f  a n  e x p r e s s i o n  c a s s e t t e  f l a n k e d  b y  s u c h  r e g i o n s .  T h i s  

i n s e r t i o n  r e p r o d u c i b i l i t y  t h u s  r e s u l t s  i n  a n  e q u i v a l e n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  l e v e l .  A s  

s h o w n m i n  t a b l e  I I I - 1 ,  t h e  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  ( C V )  o b t a i n e d  f o r  t h r e e  

t r a n s f o r m a n t s  i s  a l w a y s  i n f e r i o r  t o  1 5 % ,  w i t h  a  m e a n  c v  o f  8%, w h i c h  i s  i n  

a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  1 1 %  r e p o r t e d  b y  P i a m t o n g k a m  e t  a l . .
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N e v e r t h e l e s s ,  n o  a c t i v i t y  w a s  f o u n d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t s  f r o m  Y. lip o ly tica  
J M Y 1 2 1 2  t r a n s f o r m e d  w i t h  J M P 6 2 - T E F - L i p 2  a n d  J M P 6 2 - T E F - L i p 5 .

T h e  l o w  c v  f o u n d  f o r  e a c h  s e t  o f  t h r e e  t r a n s f o r m a n t s  w a s  i n t e r p r e t e d  a s  a n  

i d e n t i c a l  l i p a s e  e x p r e s s i o n  l e v e l ,  a n d  v e r y  p r o b a b l y  a s  g e n e t i c  i d e n t i t y  b e t w e e n  t h e s e  

t r a n s f o r m a n t s .  T h e r e f o r e ,  o n e  t r a n s f o r m a n t  w a s  s e l e c t e d  f o r  e a c h  s t r a i n  a n d  c u l t i v a t e d  

w i t h  a  h i g h e r  a m o u n t  o f  c a r b o n  s o u r c e  ( e i t h e r  3 0  g / L  o l e i c  a c i d  o r  5 0  g / m L  g l u c o s e )  

i n  b a f f l e d  f l a s k s .  R e s u l t s  o f  p - N P B  a c t i v i t y  f o r  L i p l  t o  L i p 5  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  I I I - 2 .

T a b l e  I I I - 2 .  P - n i t r o p h e n y l  b u t y r a t e  h y d r o l y s i s  a c t i v i t y  o f  r e c o m b i n a n t  C R L  p r o d u c e d  

u n d e r  o p t i m a l  c a r b o n  s o u r c e  a n d  a e r a t i o n  c o n d i t i o n s .  Y. lip o ly tica  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  

a t  2 8  °c i n  b a f f l e d  5 0 0  m L  e r l e n m e y e r  f l a s k s  c o n t a i n i n g  5 0  m L  Y 1T 2O 3 o r  Y | T 2D 5 
m e d i u m  u n t i l  c o m p l e t e  s u b s t r a t e  c o n s u m p t i o n .

C a r b o n  s o u r c e
E n z y m e

L i p l L i p 2 L i p 3 L i p 4 L i p 5

p - N P B  a c t i v i t y  ( U / m L )

O l e i c  a c i d 2 6  2 0 . 1 3 . 6 4 . 2 n d

G l u c o s e 6 7 . 8 0 . 1 1 4 . 9 8 .0 n d

e a c h  e x p e r im e n t  w a s  r e a l is e d  in  tr ip l ic a te s  
n d  s ta n d s  fo r  n o t d e te c ta b le

A s  s h o w n  i n  T a b l e  I I I - 3 ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i s o e n z y m e s  w i t h  o p t i m i s e d  

c o n d i t i o n s  l e d  t o  a n  i m p o r t a n t  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  b o t h  w i t h  o l e i c  a c i d  a n d  

g l u c o s e  a s  c a r b o n  s o u r c e .  I n d e e d ,  a  1 . 8 / 3 - f o l d ,  2 . 6 / 1 0 . 6 - f o l d  a n d  4 . 6 / 1 2 . 2 - f o l d  

i n c r e a s e  w a s  f o u n d  f o r  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  L i p 4 ,  L i p 3  a n d  L i p l ,  r e s p e c t i v e l y ,  

p r o d u c e d  w i t h  o l e i c  a c i d / g l u c o s e .  D u e  t o  d i f f e r e n c e s  e i t h e r  i n  l i p a s e  a c t i v i t y  a s s a y s ,  

p r o d u c t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  s o  o n ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  L i p l ,  L i p 3  o r  L i p 4  i n  Y. lip o ly tica  
i s  h a r d l y  c o m p a r a b l e  t o  o t h e r  p r o d u c t i o n  o b t a i n e d  i n  d i f f e r e n t  h o s t s .  T h e  r e c o m b i n a n t  

p r o d u c t i o n  o f  L i p 3  i n  p. pastons  l e d  t o  1 . 2  u n i t s  ( c a l c u l a t e d  w i t h  p - N P B  a c t i v i t y )  p e r  

m L  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  b e f o r e  a n y  p u r i f i c a t i o n  s t e p  ( C h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  w h i c h  

c o u l d  b e  e n h a n c e d  b y  o n e  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  w i t h  p r o d u c t i o n  i n  Y. lip o ly tica .  T h e  

a c t i v i t y  f o u n d  f o r  L i p l  e x p r e s s e d  b y  o u r  Y. lip o ly tica  s t r a i n  i s  h i g h l y  h i g h e r  t h a n  t h e  

o n e  r e p o r t e d  f o r  p r o d u c t i o n  i n  ร. cerevisiae  ( 5  บ / ท x L ,  B r o c c a  e t  a l .  1 9 9 8 )  a n d  i n f e r i o r  

t o  t h e  1 5 0 - 2 5 0  บ / m L  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  f o r  r e c o m b i n a n t  L i p l  p r o d u c e d  i n  p.
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pasto ris  ( B r o c c a  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  C h a n g  e t  a l .  2 0 0 5 ,  2 0 0 6 ) ,  t h u s  s h o w i n g  t h e  i m p o r t a n c e  

o f  t h e  e x p r e s s i o n  h o s t .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e s e  f o r m e r  a c t i v i t i e s  w e r e  r e a c h e d  a f t e r  m o r e  

t h a n  t e n  d a y s  f e r m e n t a t i o n  o f  a  m u l t i c o p y  v a r i a n t  ( 1 5 0  บ / ท l L ,  B r o c c a  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  o r  

w h e n  u s i n g  a  m e d i u m  o p t i m i s e d  b y  s t a t i s t i c a l  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  m e t h o d s  ( 2 5 0  

U / m L ,  C h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ,  2 0 0 6 ) .  M o r e o v e r ,  C h a n g  e t  a l .  ( 2 0 0 5 ,  2 0 0 6 )  a s s a y e d  t h e i r  

r e c o m b i n a n t  l i p a s e  o n  t r i g l y c e r i d e s ,  w h i l e  i t  w a s  s h o w n  t h a t  L i p l  i s  n e a r l y  3 0 - f o l d  

m o r e  a c t i v e  o n  n a t u r a l  t r i g l y c e r i d e s  t h a n  o n  g e n e r i c  I ? - N P  e s t e r s  ( L o p e z  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  

T h e  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o f  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  r e v e a l e d  a  m a j o r  p r o t e i c  b a n d  f o r  

e a c h  l i p a s e  ( F i g u r e  I I I - 2 A ) .  T h e i r  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  w e r e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  

c a l c u l a t e d  m o l e c u l a r  m a s s e s  o f  5 7  k D a  i n c r e m e n t e d  b y  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  

g l y c o s y l a t i o n s  f o r  L i p l  a n d  L i p 3 .  I n d e e d ,  L i p l  a n d  L i p 3  c a r r y  t h r e e  c o n s e n s u s  

s e q u e n c e s  f o r  N - g l y c o s y l a t i o n  a t  N 2 9 1 ,  N 3 1 4  a n d  N 3 5 1 ,  w h e r e a s  L i p 4  o n l y  c o n t a i n s  

t h e  N 3 5 1  s i t e  f o r  p o t e n t i a l  N - g l y c o s y l a t i o n .  M o r e o v e r ,  d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  L i p l  

g l y c o s y l a t i o n  p r o f i l e  s h o w e d  t h a t  o n l y  N 3 1 4  a n d  N 3 5 1  w e r e  g l y c o s y l a t e d  a n d  t h a t  t h e  

c a r b o h y d r a t e  m o d i f i c a t i o n  c o n s i s t e d  o f  t w o  / V - a c e t y l - g l u c o s a m i n e s  u n i t s  f o l l o w e d  b y  

a  v a r i a b l e  n u m b e r  o f  m a n n o s e  r e s i d u e s  ( B r o c c a  e t  a l .  2 0 0 0 ;  N a t a l e l l o  e t  a l .  2 0 0 5 ) .

F i g u r e  I I I - 2 .  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o f  s u p e r n a t a n t s  ( A )  a n d  c e l l s  (B) o f  Y. lip o ly tica  
J M Y 1 2 1 2  t r a n s f o r m e d  w i t h  J M P 6 2 - T e f -  L i p X .  L a n e  1 :  J M Y 1 2 1 2 ,  l a n e s  2 - 6 :  

J M Y 1 2 1 2  t r a n s f o r m e d  w i t h  J M P 6 2 - T e f - L i p l ,  - L i p 2 ,  - L i p 3 ,  - L i p 4 ,  a n d  - L i p 5 ;  M ,  

p r e c i s i o n  p l u s  p r o t e i n  s t a n d a r d s  ( B i o - R a d ) .

F e w  s t u d i e s  r e p o r t  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o d u c t i o n  o f  L i p 2 ,  a n d  L i p 5  h a s  n e v e r  

b e e n  p r o d u c e d  a s  r e c o m b i n a n t .  H e r e ,  w e  c o u l d  n o t  d e t e c t  a n y  l i p a s i c  a c t i v i t y  i n  t h e
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s u p e r n a t a n t  o f  Y. lip o ly tica  J M Y 1 2 1 2  t r a n s f o r m e d  w i t h  J M P 6 2 - T e f -  L i p 2  a n d  - L i p 5 .  

T h i s  w a s  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  a b s e n c e  o f  b a n d  v i s u a l i s a t i o n  b y  S D S - P A G E  a n a l y s i s  

( f i g u r e  I I I - 2 A ) .  A s  i t  h a d  b e e n  s h o w n  t h a t  b o t h  t h e  l e a d e r  p e p t i d e  a n d  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

g e n e  c o u l d  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  C R L  i s o e n z y m e s  ( F u s e t t i  e t  

a l .  1 9 9 6 ;  B r o c c a  e t  a l .  1 9 9 8 ) ,  w e  s e a r c h e d  f o r  i n t r a c e l l u l a r  l i p a s e  a c c u m u l a t i o n .  T h e  

S D S - P A G E  a n a l y s i s  s h o w n  i n  f i g u r e  I I I - 2 B  c o u l d  n o t  h i g h l i g h t  s u c h  a c c u m u l a t i o n  

n e i t h e r  f o r  L i p 2  n o r  f o r  L i p 5 .  F u r t h e r  a n a l y s i s  o f  m R N A  b y  R T - P C R  s h o u l d  

d e t e r m i n e  i f  t h i s  p r o b l e m  c o m e s  f r o m  t r a n s c r i p t i o n  l e v e l ,  t h e  t r a n s l a t a b i l i t y  o f  s p e c i f i c  

m R N A  o r  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n .  A n  a l t e r n a t i v e  c o u l d  b e  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  a  f u s i o n  p r o d u c t  a s  w a s  d o n e  f o r  L i p l  ( P a s s o l u n g h i  et a i ,  2 0 0 3 ) .

Enzyme characterization 
Hydrolysis of methyl esters

L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  w e r e  f u r t h e r  a n a l y s e d  f o r  t h e i r  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t y .  

A s  q u a n t i f y i n g  t h e  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  o f  l i p a s e s  a g a i n s t  s i n g l e  e s t e r s  w o u l d  o n l y  h a v e  

p r o v i d e d  a n  i n i t i a l  v i e w  o f  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y ,  w e  d e c i d e d  t o  a s s a y  o u r  l i p a s e s  

d i r e c t l y  b y  c o m p e t i t i v e  h y d r o l y s i s  a s s a y s  u t i l i z i n g  a  m i x t u r e  o f  m e t h y l  e s t e r s  o f  

v a r i o u s  c h a i n s  l e n g t h s  ( C 6 - C 1 8 ) .

□  Lipl□  Lip3 ■  Lip4

F i g u r e  I I I - 3 -  S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  r e c o m b i n a n t  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  f r o m  c. 
rugosa.  R e l a t i v e  a c t i v i t i e s  t o w a r d s  m e t h y l  e s t e r s  o f  v a r i o u s  c h a i n  l e n g t h s  ( C 6 - C 1 8 )  

w e r e  d e t e r m i n e d  a t  p H  7 . 2  a n d  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e  a f t e r  4  h  h y d r o l y s i s .
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A s  s h o w n  i n  F i g u r e  I I I - 3 ,  L i p l ,  L i p 3 ,  a n d  L i p 4  d e m o n s t r a t e d  d i f f e r e n t  

p r e f e r e n c e s  f o r  t h e  a c y l  p a r t  o f  t h e  e s t e r  s u b s t r a t e s .  L i p l  a n d  L i p 3  a r e  s p e c i f i c  o f  

m e d i u m  c h a i n  f a t t y  a c i d  e s t e r s  w i t h  a  m a x i m u m  a c t i v i t y  t o w a r d s  m e t h y l  o c t a n o a t e  

( C 8 ) .  I n d e e d ,  b o t h  L i p l  a n d  L i p 3  h y d r o l y s e  C 8  t o  C 1 2  m e t h y l  e s t e r s  p r e f e r e n t i a l l y ,  

a l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e  i n  r e l a t i v e  a c t i v i t y  i s  h i g h l y  n o t i c e a b l e  w i t h  L i p 3  c o m p a r e d  t o  

L i p l  f o r  t h e s e  t h r e e  e s t e r s .  T h e  r e s u l t s  r e s e m b l e d  t h o s e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  o n  p -  
n i t r o p h e n y l  e s t e r s  o f  v a r i o u s  c h a i n  l e n g t h s  f o r  n a t i v e  o r  r e c o m b i n a n t  l i p a s e s  ( B r o c c a  

e t  a l .  1 9 9 8 ;  P e m a s  e t  a l .  2 0 0 0 ;  L o p e z  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  C o n v e r s e l y  t o  t h e  f o r m e r  

i s o e n z y m e s ,  L i p 4  s h o w e d  t h e  h i g h e s t  c o n v e r s i o n  r a t e  f o r  m e t h y l  p a l m i t a t e  ( C l 6 )  a n d  

m e t h y l  o l e a t e  ( C l 8 : 1 ) .  A s  h i g h l i g h t e d  b y  p r e v i o u s  s t u d y  b y  L e e  a n d  c o l l a b o r a t o r s  

( L e e  e t  a l .  2 0 0 7 ) ,  L i p 4  a l s o  s h o w e d  a  b r o a d e s t  s p e c i f i c i t y  c o m p a r e d  t o  L i p l  a n d  L i p 3 .  

I n d e e d ,  a l l  s a t u r a t e d  m e t h y l  e s t e r s  r a n g i n g  f r o m  C 8  t o  C 1 8  w e r e  h y d r o l y s e d  t o  a  

c o m p a r a b l e  e x t e n d  ( 2 4 % )  e x c e p t  C l 6 .  F i n a l l y  a l l  t h r e e  i s o e n z y m e s  d i s p l a y e d  a  

l i p o l y t i c  a c t i v i t y  i n f e r i o r  t o  1 5 %  t o w a r d s  m e t h y l  h e x a n o a t e  ( C 6 ) .  T h i s  i s  d i f f i c u l t  t o  

e x p l a i n  a l t h o u g h  s i m i l a r  r e s u l t s  f o r  c. rugosa  i s o e n z y m e s  w e r e  a l s o  a c h i e v e d  i n  

p r e v i o u s  s t u d i e s .

T o  t a k e  a d v a n t a g e  o f  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t i e s  o f  t h e  

p r o d u c e d  r e c o m b i n a n t  i s o z y m e s ,  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e i r  p o t e n t i a l  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  

h i g h l y  v a l u a b l e  p h a r m a c e u t i c a l  c o m p o u n d s .

Purification of DHA from Fish oil
Y e t  i n  t h e  f i f t i e s ,  S i n c l a i r  a n d  c o l l a b o r a t o r s  ( 1 9 5 3 )  e x p l a i n e d  t h e  r a r i t y  o f  

c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  i n  G r e e n l a n d  E s k i m o s  b y  a  d i e t  h i g h  i n  w h a l e ,  s e a l ,  a n d  f i s h .  

T h i s  r e p o r t  w a s  t h e n  s u p p o r t e d  b y  v a r i o u s  s t u d i e s  s i g n a l l i n g  t h e  b e n e f i t  e f f e c t s  o f  

p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( P U F A s )  i n  p r e v e n t i o n  a n d  t r e a t m e n t  o f  c a r d i o v a s c u l a r  

d i s e a s e s  ( v o n  S c h a c k y  2 0 0 9 ) .  A m o n g s t  l o n g  c h a i n  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  

( P U F A s ) ,  c i s - 5 ,  8 ,  1 1 ,  1 4 ,  1 7 - e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d  ( E P A )  a n d  ๗ . ร ' - 4 ,  7 ,  1 0 ,  1 3 ,  1 6 ,  

1 9 - d o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  ( D H A )  a r e  o f  i n t e r e s t  d u e  t o  t h e  w i d e  r a n g e  o f  h e a l t h  

b e n e f i t s  t h a t  t h e y  p r e s e n t  ( O k a d a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .
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G i v e n  t h e i r  d i f f e r e n c e  i n  s p e c i f i c i t i e s ,  t h e  a p t i t u d e  o f  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  t o  

p u r i f y  D H A  a n d  E P A  f r o m  e s t e r i f i e d  f i s h  o i l  w a s  a s s e s s e d  i n  1 . 5  m L  t u b e s .  T h e  

h y d r o l y s i s  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  E t h y l  E s t e r  o f  F i s h  O i l  ( E E F O ) ,  c o n t a i n i n g  

2 5 %  D H A  a n d  5 %  E P A  e t h y l  e s t e r s ,  a s  s t a r t i n g  m a t e r i a l .

T a b l e  I I I - 3 .  P e r c e n t a g e  o f  l o n g  c h a i n  f a t t y  a c i d  e t h y l  e s t e r s  a f t e r  2 4 h  h y d r o l y s i s  w i t h  

l i p a s e s  f r o m  c .  rugosa.  1 6 : 0 0 ,  1 8 : 0 1 ,  1 8 : 0 2 ,  2 0 : 0 5 ,  2 2 : 0 6  s t a n d  f o r  p a l m i t a t e ,  o l e a t e ,  

l i n o l e a t e ,  E P A  a n d  D H A  e t h y l  e s t e r s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  o f  E P A  

a n d  D H A  i s  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s .

Fatty acid ethyl esters composition (%)iLnzyme 16:00 18:01 18:02 20:05 22:06
EEFO 2 0 . 2 1 3 . 9 1 . 6 5 . 7 2 6 . 2

Lip 1 1 6 . 4 2 6 . 5 0 . 9 7 . 0  ( 8 5 . 9 ) 3 7 . 8 ( 1 0 0 )

Lip 3 8 . 5 5 . 5 1 . 1 9 . 0  ( 9 3 . 1 ) 4 4 . 7  ( 9 9 . 9 )

Lip 4 1 7 . 2 9 . 2 1 . 5 5 . 7  ( 7 7 . 4 ) 3 5 . 6 ( 1 0 0 )

A s  s h o w n  i n  T a b l e  I I I - 3 ,  t h e  t h r e e  l i p a s e s  w e r e  a b l e  t o  c o n c e n t r a t e  D H A  e t h y l  

e s t e r .  T h i s  i s  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  p r e v i o u s  s t u d i e s  t h a t  s h o w e d  t h e  a b i l i t y  o f  C R L  t o  

i n c r e a s e  t h e  D H A  c o n t e n t  i n  t h e  n o n - h y d r o l y s e d  f r a c t i o n  o f  m a r i n e  o i l s  ( W a n a s u n d a r a  

a n d  S h a h i d i  1 9 9 8 b ;  O k a d a  a n d  M o r r i s s e y  2 0 0 7 ) .  T h e  b e s t  r e s u l t s  c o n c e r n i n g  D H A  

w e r e  o b t a i n e d  w i t h  L i p 3 ,  w h i c h  e n a b l e  t h e  a l m o s t  e n t i r e  r e c o v e r y  o f  D H A  e t h y l  e s t e r  

( 9 9 . 9 % )  w i t h  a  1 . 7  c o n c e n t r a t i o n  f a c t o r .  L i p  1  a n d  L i p  3  c o u l d  a l s o  c o n c e n t r a t e  E P A  

w h i l e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  E P A  r e m a i n e d  c o n s t a n t  d u r i n g  t h e  h y d r o l y s i s  o f  E E F O  b y  

L i p 4 .  I n  o r d e r  t o  i n c r e a s e  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  D H A  a n d  E P A  i n  E E F O ,  t h e  

r e a c t i o n  w a s  s c a l e d  u p  a n d  t w o  s u p p l e m e n t a r y  h y d r o l y s i s  w e r e  p e r f o r m e d ,  a s  

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( S h i m a d a  e t  a l .  1 9 9 4 ) .  T h e  r e a c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  3 0 ° c ,  i n  

1 0  m L  t u b e s  a n d  a  r e a c t i o n  t i m e  o f  2 4  h  f o r  e a c h  h y d r o l y s i s .  A f t e r  e a c h  h y d r o l y s i s  

E E F O  w a s  r e c o v e r e d ,  f r e e  f a t t y  a c i d s  w e r e  d i s c a r d e d  b y  s a p o n i f i c a t i o n  a n d  f r e s h  

e n z y m e  w a s  a d d e d .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  D H A  a n d  E P A  e t h y l  e s t e r s  a f t e r  t h r e e  r o u n d s  

o f  h y d r o l y s i s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  I I I - 4 .
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Percentage of DHA in EEFO

Enzyme

□  Initial EEFO□  1st Hydrolysis 
m 2nd Hydrolysis ■  3rd Hydrolysis

Lipl Lip3 Lip4
Enzyme

F i g u r e  I I I - 4 .  P e r c e n t a g e  o f  D H A  ( l e f t )  a n d  E P A  ( r i g h t )  a f t e r  3  r o u n d s  o f  E E F O  

h y d r o l y s i s  w i t h  c. rugosa  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4 .  T h e  p e r c e n t a g e s  r e c o v e r y  o f  E P A  a n d  

D H A  a f t e r  t h r e e  h y d r o l y s i s  a r e  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s .

T h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  h y d r o l y s i s  p e r m i t t e d  t o  f u r t h e r  i n c r e a s e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  

D H A ,  L i p 3  b e i n g  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  e n z y m e .  I n d e e d ,  t h e  f i n a l  E E F O  a f t e r  h y d r o l y s i s  

w i t h  L i p 3  c o n t a i n e d  6 1 . 5 %  o f  D H A .  F i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  D H A  i n  E E F O  w e r e  

r e a c h e d  a f t e r  t h e  s e c o n d  h y d r o l y s i s  b y  L i p l  a n d  L i p 4 ,  a n d  w e r e  o f  4 0 . 5  a n d  5 9 . 1 % ,  

r e s p e c t i v e l y .  T h e  t h i r d  h y d r o l y s i s  w i t h  L i p l  a n d  L i p 4  d i d  n o t  c o n s i d e r a b l y  i n c r e a s e  

t h e  a m o u n t  o f  D H A .

A  c o n s i d e r a b l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e s e  i s o e n z y m e s  i s  t h e i r  r e l a t i v e  

h y d r o l y t i c  p e r f o r m a n c e  t o w a r d s  E P A  c o m p a r e d  t o  D H A .  A s  o b s e r v e d  i n  1 . 5  m L  

t u b e s ,  L i p 3  w a s  a b l e  t o  c o n c e n t r a t e  E P A  e t h y l  e s t e r ,  r e a c h i n g  1 0 . 7 5 %  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  a f t e r  t h r e e  r o u n d s  o f  h y d r o l y s i s .  T h i s  i s  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  

d i s c r e p a n c y  o b s e r v e d  c o n c e r n i n g  t h e  h y d r o l y s i s  o f  E P A  b y  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4 .  

I n d e e d ,  t h e  h y d r o l y s i s  o f  E E F O  b y  L i p 4  i s  f a r  m o r e  i m p o r t a n t  ( 5 9 . 4 % )  t h a n  b y  L i p l  

a n d  L i p 3  ( 1 3 . 6 %  a n d  1 5 . 8 % ) .  A l t h o u g h  t h e  f i r s t  r o u n d  o f  h y d r o l y s i s  w i t h  L i p 4  l e a d e d  

t o  E P A  c o n c e n t r a t i o n  ( 5 . 7 %  t o  6 . 3 % ) ,  a n  e x t e n d e d  h y d r o l y s i s  w i t h  L i p 4  d e c r e a s e d  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  E P A  e t h y l  e s t e r .  T h i s  s i t u a t i o n  w a s  f o r m e r l y  o b s e r v e d  d u r i n g  t h e  

h y d r o l y s i s  o f  f i s h  o i l s  w i t h  c o m m e r c i a l  p r e p a r a t i o n s  ( H o s h i n o  a n d  Y a m a n e  1 9 9 0 ;  

S h a h i d i  a n d  W a n a s u n d a r a  1 9 9 8 ) .  T h e  D H A  p e r c e n t a g e  o f  r e c o v e r y  w i t h  a l l  e n z y m e s
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w a s  o v e r  9 0 %  w h i l e  t h e  r e c o v e r y  o f  E P A  w a s  a p p r o x i m a t i v e l y  8 5 %  f o r  L i p l  a n d  

L i p 3  l i p a s e s  a n d  o n l y  4 0 %  w i t h  L i p 4 .

T h e s e  p r o m i s i n g  r e s u l t s  o p e n  t h e  d o o r  t o  a t t r a c t i v e  e n z y m e  e v o l u t i o n  

p e r s p e c t i v e s .  G eotrichum  candidum  l i p a s e s  ( G C L )  c o n s i s t  o f  t w o  s u b - d o m a i n s  w h o s e  

a s s o c i a t i o n  c r e a t e s  a n  a c y l  b i n d i n g  t u n n e l  ( C y g l e r  e t  a l .  1 9 9 3 ) .  S i m i l a r l y  t o  G C L ,  X -  

r a y  d a t a  s h o w e d  t h a t  C R L ,  w h i c h  d i s p l a y  4 0 %  i d e n t i t y  w i t h  C R L ,  a l s o  p o s s e s s  a n  a c y l  

b i n d i n g  t u n n e l  w h i c h  s t a r t s  a t  t h e  c a t a l y t i c  s e r i n e  a n d  p r o t r u d e s  t h r o u g h  t h e  e n t i r e  

l i p a s e ,  e n a b l i n g  t h e  e n t r a p p i n g  o f  t h e  e s t e r  a c y l  m o i e t y  ( G r o c h u l s k i  e t  a l .  1 9 9 4 ) .  

H o l m q u i s t  e t  a l .  ( H o l m q u i s t  1 9 9 8 )  s h o w e d  t h a t  m u t a t i o n s  i n  G C L  o f  r e s i d u e s  l o c a t e d  

a t  t h e  m o u t h  o f  t h e  a c y l  b i n d i n g  t u n n e l  c o u l d  m o d i f y  t h e  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t y .  

I n d e e d ,  m u t a t i o n s  o f  C 3 7 9  a n d  S 3 8 0  i n  G C L  i z o e n z y m e  1  b y  b u l k y  a m i n o  a c i d s  ( L  

a n d  Y ,  r e s p e c t i v e l y )  e n t a i l e d  a  4 - f o l d  d e c r e a s e  o f  t h e  h y d r o l y s i s  r a t i o  o f  t r i o l e o i n  t o  

t r i o c t a n o i n .  T h e  c o r r e s p o n d i n g  a m i n o  a c i d s  i n  C R L  ( L 3 6 7 - V / I 3 6 8 ) ,  a n d  t o  a  l a r g e r  

e x t e n d  s e v e r a l  a m i n o  a c i d s  o f  t h e  a c y l  b i n d i n g  t u n n e l  ( 7  p o s i t i o n s  d i f f e r i n g  i n  L i p l ,  

L i p 3  a n d  L i p 4  o n  s e g m e n t  D 3 3 6 - T 3 9 3  c o n t a i n i n g  t h e  f a t t y  a c i d  s p e c i f i c i t y  

d e t e r m i n a n t s  i n  G C L )  c o u l d  b e  e n g i n e e r e d  t o  c u s t o m i z e  t h e  a c i d  c h a i n  l e n g t h  

s p e c i f i c i t y  o f  C R L .  S u c h  a  s t u d y  w a s  i n i t i a t e d  b y  S c h m i t t  e t  a l .  w h o  r e p o r t e d  t h e  

a l t e r a t i o n  o f  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t y  o f  L i p l  v a r i a n t s  m u t a t e d  i n  t h e  a c y l  b i n d i n g  

t u n n e l  ( S c h m i t t  e t  a l .  2 0 0 2 ) .

Conclusion
L o r  m a n y  y e a r s ,  t h e  u s e  o f  c. rugosa  l i p a s e s  f o r  i n d u s t r i a l  p u r p o s e s  w a s  

i m p e d e d  b y  t h e  d i f f i c u l t i e s  i n  o b t a i n i n g  p u r e  i s o l a t e d  f o r m s  o f  t h e  d i f f e r e n t  

i s o e n z y m e s  s e c r e t e d  b y  t h e  w i l d  t y p e  s t r a i n .  T h e  p u r i f i c a t i o n  b y  c o n v e n t i o n a l  

c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  w a s  i n d e e d  r e n d e r e d  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t  b y  t h e  h i g h  

i d e n t i t y  b e t w e e n  t h e s e  i s o e n z y m e s .  A n  a l t e r n a t i v e  a p p e a r e d  w i t h  r e c o m b i n a n t  D N A  

t e c h n o l o g y .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  n o n - c o n v e n t i o n a l  u s e  o f  t h e  g e n e t i c  c o d e  b y  c. rugosa  
m a k e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  C R L  i n  h e t e r o l o g o u s  h o s t  t r i c k y .  I n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y ,  w e  d e s c r i b e  t h e  s u c c e s s f u l  c l o n i n g  o f  t h r e e  i s o e n y m e s  f r o m  c. rugosa  a n d  t h e i r  

p r o d u c t i o n  i n  Y. lipo ly tica .  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  y i e l d s  r a n g i n g  

f r o m  8  t o  6 8  บ / ท ป L .  T h e i r  s u b s t r a t e  t y p o s p e c i f i c i t y  w a s  c o m p a r e d .  L i p l  a n d  L i p 3
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w e r e  s h o w n  t o  b e  s p e c i f i c  o f  m e d i u m  c h a i n  f a t t y  a c i d  e s t e r s  w h e r e a s  L i p 4  s h o w e d  a  

m a r k e d  p r e f e r e n c e  t o w a r d s  l o n g  c h a i n  f a t t y  a c i d  e s t e r s .  T h i s  d i f f e r e n c e  i n  

t y p o s e l e c t i v i t y  w a s  e x p l o i t e d  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  D H A  a n d  E P A ,  t w o  o m e g a - 3  

f a t t y  a c i d s  w i t h  u n d e n i a b l e  p h a r m a c e u t i c a l  p r o p e r t i e s ,  f r o m  p r e - t r e a t e d  f i s h  o i l .  T h e  

m a x i m a l  D H A  p u r i t y  ( ~ 6 0  % )  w a s  o b t a i n e d  w i t h  L i p 3  a n d  L i p 4 ,  s t a r t i n g  f r o m  a n  

i n i t i a l  e t h y l  e s t e r  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  2 5 %  D H A ,  w i t h  a  f i n a l  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  

s u p e r i o r  t o  9 0  % .
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A single amino acid located in the substrate binding site of

Candida rugosa Lipases L ip l, Lip3 and Lip4, direct their 
enantioselectivity towards 2-bromo phenyl acetic acid octyl esters

R u n g t i w a  P i a m t o n g k a m 1 ’ 2 ,  S o p h i e  D u q u e s n e 1 ,  S o p h i e  B a r b e 1 ,  I s a b e l l e  

A n d r é 1 ,  W a r a w u t  C h u l a l a k s a n a n u k u l 3 ,  a n d  A l a i n  M a r t y 1

1 U n i v e r s i t é  d e  T o u l o u s e  ;  U M R 5 5 0 4 ,  U M R 7 9 2 ,  L a b o r a t o i r e  I n g é n i e r i e  d e s  S y s t è m e s  

B i o l o g i q u e s  e t  d e s  P r o c é d é s ,  C N R S ,  I N R A ,  I N S  A ,  F - 3 1 0 7 7  T o u l o u s e ,  F r a n c e

2  P r o g r a m  i n  B i o t e c h n o l o g y ,  F a c u l t y  o f  S c i e n c e ,  C h u l a l o n g k o m  U n i v e r s i t y ,  2 5 4  

P h y a t h a i  R o a d ,  P a t u m w a n ,  B a n g k o k ,  1 0 3 3 0 ,  T h a i l a n d

3  D e p a r t m e n t  o f  B o t a n y ,  F a c u l t y  o f  S c i e n c e ,  C h u l a l o n g k o m  U n i v e r s i t y ,  2 5 4  P h y a t h a i  

R o a d ,  P a t u m w a n ,  B a n g k o k ,  1 0 3 3 0 ,  T h a i l a n d

Abstract
E n z y m e  d i s c r i m i n a t i o n  i s  a  v e r y  a c c u r a t e  m e c h a n i s m  w h e r e  i n  g e n e r a l  f e w  

a m i n o  a c i d s ,  e v e n  s o m e t i m e s  a  s i n g l e  a m i n o  a c i d ,  a r e  i m p l i c a t e d  i n  t h e  s e l e c t i v i t y .  

T h e  f a m i l y  o f  Candida rugosa  L i p a s e s  a r e  a  v e r y  g o o d  t o o l  t o  s t u d y  t h i s  p h e n o m e n o n  

b e c a u s e  t h e y  p r e s e n t  h i g h  h o m o l o g y  ( > 8 0 % )  a n d  t h e i r  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  w a s  o f t e n  

d e m o n s t r a t e .  W e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  3  L i p a s e s  f r o m  c. r u g o s a  ( L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4 )  

p r e s e n t  h i g h  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  d u r i n g  r e s o l u t i o n  o f  2 - b r o m o - a r y l a c e t i c  a c i d  e s t e r s ,  a n  

i m p o r t a n t  c l a s s  o f  c h e m i c a l  i n t e r m e d i a t e s  i n  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  i n d u s t r y .  L i p l  a n d  

L i p 3  p r e s e n t  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  >  2 0 0  a n d  t h e  m o s t  i n t e r e s t i n g  r e s u l t  i s  t h a t  L i p 4 ,  a  

v e r y  h o m o l o g u e  L i p a s e ,  p r e f e r s  t h e  R - e n a n t i o m e r  ( E - v a l u e = 1 5 ) .  T h e  a n a l y s i s  o f  t h e  

a l i g n m e n t  o f  t h e  3  p r i m a r y  s t r u c t u r e s  o f  t h e  3  L i p a s e s  s u g g e s t s  t h a t  p o s i t i o n s  2 9 6  

c o u l d  b e  c r u c i a l  f o r  t h e  d i s c r i m i n a t i o n .  D i f f e r e n t  v a r i a n t s  o f  t h e  t h r e e  e n z y m e s  a t  

t h e s e  p o s i t i o n s  w e r e  b u i l t  b y  s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s .  T h e  s t e r i c  h i n d r a n c e  o f  t h e  

a m i n o  a c i d  a t  p o s i t i o n  2 9 6  a p p e a r e d  t o  b e  c r u c i a l .  I n  L i p l ,  c h a n g e  o f  p h e n y l a l a n i n e  i n  

a  s m a l l  a m i n o  a c i d ,  g l y c i n e  o r  a l a n i n e ,  l e a d s  t o  s e l e c t i v i t y  i n v e r s i o n .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  

i n  L i p 4  c h a n g e  a t  t h i s  p o s i t i o n  o f  a l a n i n e  i n  v a l i n e  o r  p h e n y l a l a n i n e ,  l e a d s  t o  r e v e r s e d  

s e l e c t i v i t y ,  w h e r e a s  a  g l y c i n e  i n c r e a s e s  t h e  R  p r e f e r e n c e .  A  p r e l i m i n a r y  m o d e l l i n g  

s t u d y  o f  t h e  t e t r a h e d r a l  i n t e r m e d i a t e s  f o r m e d  b y  L i p l  a n d  L i p 4  w i t h  t h e  ( R ,  ร )-2-
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b r o m o - p h e n y l a c e t i c  a c i d  o c t y l  e s t e r  e n a n t i o m e r s  e n a b l e d  d i s c r i m i n a t i o n  p h e n o m e n o n  

t o  b e  b e t t e r  u n d e r s t o o d .

Introduction
T h e  u s e  o f  r a c e m i c  m i x t u r e s  i n  p h a r m a c e u t i c a l  d r u g s  i s  s t r o n g l y  r e g u l a t e d  

b e c a u s e  o n e  e n a n t i o m e r  c a n  b e  t h e  a c t i v e  m o l e c u l e  w h e r e a s  t h e  o t h e r  e n a n t i o m e r  c a n  

b e  t o x i c .  T h o r o u g h  i n v e s t i g a t i o n s  a r e  c o n s e q u e n t l y  r e q u e s t e d  o n  t h e  t o x i c o l o g i c a l  

e f f e c t s  o f  e a c h  e n a n t i o m e r  b e f o r e  t h e y  a r e  a c c e p t e d  i n  d r u g  c o m p o s i t i o n .  T h e  

c o m m e r c i a l i s a t i o n  o f  a  s o l e  p u r e  a c t i v e  e n a n t i o m e r  i s  t h u s  o f t e n  p r i v i l e g e d .  C l a s s i c a l  

m e t h o d s  u s e d  t o  s e p a r a t e  e n a n t i o m e r s ,  s u c h  a s  c h e m i c a l  a s y m m e t r i c  s y n t h e s i s ,  

s t e r e o s e l e c t i v e  c r y s t a l l i z a t i o n  o r  c h i r a l  c h r o m a t o g r a p h y ,  a r e  u s u a l l y  e x p e n s i v e .  T h e  

u s e  o f  e n a n t i o s e l e c t i v e  e n z y m e s  a p p e a r e d  a s  a n  a p p e a l i n g  a l t e r n a t i v e  t o  s e p a r a t e  

e n a n t i o m e r s .  H o w e v e r ,  t o  o b t a i n  p u r i t i e s  c o m p a t i b l e  w i t h  p h a r m a c e u t i c a l  l e g i s l a t i o n ,  

b i o c a t a l y s t s  w i t h  h i g h  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  a r e  r e q u i r e d  ( E - v a l u e  > 2 0 0 ) .

L i p a s e s  ( t r i a c y l g l y c e r o l  e s t e r  h y d r o l a s e ,  E C  3 . 1 . 1 . 3 )  h a v e  a t t r a c t e d  g r e a t  

i n t e r e s t  i n  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  a p p l i c a t i o n s  b e c a u s e  o f  t h e i r  w i d e  r a n g e  o f  s u b s t r a t e  

s p e c i f i c i t i e s ,  e s p e c i a l l y  t h e i r  a b i l i t y  t o  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  e n a n t i o m e r s  ( K i m  2 0 0 0 ) .  

L i p a s e s  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  f o r  t h e  r e s o l u t i o n  o f  v a r i o u s  r a c e m i c  a l c o h o l s  v i a  

h y d r o l y s i s ,  e s t e r i f i c a t i o n  o r  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  b u t  o n l y  a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  

i n f o r m a t i o n  e x i s t s  o n  t h e  c h i r a l  r e s o l u t i o n  o f  2 - h a l o g e n o - s u b s t i t u t e d  a c i d s .  M o s t  o f  

t h e  s t u d i e s  c o n c e r n  t h e  r e s o l u t i o n  o f  2 - a r y l p r o p i o n i c  a c i d s ,  a n  i m p o r t a n t  g r o u p  o f  n o n 

s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m m a t o r y  d r u g s ,  o r  2 - h y d r o x y  c a r b o x y l i c  a c i d s  t h a t  a r e  a l s o  

i m p o r t a n t  i n t e r m e d i a t e s  f o r  s y n t h e t i c  p a t h w a y s  o f  a  n u m b e r  o f  d r u g s ,  s u c h  a s  

p r o s t a g r a n d i n ,  p r o s t a c y c l i n ,  s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n  a n d  t h a i a z o l i u m  s a l t s  ( G u i e y s s e  

et a l.,  2 0 0 1 ) .  T h e  L i p a s e  o f  Candida rugosa  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  f o r  t h e  

a m i n o l y s i s  o f  e s t e r s  u s i n g  ( R, ร)  1 - p h e n y l e t h y l a m i n e  ( S o l e d a d  d e  C a s t r o  a n d  S i n i s t e r r a  

G a g o  1 9 9 8 ) .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  a n  i m p o r t a n t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a r o m a t i c  r i n g  o f  

P h e - 2 9 6  a n d  t h e  s u b s t r a t e  t o  e x p l a i n  t h e  p r e f e r e n c e  o f  5 - e n a n t i o m e r .  M a n e t t i  et a l., 
r e p o r t e d  a  t a i l o r - m a d e  e n z y m e  t o  m o d i f y  t h e  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  o f  2 - a r y l p r o p i o n i c  

e s t e r s  b y  r e c o m b i n a n t  L i p l  u s i n g  s i t e - d e r e c t e d  m u t a g e n e s i s  o f  P h e  3 4 4  a n d  P h e  3 4 5 .  

T h e i r  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  P h e 3 4 5  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  S - e n a n t i o m e r
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p r e f e r e n c e  o f  k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n ,  w h i c h  a r e  n o n - s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m m a t o r y  

d r u g s  ( M a n e t t i  e t  a l .  2 0 0 0 ) .

I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  o b j e c t i v e  i s  t o  t e s t ,  f o r  r e s o l u t i o n  o f  a  r a c e m i c  m i x t u r e  o f  2 -  

b r o m o  - p h e n y l  a c e t i c  a c i d  o c t y l  e s t e r s ,  t h r e e  o f  t h e  Candida rugosa  L i p a s e s ,  L i p l ,  

L i p 3  a n d  L i p 4 ,  r e c e n t l y  c l o n e d  i n  t h e  o l e a g i n o u s  y e a s t ,  Y arrow ia  L ipo ly tica .  M o r e  

p r e c i s e l y ,  t h e y  w e r e  c l o n e d  i n  t h e  s t r a i n  J M Y 1 2 1 2  d e s c r i b e d  e l s e w h e r e  ( B o r d e s  e t  a l .  

2 0 0 7 ,  P i a m t o n g k a m ,  2 0 1 0 ) .  T h i s  s t r a i n  e n a b l e s  s i n g l e  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  

c a s s e t t e  i n t o  t h e  g e n o m e  a t  a  d e f i n e d  l o c u s :  t h e  “ z e t a  d o c k i n g  p l a t f o r m ” .  I t  i s  t h e  f i r s t  

e x p r e s s i o n  s y s t e m  w h i c h  e n a b l e s  a c t i v i t i e s  o f  e n z y m e s  t o  b e  d i r e c t l y  c o m p a r e d  f r o m  

t h e  s u p e r n a t a n t .

Results and discussion
Production of recombinant Candida rugosa in Yarrowia L ipolytica

I n  a  p r e v i o u s  w o r k ,  t h e  m a i n  L i p a s e s  p r o d u c e d  b y  Candida rugosa ,  L i p l ,  L i p 3  

a n d  L i p 4  w e r e  c l o n e d  i n  t h e  y e a s t  Y arrow ia  L ipo ly tica .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  s y n t h e t i c  

g e n e s  w e r e  u s e d  t o  c i r c u m v e n t  t h e  n o n - c a n o n i c a l  c o d o n - u s a g e  o f  c . rugosa  i n  w h i c h  

t h e  t r i p l e t  C U G ,  c o d i n g  n o r m a l l y  f o r  l e u c i n e ,  i s  r e a d  a s  s e r i n e  a n d  a l s o  t o  a d a p t  

t r i p l e t s  t o  Y. L ip o ly tica  c o d o n - u s a g e .  T o  a l l o w  a  d i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  

a c t i v i t y ,  t h e  Y. L ip o ly tica  s t r a i n  J M Y 1 2 1 2  w a s  u s e d  ( B o r d e s  e t  a l .  2 0 0 7 ,  C a m b o n  e t  

a l .  2 0 1 0 )  I t  f a v o u r s  t h e  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  c a s s e t t e  i n t o  t h e  g e n o m e  a t  a  

d e f i n e d  l o c u s :  t h e  “ z e t a  d o c k i n g  p l a t f o r m ” ,  a v o i d i n g  m u l t i - i n s e r t i o n  o r  i n s e r t i o n  a t  

l o c u s  p o o r l y  o r  h i g h l y  e x p r e s s e d .  H i g h  r e p r o d u c i b i l i t y  b e t w e e n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  

d i f f e r e n t  t r a n s f o r m a n t s  i s  b y  t h i s  w a y  o b t a i n e d  a n d  a c t i v i t i e s  o f  d i f f e r e n t  v a r i a n t s  c a n  

b e  d i r e c t l y  c o m p a r e d  f r o m  t h e i r  s u p e r n a t a n t s  w i t h o u t  p u r i f i c a t i o n  s t e p s .  A c t i v i t i e s  

f o l l o w  a  n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  w i t h  a  9 . 1  %  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  f o r  t h e  w h o l e  

p r o c e s s  ( t r a n s f o r m a t i o n ,  g r o w t h ,  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v i t y  m e a s u r e m e n t )  

( C a m b o n  e t  a l .  2 0 1 0 ) .  T h e  s t r a t e g y  p r o p o s e d  a n d  u s e d  i n  t h i s  w o r k  w a s  t o  c h o o s e  

r a n d o m l y  3  t r a n s f o r m a n t s ,  t o  e x p r e s s  t h e  p r o t e i n s  a n d  t o  c o m p a r e  t h e i r  a c t i v i t i e s .  I f  

a c t i v i t i e s  p r e s e n t  a  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  l o w e r  t h a n  1 5 % ,  t h e  3  t r a n s f o r m a n t s  c a n  b e  

c o n s i d e r e d  a s  i d e n t i c a l  a n d  o n e  i s  c h o s e n  t o  c o n t i n u e  e x p e r i m e n t s .  I f  n o t ,  3  o t h e r  

t r a n s f o r m a n t s  a r e  t e s t e d .
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T a b l e  I I I - 4  p r e s e n t s  p N P B  h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s  o f  L i p l ,  3  a n d  4 .  O n  t h i s  p N P B  

s u b s t r a t e ,  L i p l  i s  t h e  m o s t  a c t i v e  e n z y m e ,  w h e r e a s  L i p 3  a n d  4  p r e s e n t  o n l y  

a p p r o x i m a t e l y  1 5 %  o f  L i p l  a c t i v i t y .

T a b l e  I I I - 4 .  P - n i t r o p h e n y l  b u t y r a t e  h y d r o l y s i s  a c t i v i t y  o f  w i l d - t y p e  L i p l ,  L i p 3  a n d  

L i p 4  f r o m  Y.Lipolytica.

L ip l Lip3 Lip4
I n i t i a l  r a t e * 2 6 . 2 3 . 6 4 . 2

C o e f f i c i e n t o f

4 . 7 6 . 8 5 . 4

v a r i a t i o n  ( % )

* p m o l o f  p - n i t r o p h e n o l  l ib e ra te d  p e r  m in  a n d  m L  o f  e n z y m e , 
e a c h  e x p e r im e n t  w a s  r e a l is e d  in tr ip l ic a te s .

Racemic resolution of 2-bromo-phenyIacetic acid octyl ester with wild-type 
Lipases

T h e  t h r e e  L i p a s e s ,  L i p l ,  L i p 2  a n d  L i p 3 ,  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  h y d r o l y t i c  

a c t i v i t y  o n  a  r a c e m i c  m i x t u r e  o f  2 - b r o m o - p h e n y l a c e t i c  a c i d  o c t y l  e s t e r  i n  a  b i p h a s i c  

m e d i u m  ( w a t e r / d e c a n e  v / v )  a t  2 5 ° c  ( T a b l e  III-5). E v e n  i f  t h e s e  t h r e e  L i p a s e s  a r e  v e r y  

s i m i l a r  p r e s e n t i n g  h i g h  h o m o l o g y  a m o n g  t h e n  ( > 7 0 % )  ( f i g u r e  III-5), s u r p r i s i n g l y ,  

t h e y  p r e s e n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e i r  e n a n t i o m e r  p r e f e r e n c e .  L i p l  a n d  L i p 3  a r e  t o t a l l y  

s e l e c t i v e  v e r s u s  t h e  5 - e n a n t i o m e r  ( E - v a l u e > 2 0 0 ) ,  a l m o s t  n o  c o n v e r s i o n  o f  t h e  R- 
e n a n t i o m e r  b e i n g  o b s e r v e d  a f t e r  6 0 h  o f  r e a c t i o n .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  L i p 4  b e t t e r  

r e c o g n i z e s  t h e  / ^ - e n a n t i o m e r  ( E - v a l u e  o f  1 5 ) .  F r o m  t h e  p o i n t  o f  v i e w  o f  a c t i v i t y ,  L i p l  

i s  t h e  m o s t  a c t i v e  e n z y m e .  L i p 3  a n d  L i p 4  p r e s e n t  4 6  a n d  6 4  %  r e s p e c t i v e l y  o f  L i p l  i f  

t h e  m o s t  a c t i v e  e n a n t i o m e r  i s  c o n s i d e r e d .

T h e  c h a i n  l e n g t h  o f  t h e  e s t e r  f u n c t i o n ,  f r o m  C 2  t o  C 8 ,  h a s  n o  i n f l u e n c e  o n  b o t h  

e n a n t i o s e l e c t i v i t y  a n d  a c t i v i t y .
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Table III-5. 2-bromo-phenylacetic acid octyl ester hydrolysis activity of wild-type
Lipl, Lip3 and Lip4 Candida rugosa  Lipases.

Enzyme L ip l '■ Lip3 Lip4
P r e f e r r e d  e n a n t i o m e r ร ร R

E n a n t i o s e l e c t i v i t y  [ a l 3 7 0 3 0 0 1 5

I n i t i a l  r a t e  ( b l  ( p m o l e . h  ’ . L 1 ) 5 1 8 2 3 6 3 3 1

[a] E -v a lu e  =  V iS /V iR  o r  V iR A 4 S  a c c o rd in g  to  e n a n t io m e r  p re fe re n c e ;  v iR , v iS : in it ia l  ra te s .
[b] p m o l o f  th e  p re fe r re d  e n a n t io m e r  o f  2 -b ro m o -p h e n y la c e t ic  a c id  l ib e ra te d  p e r  h o u r  a n d  L  o f
e n z y m e .

I n  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  t h i s  d i f f e r e n c e  i n  e n a n t i o - d i s c r i m i n a t i o n  b y  t h e  t h r e e  

e n z y m e s ,  a  s p e c i a l  a t t e n t i o n  w a s  t u r n e d  t o  t h e  a m i n o  a c i d s  w h i c h  c o m p o s e d  t h e i r  

a c t i v e  s i t e s .  T h e  m u l t i p l e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  o f  t h e  3  p r o t e i n s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  I I I -

5 .  T h e  b i n d i n g  p o c k e t s  o f  CR  L i p a s e s  a r e  e x c e p t i o n a l  w i t h  a  L  s h a p e  l o n g  t u n n e l  o f  

n e a r l y  2 5  Â  a n d  t h e  c a t a l y t i c  t r i a d  a t  t h e  m o u t h  o f  t h e  t u n n e l .  T h e  s u b s t r a t e  b i n d i n g  

s i t e  i s  f o r m e d  b y  a m i n o  a c i d s  G 1 2 4  ( o x y a n i o n  h o l e ) ,  F 1 2 5 ,  t h e  c a t a l y t i c  S 2 0 9 ,  A 2 1 0  

( o x y a n i o n  h o l e ) ,  M 2 1 3 ,  V 2 4 5 ,  P 2 4 6 ,  F  o r  A 2 9 6 ,  S 3 0 1 ,  L 3 0 2 ,  R 3 0 3 ,  L 3 0 4 ,  L 3 0 7 ,  

F 3 4 5 ,  Y 3 6 1 ,  F 3 6 2 ,  S 3 6 5 ,  F 3 6 6 ,  V 4 0 9 ,  L 4 1 0 ,  L 4 1 3 ,  G  o r  A 4 1 4 ,  F 4 1 5 ,  F 5 3 2  a n d  V 5 3 4  

( P l e i s s  et a i ,  1 9 9 8 ;  A k o h  et al.,  2 0 0 4 ) .  A m i n o  a c i d  4 1 4  i s  a  g l y c i n e  f o r  L i p l  a n d  a n  

a l a n i n e  f o r  L i p 3  a n d  L i p 4  a n d  c o n s e q u e n t l y  i s  n o t  a  g o o d  c a n d i d a t e  t o  e x p l a i n  t h e  

d i f f e r e n c e  o f  d i s c r i m i n a t i o n  o b s e r v e d .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  a m i n o  a c i d  a t  p o s i t i o n  2 9 6  i s  a  

p h e n y l a l a n i n e  i n  L i p l  a n d  L i p 3 ,  b u t  i s  a n  a l a n i n e  i n  L i p 4 .

T o  t e s t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a m i n o  a c i d  p r e s e n t  a t  p o s i t i o n  2 9 6  i s  c r u c i a l  f o r  

e n a n t i o m e r  d i s c r i m i n a t i o n ,  t h e  p h e n y l a l a n i n e  r e s i d u e s  i n  L i p l  w e r e  c h a n g e d  i n t o  

g l y c i n e ,  a l a n i n e  a n d  l e u c i n e  r e s i d u e s ,  w h e r e a s  a l a n i n e  i n  L i p 4  w a s  c h a n g e d  i n t o  

g l y c i n e ,  v a l i n e  a n d  p h e n y l a l a n i n e .  L i p 3 ,  w h i c h  p r e s e n t s  t h e  s a m e  b e h a v i o r  t h a n  L i p l ,  

w a s  n o t  r e t a i n e d  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  b e c a u s e  i t  p r e s e n t  a  l o w e r  a c t i v i t y .
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100• ••■ !••. - I •..1! ••••!•••; I--- I... .1----I----I----I----I----I .... I--- I.... I--- I.... I--- I .... I ... . ILipl APTATLANGDTITGLNAIINEAFLGIPFAEPPVGiniRFKDPVPYSGSLDGQKFTSYGPSCMQQ̂PEGTYZENLPKAAiDLVMQSKVFEAVSPSSEDCLTI Lip3 APTAKLANGDTITGLNAJINEAFLGIPFAEPPVGNLRFroPVPYSGSLNGQKFTSYGPSMQQNPEGTFEENLGKrfALDIY'/MQSKVFX2AVLPQSEDCLTI Lip4 APTATLANGDTITGLNAIINEAFLGIPFAQPPVQJLRFKPPVPYSASLNGQKETSYGPS IdQMNPLGNWDSSLPKAAINSLÎ SKLFQAVLPNGEDCLTI
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Lipl NVVRPPGTKAGANLPVMLWXFGG FEVGGTSTFPPA(̂ D:TKSIAMGKPIIHVSVNYRVSSWGFLAGDEIKAEGSAlNAGLKDQRLGM2WVADNIAAFGGDP Lip3 NWRPPGTKAGANLPVMLWIFGG FEIGS PT I FPPAQMVTKSVUMGKPI IHVAVNYRVASWGFLAGDDIKAEGSGNAGLKDQRLGMQWVADNT AGFGGD P Lip4 NWRPSGTKPGAÎtLPVMVWXFGG'rFEVGGSSLFPPAQMITASVLMGKPIIHVSMNYFVASWGFIAGPDIKAEGSGNAGLHDQIHÆLQWVADNIAGFGGDP
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300—  I —  I —  I —  I —  I —  I —  I.... I.... I —  I —  I —. I.... I — TI ’ — I — 71. — 1 — 71. — I... TILipl TKVTIFGES GS SVMCHILWNDGDNTYKGKPLFRAGIMQSGAM SDAVDGIYGNEIFDLLASNAG GSASDKLA LRGVSSDTLEDATNNTPGFLAYS Lip3 SKVTIFGES GSMSVLCHLIWNDGDNTYKGKPLFRAGIMQSGAM'/PSDPVDGTYGNEI YDLFVSSAG GSASDKLA LRSASSDTLLDATNNTPGFLAYร Lip 4 SKVTIFGE ร GSî ÎSVMCQLLWNDGDNTYNGKPLFRAAIMQSGAMV'PSDPVDGPYGTQI YDQWASAG GSASDKLA LRSISNDKLFQATSDTPGALAYP
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Lipl SLRLSYLPRPDGVNITDDMYALVREGKYANIPVIIGDQNDEGTFFGTSSLNVTTDAQAREYFKQSFVHASDAEIDTLMÏAYPGDITQGSPFDTGILNALT Lip3 SLRLSYLPRPDGKNITDiaiYKLVRDGKYASVPVIIQDQNDEGTIFGLSSLNVTTNAQARAYFKQSFIHASDAEIDTLMAAYPQDITQGSPFDTGIFiCLET Lip 4 SLRLSFLPRPDGTFITODMFKLVRDGKCANVFVIIGDQNDEGTVFALSSLNVTTDAQARQY]'KESFTHASDAEIDTLICÜ1lYPSDITQGSPFDTGIFî̂ .IT
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

------- 1 . . . .  11 . . .  I ---------I . . . . I ---------! . .  . 1}  1 . . 1 1 1 . 1 1 ! 1 1 1 . 1 ---------I . . . .  I . . . .  I ---------I . . . .  I ---------I . . . .  I . . .  . 1 . . . .  I . . . .  ILipl PQFKRISAVLGDLGFTLARRYFLNHYTGGTKYSFLSKQLSGLPVLGTFHSNDIVFQDYLLGSGSLIYNNAFIAFATDLDPNTAGLLVKWPEYTSSSQSGN Lip3 PQFKRI SAVLGD LÂFIHARRYFLNHFQGGTKYSFLSKQLSGLPIMGTFHANDIVWQD YLLGSGSVIYNNAFIAFATDLDPNTAGLLVNWPKYTS ร SQSOî Lip4 PQFKRIAAVL<a)LAFTLPRRYFMIHFQGGTKYSFLSKQLSGLPVIGTHHANDIVWQDFLVSHSSAVYNNAFIAFANDLDPNKAGLLVNWPKYTSSSQSCT4
510 520 530

Lipl NL**HNALGLYTGKDNFRTAGYDALFSNPPSFFV Lip3 NI24MINALGLYTGKDNFRTAGYDAI2CNPS S FF’/Lip4 NLLQINALGLYTGKDNFRTAGYDALFTNPร ร FFv
• D i- s u l f id e  Bonds: C60-C97 and C268-C277
• L id :  P65-S94
• N -G ly c o s y la tio n : N291, N314 and N351
• C a ta ly t ic  s i t e :  S209, E341 and H449
• Oxyanion h o le : G124, A210
• S ubs tra te  b in d in g  s i t e :  M213, V245, P246, F296, S301, L302, R303, L304, L307, F345, Y361, F362, S365, 

F366, V409, L410, L413, G414, F415, F532 and V534

F i g u r e  I I I - 5 .  M u l t i p l e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  o f  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  L i p a s e s  f r o m  

Candida rugosa  ( CRL1 ,  CRL3  a n d  CRL4  r e s p e c t i v e l y ) .

A f t e r  t r a n s f o r m a t i o n  o f  J M Y 1 2 1 2  Y. L ip o ly tica  s t r a i n  w i t h  t h e  e x p r e s s i o n  

c a s s e t t e ,  t h r e e  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  r a n d o m l y  c h o s e n .  A l l  t h e  v a r i a n t s  s a t i s f i e d  t h e  

c r i t e r i o n  o f  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  i n f e r i o r  t o  1 5  % ,  ( d a t a  n o t  s h o w n )  a n d  o n e  c l o n e  

w a s  c h o s e n  a n d  e n z y m e  p r o d u c t i o n  w a s  r e a l i z e d  i n  5 0 0  m L  E r l e n m e y e r  f l a s k s  

c o n t a i n i n g  5 0  m L  m e d i u m  Y 1T 2O 3 w a s  r e a l i z e d  ( T a b l e  I I I - 6 )
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T a b l e  I I I - 6 .  p N i t r o p h e n o l  b u t y r a t e  h y d r o l y s i s  a c t i v i t y  o f  w i l d - t y p e  c. rugosa  L i p l  a n d  

L i p 4  a n d  t h e i r  v a r i a n t s .

E nzym e Lipl L ip l-
§ 1 1

Lipl 
296 \

L ip l-
296L Lip4 Lip4-

296G
Lip4-
296V

Lip4-
296F

Initial rate |a| 26.2 0.8 0.4 29.2 4.2 2.1 4.4 4.9
[a] p m o l  o f  p N P  l ib e ra te d  p e r  m in u te  a n d  m L  o f  e n z y m e . E a c h  e x p e r im e n t w a s  re a l is e d  in  tr ip lic a te s .

L i p 4  a c t i v i t y  i s  n o t  l a r g e l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  c h o s e n  a m i n o  a c i d  p r e s e n t  a t  

p o s i t i o n  2 9 6 .  O n l y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  g l y c i n e  l e a d s  t o  a  h a l f  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y .  L e e  e t  

a l . ,  2 0 0 7  o b t a i n e d  b y  s a t u r a t i o n  m u t a g e n e s i s  t a r g e t e d  a t  p o s i t i o n  2 9 6  o f  L i p 4  a  v a r i a n t  

A 2 9 6 I  p r e s e n t i n g  a n  a c t i v i t y  e n h a n c e m e n t  b y  o n e  o r d e r  o f  m a g n i t u d e .  O n  t h e  

c o n t r a r y ,  t h e  p r e s e n c e  a t  p o s i t i o n  2 9 6  o f  b o t h  a  g l y c i n e  a n d  a  a l a n i n e  i n  L i p l  i s  v e r y  

d e t r i m e n t a l  t o  t h e  a c t i v i t y  ( l e s s  t h a n  5 %  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  w i l d - t y p e  a c t i v i t y ) .  O n  

t h e  c o n t r a r y ,  v a r i a n t s  L i p l - F 2 9 6 L  p r e s e n t s  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  a c t i v i t y  t h a n  t h e  

w i l d  t y p e  e n z y m e .

Racemic resolution of 2-bromo-phenylacetic acid octyl ester with variant Lipases

O u r  h y p o t h e s i s  w a s  v e r i f i e d :  p o s i t i o n  2 9 6  a p p e a r s  t o  b e  c r u c i a l  f o r  e n a n t i o m e r  

r e c o g n i t i o n  ( T a b l e  I I I - 6 ) .  W h a t e v e r  t h e  e n z y m e ,  t h e r e  i s  a  p e r f e c t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

t h e  s i z e  o f  t h e  a m i n o  a c i d  p r e s e n t  a t  p o s i t i o n  2 9 6  a n d  e n a n t i o s e l e c t i v i t y .  A  

p h e n y l a l a n i n e  a t  p o s i t i o n  2 9 6  l e a d s  t o  t h e  h i g h e r  p r e f e r e n c e  f o r  t h e  ร  e n a n t i o m e r .  

H o w e v e r ,  E v a l u e  i s  m u c h  l o w e r  w i t h  v a r i a n t  L i p 4 2 9 6 F  t h a n  t h e  o n e  f o r  W T  L i p l  ( E -  

v a l u e  7  a n d  3 5 0  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  a  b u l k y  a t o m ,  s u c h  a s  a  v a l i n e  o r  a  

l e u c i n e  l e a d s  t o  t h e  s a m e  p r e f e r e n c e ,  b u t  t h e  E - v a l u e s  a r e  t h e n  l o w e r  ( E - v a l u e  5  a n d  

4 2  r e s p e c t i v e l y ) . .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  a  s m a l l e r  a m i n o  a c i d ,  g l y c i n e  o r  a l a n i n e  l e a d s  t o  

d i s c r i m i n a t i o n  i n v e r s i o n  a n d  s m a l l e r  t h e  a m i n o  a c i d ,  h i g h e r  t h e  e n a n t i o s e l e c t i v i t y .  I n  

L i p 4 ,  c h a n g i n g  t h e  a l a n i n e  i n  t h e  W T  e n z y m e  b y  a  g l y c i n e  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  

e n a n t i o s e l e c t i v i t y  f r o m  1 5  t o  4 0 ,  w i t h o u t  d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o n  a c t i v i t y .
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T a b l e  I I I - 7 .  2 - b r o m o - p h e n y l a c e t i c  a c i d  o c t y l  e s t e r  h y d r o l y s i s  a c t i v i t y  o f  w i l d - t y p e  c. 
rugosa  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  a n d  t h e i r  v a r i a n t s .

Enzyme
ะ v i r A ' "  v "  ~ ~  ไ ^ *

II L ip l position 296 Lip4 position 296
Gly SgyAla Leu Phe Gly Ala Val Phe

P r e f e r r e d

e n a n t i o m e r
R R ร ร R R ร ร

E - v a l u e  w 4 5 3 4 2 3 5 0 4 0 1 5 5 7

I n i t i a l  r a t e  | b |  

( p m o l e . h ' . L 1 )
2 6 6 3 7 1 5 4 5 1 8 2 4 9 3 3 1 7 5 2 9 1

[a] E -v a lu e  =  V iS /V iR  o r  V iR /V iS  a c c o rd in g  to  e n a n tio m e r  p re fe re n c e ;  v iR , v iS : in it ia l  r a te s .
[b] p m o l o f  th e  p re fe r r e d  e n a n tio m e r  o f  2 -b ro m o -p h e n y la c e tic  a c id  l ib e ra te d  p e r  h o u r  a n d  L  o f  e n z y m e .

I n  o r d e r  t o  g e t  s o m e  s t r u c t u r a l  i n s i g h t  a b o u t  t h e  e f f e c t  o f  t h e  m u t a t i o n s  o n  t h e  

e n a n t i o - d i s c r i m i n a t i o n  b y  t h e  e n z y m e ,  w e  a n a l y z e d  m o d e l s  o f  t h e  t e t r a h e d r a l  

i n t e r m e d i a t e s  f o r m e d  b y  L i p l  a n d  L i p 4  w i t h  t h e  ( R ,  ร ) - 2 - b r o m o - p h e n y l a c e t i c  a c i d  

o c t y l  e s t e r  e n a n t i o m e r s .

T h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  m o d e l  o f  t h e  L i p 4  L i p a s e  w a s  b u i l t  b y  h o m o l o g y  m o d e l l i n g  

t e c h n i q u e s  u s i n g  a s  t e m p l a t e  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  o p e n  L i p a s e  f r o m  L i p l  ( p d b  c o d e  

1 L P N ,  i d e n t i t y  x% ,  h o m o l o g y  Y % ) .  T h e  l o w e s t  e n e r g y  m o d e l  o f  L i p 4  b u i l t  u s i n g  

M O D E L L E R  w a s  f u r t h e r  r e f i n e d  u s i n g  t h e  C F F 9 1  f o r c e  f i e l d  i m p l e m e n t e d  w i t h i n  t h e  

D I S C O V E R  m o d u l e  o f  I n s i g h t l l  s u i t e  o f  p r o g r a m s  ( A c c e l r y s ,  S a n  D i e g o ,  C A ,  U S A ) .

T h e  t w o  e n a n t i o m e r s  w e r e  c o v a l e n t l y  d o c k e d  i n  t h e  t w o  w i l d - t y p e  e n z y m e s  

( F i g u r e  I I L 6 ) .  I n  L i p l ,  t h e  p h e n y l a l a n i n e  r e s i d u e  a t  p o s i t i o n  2 9 6  p r o v i d e d  a  g o o d  

f a v o u r a b l e  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n  o n t o  t h e  p h e n y l  g r o u p  o f  b o t h  t h e  ร  a n d  R- 
e n a n t i o m e r s .  T h i s  S t a c k i n g  i s  n o t  t h e  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n c e  i n  d i s c r i m i n a t i o n  

o f  t h i s  e n z y m e .  T h e  B r o m i n e  a t o m  o f  b o t h  e n a n t i o m e r s  p o i n t s  t o w a r d s  t h e  i n t e r i o r  o f  

t h e  a c t i v e  s i t e .  T h e  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  d i s c r i m i n a t i o n  o f  L i p l  l i e s  p r o b a b l y  i n  t h e  

s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  t e t r a h e d r a l  i n t e r m e d i a t e  b y  t h e  o x y a n i o n  h o l e .  D i s t a n c e  b e t w e e n  

t h e  N  o f  g l y c i n e  1 2 4  a n d  t h e  O '  o f  t h e  c a r b o n y l  i s  2 . 8 9  A  f o r  t h e  ร  e n a n t i o m e r ,  

w h e r e a s  i t  i s  3 . 5  A  f o r  t h e  R  e n a n t i o m e r .  F o r  t h e  s e c o n d  r e s i d u e  o f  t h e  o x y a n i o n  h o l e ,  

A l a 2 1 0 ,  i t  i s  3 . 9 4  a n d  2 . 9 5  A  r e s p e c t i v e l y .
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I n  L i p 4 ,  t h e  p o s i t i o n i n g  o f  t h e  2  e n a n t i o m e r s  i s  d i f f e r e n t ,  t h e  p h e n y l  g r o u p  

p o i n t s  t o w a r d s  t h e  t u n n e l ,  w h e r e a s  t h e  b r o m i n e  a t o m  i s  t u r n e d  t o w a r d  a m i n o  a c i d  2 9 6 ,  

a n d  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  2  e n a n t i o m e r s .  I n  t h i s  c a s e ,  o x y a n i o n  

h o l e  r e s i d u e s  s t a b i l i z e  m o r e  e f f i c i e n t l y  t h e  / ^ - e n a n t i o m e r .  T h e s e  m o d e l l i n g  s t u d i e s  a r e  

a l w a y s  c a r r i e d  o n  t o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  e n z y m e  d i s c r i m i n a t i o n .

F i g u r e  I I I - 6 .  R e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  h i g h e s t - s c o r e d  d o c k i n g  m o d e s  o f  ( R ,  ร ) - 2 - b r o m o -  

p h e n y l a c e t i c  a c i d  o c t y l  e s t e r  e n a n t i o m e r s  c o v a l e n t l y  b o u n d  t o  c a t a l y t i c  S e r  2 0 9  o f  A  

a n d  B -  C R L 1  w i t h  ร  a n d  R  e n a n t i o m e r s  r e s p e c t i v e l y ;  c a n d  D -  C R L 4  w i t h  ร  a n d  R 
e n a n t i o m e r s  r e s p e c t i v e l y .
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Abstract
L i p a s e  i s  t h e  e n z y m e  w h i c h  c a t a l y z e s  t h e  h y d r o l y s i s  o f  o i l  t o  f r e e  f a t t y  a c i d s .  

I n  t h i s  r e s e a r c h ,  l i p a s e  i s o l a t e d  f r o m  y e a s t ,  Candida rugosa  w a s  s t u d i e d  f o r  h y d r o l y t i c  

a n d  s y n t h e t i c  a c t i v i t i e s .  T h e  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  p a l m  o i l  

c a t a l y z e d  b y  t h e  o b t a i n e d  c r u d e  l i p a s e  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  f o l l o w i n g s :  0 . 1 7 % ( w / w  o f

o i l )  p r o t e i n  l o a d i n g  w i t h  3  g r a m s  o f  p a l m  o i l ,  1 0 0 %  ( v / v  o f  o i l )  r e a c t i o n  w a t e r  c o n t e n t  

a t  4 0 ° c  f o r  4 8  h o u r s .  T h e  m a x i m a l  y i e l d  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  9 7 % .  

W h e n  c r u d e  l i p a s e  w e r e  i m m o b i l i z e d  b y  a d s o r p t i o n  o n  5  t y p e s  o f  m a c r o p o r o u s  r e s i n s  

n a m e l y ,  A B - 8 ,  H I 0 3 ,  N K A - 9 ,  N K A  a n d  D 4 0 2 0  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h e p t a n e  f o r  

c o m p a r i s o n ,  t h e  i m m o b i l i z e d  l i p a s e  a d s o r b e d  o n  n o n p o l a r  r e s i n ,  H I 0 3 ,  r e v e a l e d  t h e  

h i g h e s t  a c t i v i t y  a n d  t h e  c o n v e r s i o n  t o  f r e e  f a t t y  a c i d s  w a s  9 2 . 3 5 % .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  

o b t a i n e d  i m m o b i l i z e d  Candida rugosa  l i p a s e  c o u l d  b e  r e u s e d  t w i c e  a n d  t h e  

c o n v e r s i o n  t o  f r e e  f a t t y  a c i d  w e r e  4 4 . 5 7  a n d  2 . 6 8 %  r e s p e c t i v e l y .  F o r  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  o f  p a l m  o i l  a n d  m e t h a n o l ,  t h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  i m m o b i l i z e d  

l i p a s e  o n  N K A - 9  c o u l d  c a t a l y z e  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  b e t t e r  t h a n  t h e  o t h e r s .  T h e  

o p t i m u m  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  f o l l o w s :  w e i g h t  r a t i o  o f  l i p a s e  p o w d e r  t o  r e s i n s  e q u a l s  t o  

1 : 1 ,  1  t o  4  m o l a r  r a t i o  o f  p a l m  o i l  t o  m e t h a n o l ,  4 0 %  w a t e r  c o n t e n t  ( v o l u m e / o i l  

v o l u m e )  a t  3 0  ๐ c  f o r  2 4  h o u r s  y i e l d i n g  t h e  o b t a i n e d  c o n v e r s i o n  t o  m e t h y l  e s t e r  

7 5 . 1 1 % .  F i n a l l y ,  i m m o b i l i z e d  l i p a s e  w a s h e d  b y  h e p t a n e  c o u l d  b e  r e u s e d  t w i c e  i n
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t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  a n d  o n e  t i m e  i n  h y d r o l y s i s .  T h e  m e t h y l  e s t e r s  r e t a i n e d  w e r e  3 1 . 8 8  

a n d  9 . 4 2  p e r c e n t  a n d  t h e  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n v e r s i o n  w a s  2 8 . 3 7  p e r c e n t ,  r e s p e c t i v e l y .

Introduction
N o w a d a y s ,  l i p a s e s  ( t r i a c y l g l y c e r o l  a c y l h y d r o l a s e ,  E . c .  3 . 1 . 1 . 3 )  s t a n d  o u t  a s  a  

v e r s a t i l e  g r o u p  o f  b i o c a t a l y s t s  a m o n g  a  n u m b e r  o f  e n z y m e s  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  

( H a s a n  e t  a l .  2 0 0 6 ) .  T h e  r e a c t i o n s  c a t a l y z e d  b y  l i p a s e s  a r e  v e r y  i m p o r t a n t  i n  m a n y  

s i t u a t i o n s ,  s u c h  a s  i n  f o o d ,  p h a r m a c e u t i c a l ,  a n d  c h e m i c a l  a p p l i c a t i o n s .  L i p a s e s  c a n  b e  

u s e d  i n  h y d r o l y s i s  o f  o i l s  a n d  f a t s  t o  p r o d u c e  i m p o r t a n t  f a t t y  a c i d s  ( F A s )  a s  

p o l y u n s a t u r a t e d  F A s  o f  o m e g a - 3  a n d  o m e g a - 6  s e r i e s .  I n  o r g a n i c  m e d i a ,  e s t e r i f i c a t i o n  

r e a c t i o n s  a r e  i m p o r t a n t  t o  p r o d u c e  f l a v o r  e s t e r s ,  m o n o g l y c e r i d e s ,  o r  o t h e r  c o m p o u n d s  

o f  c l i n i c a l  i n t e r e s t .  M o r e o v e r ,  l i p a s e s  c a n  c a t a l y z e  i n t e r e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n s ,  w h i c h  

c a n  b e  u s e d  a s  a  m e t h o d  t o  m o d i f y  t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  c h e m i c a l  c o m p o u n d .  

H y d r o l y s i s  o f  o i l  a n d  f a t  i s  a n  i m p o r t a n t  i n d u s t r i a l  o p e r a t i o n .  T h e  p r o d u c t ,  f a t t y  a c i d s  

a n d  g l y c e r o l  a r e  b a s i c  r a w  m a t e r i a l s  f o r  a  w i d e  r a n g e  o f  a p p l i c a t i o n s .  F a t t y  a c i d s  a r e  

u s e d  a s  f e e d s t o c k  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  o l e o c h e m i c a l s  s u c h  a s  f a t t y  a l c o h o l s ,  f a t t y  

a m i n e s  a n d  f a t t y  e s t e r s .  T h e s e  o l e o c h e m i c a l s  a r e  u s e d  a s  l u b r i c a n t  g r e a s e s ,  a n t i - b l o c k  

a g e n t s ,  p l a s t i c i z e r s ,  a n d  e m u l s i f i e r s  a n d  a s  i n g r e d i e n t s  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  s o a p s ,  

d e t e r g e n t s ,  a n d  a n i m a l  f e e d .  ( S u l a i m a n  e t  a h ,  2 0 0 3 ) .  A t  p r e s e n t ,  I n d u s t r i a l  h y d r o l y s i s  

o f  t r i g l y c e r i d e  i s  u s u a l l y  c a r r i e d  o u t  w i t h  a  c o n t i n u o u s  h i g h  p r e s s u r e  u n c a t a l y z e d  

c o u n t e r - c u r r e n t  s p l i t t i n g  m e t h o d .  B u t  t h i s  i s  a n  e n e r g y - c o n s u m i n g  t y p e  p r o c e s s  i n  

c h e m i c a l  i n d u s t r y .  T h e  u s e  o f  l i p a s e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  f a t t y  a c i d  f r o m  t r i a c y l g l y c e r i d e  

h a s  b e e n  a t t e m p t e d  a s  o n e  o f  t h e  e n e r g y - s a v i n g  m e t h o d s  ( S z c z e s n a  A n t c z a k  e t  a h ,

2 0 0 8 ) .  F o r  e x a m p l e ,  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  b y  e n z y m a t i c a l l y .

B i o d i e s e l  i s  a n  a l t e r n a t i v e  f u e l  f o r  d i e s e l  e n g i n e ,  w h e r e  i t  i s  p r o d u c e d  b y  

c h e m i c a l l y  r e a c t i n g  a  v e g e t a b l e  o i l  o r  a n i m a l  f a t  w i t h  a n  a l c o h o l  s u c h  a s  m e t h a n o l  a n d  

e t h a n o l .  T h e s e  m i x t u r e s  o f  f a t t y  a c i d s  ( F F A )  a n d  t r i g l y c e r i d e s  ( T A G )  n e e d  t o  b e  

c h e m i c a l l y  a l t e r e d  t o  f a t t y  a c i d  a l k y l  e s t e r s  ( F A A E )  t o  b e  u s e f u l  a s  b i o d i e s e l  f u e l  f o r  

c u r r e n t l y  u s e d  d i e s e l  e n g i n e s  ( F j e r b a e k  e t  a h ,  2 0 0 9 ) .  H o w e v e r ,  t h e  c h e m i c a l  

e s t e r i f i c a t i o n  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  r e q u i r e s  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  a c i d  c a t a l y s t .  O t h e r  

d r a w b a c k s  a r e  t h e  n e c e s s i t y  o f  a p p l i c a t i o n  o f  l a r g e  a m o u n t s  o f  a l c o h o l s ,  c o m p l e t e
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r e m o v a l  o f  w a t e r  a n d  s e p a r a t i o n  o f  g l y c e r o l  b y  p r o d u c t  a r e  n e e d e d  ( S z c z e s n a  A n t c z a k  

e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .

E n z y m a t i c  s y n t h e s i s  o f  b i o d i e s e l  h a s  b e e n  u s u a l l y  c o n d u c t e d  a t  t e m p e r a t u r e  

b e t w e e n  2 0  a n d  6 0  ° c .  O n  c o m p l e t i o n  o f  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  t h e  g l y c e r o l  

p h a s e  i s  s i m p l y  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  b i o f u e l  p h a s e  a n d  n e i t h e r  d e o d o r i z a t i o n  n o r  

n e u t r a l i z a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  i s  n e c e s s a r y .  T h i s  i n  t u r n  d e c r e a s e s  d u r a t i o n  o f  t h e  b a t c h .  

A  s m a l l  e x c e s s  o f  a l c o h o l  p r o v i d e s  h i g h  y i e l d  o f  b i o d i e s e l  s y n t h e s i s  a n d  t h e  

b i o c a t a l y s t  c a n  b e  u s e d  s e v e r a l  t i m e s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  i m m o b i l i z e d  l i p a s e .  L i p a s e s  

h a v e  a  g r e a t  p o t e n t i a l  f o r  c o m m e r c i a l  a p p l i c a t i o n s ,  e s p e c i a l l y  m i c r o b i a l ,  d u e  t o  t h e i r  

s t a b i l i t y ,  s e l e c t i v i t y  a n d  b r o a d  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y .  T h e r e  a r e  a  c e r t a i n  n u m b e r  o f  

l i p a s e s  p r o d u c e d  b y  y e a s t s ,  m o s t  o f  t h e m  b e l o n g i n g  t o  t h e  Candida  g e n u s ,  t h a t  h a v e  

b e e n  u s e d  f o r  b i o t e c h n o l o g i c a l  p r o p o s e s .  ( C a r d e n a s  e t  a h ,  2 0 0 1 )  H o w e v e r ,  h i g h  c o s t  

o f  l i p a s e  m a k e s  e n z y m a t i c a l l y  d r i v e n  p r o c e s s e s  e c o n o m i c a l l y  u n a t t r a c t i v e .  T h e  u s e  o f  

i m m o b i l i z e d  l i p a s e  i s  a  p o s s i b l e  s o l u t i o n  t o  t h i s  p r o b l e m  b e c a u s e  t h e  e n z y m e  c a n  b e  

r e c o v e r e d  f r o m  t h e  p r o d u c t  a n d  r e u s e d .  T h e  r e u s e  o f  l i p a s e  p r o v i d e s  c o s t  a d v a n t a g e s  

t h a t  a r e  o f t e n  a n  e s s e n t i a l  p r e r e q u i s i t e  f o r  e s t a b l i s h i n g  a  l i p a s e - c a t a l y z e d  p r o c e s s .  

F u r t h e r m o r e ,  e a s y  s e p a r a t i o n  o f  l i p a s e  f r o m  t h e  p r o d u c t  s i m p l i f i e s  l i p a s e  a p p l i c a t i o n s  

a n d  p r o v i d e s  t h e  b a s i s  f o r  a  r e l i a b l e  a n d  e f f i c i e n t  t e c h n o l o g y  ( L e e  e t  a h ,  2 0 0 6 ) .

T h i s  s t u d y  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  o p t i m i z a t i o n  c o n d i t i o n  f o r  p r o d u c e  f r e e  f a t t y  

a c i d  f r o m  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  o f  p a l m  o i l  b y  f r e e  l i p a s e  f r o m  y e a s t  Candida rugosa 
a n d  i m m o b i l i z e d  l i p a s e  b y  p h y s i c a l  a d s o r p t i o n  i n  a q u e o u s  a n d  n o n - a q u e o u s  m e d i a  

( h e p t a n e )  o n t o  m a c r o p o r o u s  r e s i n s  f o r  u s e  i n  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n .

Results and discussion

Protein determination and activity test of C a n d id a  ru g o sa  lipase
T h e  Candida rugosa  w e r e  c u l t u r e  i n  p r o d u c t i o n  m e d i u m  ( K a m i n i  e t  a h ,  2 0 0 0 )  

u s i n g  p a l m  o i l  a s  a n  i n d u c e r  f o r  l i p a s e  p r o d u c t i o n .  A f t e r  5  d a y s  s u p e r n a t a n t  w a s  

c o l l e c t e d  a n d  l y o p h i l i z e d .  L i p a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  b y  m o n i t o r i n g  t h e  p- 
n i t r o p h e n o l  r e l e a s e d  f r o m  p - n i t r o p h e n y l  p a l m i t a t e  ( p N P P )  a s  a  s u b s t r a t e  a c c o r d i n g  t o  

a  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  M a i a  e t  a h  ( 2 0 0 1 )  w i t h  s l i g h t l y  m o d i f i c a t i o n s  f o r  a s s a y  i n  

m i c r o p l a t e  r e a d e r .  T h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  m i c r o  l o w r y  m e t h o d



121

u s i n g  B S A  a s  a  p r o t e i n  s t a n d a r d .  T h e  l i p a s e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  a n d  l i p a s e  p r o d u c t i o n  

w e r e  c a l c u l a t e d  a n d  s h o w e d  i n  t a b l e  I 1 I - 8 .

T a b l e  I I I - 8 .  P r o t e i n  c o n t e n t ,  l i p a s e  a c t i v i t y  a n d  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  c r u d e  a n d  

l y o p h i l i z e d  l i p a s e  f r o m  c. rugosa.

Lipase Vol.
(ml)

Protein
(mg/ml)

Lipase activity 
(บ/ml)

Specific activity 
(U/mg protein)

C r u d e  s u p e r n a t a n t 2 5 0 0 0 . 3 6 ± 0 . 0 6 9 1 . 4 - 3 + 0 . 1 6 1 3 . 9 7

L y o p h i l i z e d  l i p a s e 2 5 0 3 . 6 8 ± 0 . 1 8 5 1 0 . 1 2 d b l . 3 3 2 . 8 3

Hydrolysis ability of c . ru g o sa  lipase
T h e  a b i l i t y  f o r  p r o d u c e d  f r e e  f a t t y  a c i d  f r o m  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  o f  l i p a s e  f r o m  

c. rugosa  w a s  t e s t e d  b y  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  i n  v i a l  u n d e r  m a g n e t i c  s t i r r i n g  f o r  4 8  h ,  

r e a c t i o n  w a s  c o m p o s t e d  o f  3  g  o f  p a l m  o i l ,  5 0  %  d i s t i l l e d  w a t e r  ( v / o i l  พ )  a n d  1 0 . 5  m g  

p r o t e i n  o f  f r e e  l i p a s e .  S a m p l e  w e r e  t a k e n  a t  t i m e  i n t e r v a l  a n d  a n a l y z e d  b y  T L C  

( F i g u r e  I I I - 7 )  a n d  H P L C ,  t h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e  h i g h e s t  f r e e  f a t t y  a c i d  y i e l d  w a s  

9 7 . 9 2  %  a f t e r  4 8  h  ( F i g u r e  I I I - 8 - ) .
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Free fatty acid

Diglyceride
# Of * Monoglyceride

1 2 - 3  4 5  6

F i g u r e  I I I - 7 .  T h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  a n a l y s i s  o f  t h e  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  m i x t u r e  

c a t a l y z e d  b y  f r e e  l i p a s e  f r o m  c . rugosa  l i p a s e  a t  v a r i o u s  r e a c t i o n  t i m e ,  L a n e  1 - 6 ;  0 ,  

6 , 1 2 ,  1 8 ,  2 4 ,  4 8  h ,  r e s p e c t i v e l y .

F i g u r e  I I I - 8 .  F r e e  f a t t y  a c i d  c o n v e r s i o n  h y d r o l y z e d  b y  f r e e  l i p a s e  f r o m  c .  rugosa.

Transesterification reaction catalyzed by c . rugosa  lipase
T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  c a r r i e d  o u t  i n  v i a l  w i t h  l i p a s e  1 0 . 5  m g .  p r o t e i n s ,  3  

g .  o f  p a l m  o i l  a n d  m e t h a n o l ,  1 : 3  m o l e  r a t i o  o f  o i l  a n d  m e t h a n o l .  M e t h a n o l  w a s  a d d e d  

3  s t e p s  e v e r y  8  h  o f  r e a c t i o n  ( S h i m a d a  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  w i t h  6 0 0  r p m  s t i r r i n g  a t  4 0  ° c .  

A f t e r  2 4  a n d  4 8  h ,  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  a n d  c e n t r i f u g e d ,  u p p e r  p h a s e  w e r e  a n a l y z e d  b y  

H P L C ,  t h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e  h i g h e s t  f a t t y  a c i d  m e t h y l  e s t e r  s y n t h e s i s  w a s  3 5 . 2 2  %  

a f t e r  4 8  h  ( f i g u r e  I I I - 9 . ) .
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F i g u r e  I I I - 9 .  E f f e c t  o f  r a t i o  o f  m e t h a n o l  t o  p a l m  o i l  i n  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  

c a t a l y e z e d  b y  f r e e  l i p a s e  o f  c . rugosa,  a f t e r  4 8  h  o f  r e a c t i o n  a t  4 0  ° c .

Optimization condition for hydrolysis and transesterification reaction catalyzed 
by free and immobilized c . rugosa  lipase.

Effect of amount of enzyme
L i p a s e  w a s  u s e d  a s  c a t a l y s t  i n  h y d r o l y s i s  a n d  s y n t h e s i s  r e a c t i o n .  T h u s ,  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  c o n s i s t e d  o f  o i l ,  l i p a s e  a n d  w a t e r .  G e n e r a l l y ,  l i p a s e  a c t i v i t y  

d e p e n d s  o n  t h e  a v a i l a b l e  s u r f a c e  a r e a  a t  t h e  o i l - w a t e r  i n t e r f a c e .  T h u s ,  f r e e  f a t t y  a c i d  

p r o d u c t i o n  d e p e n d e d  o n  t h e  a m o u n t  o f  e n z y m e .  F r o m  t h e  r e s u l t s  a t  r e a c t i o n  t i m e  4 8  h ,  

f r e e  f a t t y  a c i d  p r o d u c t i o n  s l i g h t l y  i n c r e a s e  w h e n  a m o u n t  o f  l i p a s e  i n c r e a s e  f r o m  5 - 2 0  

m g  p r o t e i n  ( F i g u r e  I I I - 1 0 )  a n d  s u b s e q u e n t  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  5  m g  p r o t e i n .  R e s u l t s  

o b t a i n e d  f r o m  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  w e r e  i n c r e a s e d  a n d  t h e  h i g h e s t  c o n v e r s i o n  y i e l d  

s h o w e d  i n  f i g u r e  I I I - 1 1  w i t h  5 0 . 6 5  %  c o n v e r s i o n  t o  f a t t y  a c i d  m e t h y l  e s t e r .
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F i g u r e  I I I - 1 0 .  E f f e c t  o f  a m o u n t  o f  e n z y m e  o n  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  b y  f r e e  

l i p a s e  o f  c. rugosa  a t  4 0  o C  a n d  a f t e r  4 8  h  o f  r e a c t i o n .

F i g u r e  I I I - 1 1 .  E f f e c t  o f  a m o u n t  o f  e n z y m e  o n  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  b y  

f r e e  l i p a s e  o f  c. rugosa  a t  3 0  o C  a n d  a f t e r  4 8  h  o f  r e a c t i o n .

Immobilization lipase from Candida rugosa
I m m o b i l i z a t i o n  o f  l i p a s e  b y  a d s o r p t i o n  m e t h o d  i n  h e p t a n e  ( n o n - a q e o u s  p h a s e )  

w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  f i v e  s u p p o r t  m a t e r i a l s :  A B - 8 ,  H 1 0 3 ,  N K A - 9 ,  N K A ,  D 4 0 2 0 .  A f t e r  

u s e d  i n  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  o f  p a l m  o i l  f o r  p r o d u c e d  f r e e  f a t t y  a c i d s ,  T h e  r e s u l t s  

s h o w e d  t h a t  t h e  n o n - p o l a r  r e s i n  H 1 0 3  w a s  t h e  b e s t  c a r r i e r  ( F i g u r e  I I I - 1 2  a n d  I I I - 1 4 ) .  

T h e  h i g h e s t  p e r c e n t  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  c o u l d  b e  a c h i e v e d  i n  t h e  f i r s t  u s e d  w a s  

9 2 . 6 %  a t  4 8  h r .  ( T a b l e  I I I - 8 )  T h i s  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  H I 0 3  r e s i n  h a s  h i g h  s p e c i f i c
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a r e a  f o r  a d s o r p t i o n  a n d  h a s  s u i t a b l e  p o r e  d i a m e t e r ,  h e l p i n g  t o  i n t e r a c t  b e t w e e n  

e n z y m e  a n d  s u b s t r a t e  ( T a b l e  I I I - 9 ) .  T h e  s t a b i l i t y  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  i s  e x t r e m e l y  

i m p o r t a n t  f o r  a n y  s u b s e q u e n t  i n d u s t r i a l  a p p l i c a t i o n s .  I m m o b i l i z e d  l i p a s e  o n  H 1 0 3  

r e s i n  w a s  r e u s e d  2  t i m e s ,  % f r e e  f a t t y  a c i d  f r o m  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  w h e n  r e u s e d  f i r s t  

t i m e  w a s  4 4 . 5 7 %  a n d  s e c o n d  r e u s e d  w a s  2 . 6 8 % .  S i m p l e  a d s o r p t i o n  a s  a  s i m p l e  

m e t h o d  a n d  u s e  m i l d  c o n d i t i o n  t h a t  n o t  m a k e  e n z y m e  d a m a g e ,  t h e n  s t i l l  a t t r a c t s  

a t t e n t i o n  ( M i n o v s k a  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  a d s o r p t i o n  i n  a  m e d i u m  o f  l o w  p o l a r i t y  

( h e p t a n e ,  l o g  p  =  4 0 )  l i p o p h i l i c  d o m a i n s  o f  l i p a s e  m a y  i n t e r a c t  w i t h  h e p t a n e .  T h e  

e f f e c t  s e e m s  t o  h e l p  i n d u c e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  o f  l i p a s e  r e s u l t i n g  i n  t h e  a c t i v e  

f o r m .  T h e r e f o r e ,  t h i s  w o u l d  a l l o w  f r e e  a c c e s s  o f  t h e  s u b s t r a t e  t o  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  

i m m o b i l i z e d  l i p a s e  a n d  i n c r e a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  l i p a s e  v i a  ‘ i n t e r p h a s e  a c t i v a t i o n  

m e c h a n i s m ’ .  ( G a o  e t  a l ,  2 0 0 6 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d  f o r  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n ,  N K A - 9  

s h o w e d  t h e  b e s t  s u p p o r t  f o r  i m m o b i l i z a t i o n  o f  c. rugosa  l i p a s e  f o r  b i o d i e s e l  

p r o d u c t i o n  ( F i g u r e  I I I - 1 3 ) .

๐

100 โ 87.7

AB-8 H103 NKA-9 NKA ช4020 free enzyme

Type of support

F i g u r e  I I I - 1 2 .  C o m p a r i s i o n  o f  s u p p o r t  f o r  i m m o b i l i z a t i o n  o f  l i p a s e  f o r  h y d r o l y s i s  o f  

p a l m  o i l .
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AB-8 H103 NKA-9 NKA ช4020 free lipase

Type of support

F i g u r e  I I I - 1 3 .  C o m p a r i s i o n  o f  s u p p o r t  f o r  i m m o b i l i z a t i o n  o f  l i p a s e  f o r  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  o f  p a l m  o i l  a n d  m e t h a n o l .

T a b l e  I I I - 9 .  E f f e c t  o f  r e s i n  o n  i m m o b i l i z a t i o n  o f  l i p a s e .

Resin Polarity Specific
area

(m2/g)

Pore diameter 
(ท๓)

Lipase activity of 
immobilized
lipase(U/g)

A B - 8 w e a k l y  p o l a r 4 8 0 - 5 2 0 1 3 - 1 4 0 . 1 9 1

H 1 0 3 n o n p o l a r 1 0 0 0 - 1 1 0 0 8 . 5 - 9 . 5 0 . 1 9 9

N K A - 9 p o l a r 2 5 0 - 2 9 0 1 5 . 5 - 1 6 . 5 0 . 1 0 4

N K A n o n p o l a r 5 7 0 - 5 9 0 2 0 - 2 2 0 . 0 9

D 4 0 2 0 n o n o l a r 5 4 0 - 5 8 0 1 0 - 1 0 . 5 0 . 1 4 5
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tr ig lyce ride

Free fatty ac id

*  พ ' • * • # # *' *  ®  -S: พ ุ •  ร  d ig lyce ride

V *  f  ■ f  f  f  m onog lyceride
1 2 3 4 5 6 7

F i g u r e  I I I - 1 4 .  T h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  a n a l y s i s  o f  t h e  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  m i x t u r e  

c a t a l y z e d  b y  i m m o b i l i z e d  l i p a s e  f r o m  c. rugosa  o n  d i f f e r e n t  r e s i n s  a t  r e a c t i o n  t i m e  4 8  

h ;  L a n e  1 :  s t a n d a r d  t r i g l y c e r i d e ,  L a n e  2 - 6 :  l i p a s e  i m m o b i l i z e d  o n  A B - 8 ,  H 1 0 3 ,  N K A -  

9 ,  D 4 0 2 0  a n d  N K A ,  r e s p e c t i v e l y ,  L a n e  7 :  f r e e  l i p a s e .

Effect of water content

T h e  e f f e c t  o f  w a t e r  c o n t e n t  a d d e d  o n  h y d r o l y s i s  o f  p a l m  o i l  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  

I I I - 1 5 .  T h e  p e r c e n t  c o n v e r s i o n  t o  f r e e  f a t t y  a c i d  w a s  i n c r e a s e d  f r o m  9 1  t o  9 7 %  u p o n  

i n c r e a s i n g  t h e  w a t e r  c o n t e n t  f r o m  4 0  t o  1 6 0  %  ( v / v ) ,  a f t e r  4 8  h ,  a n d  t h e r e  w a s  n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  w h e n  w a t e r  c o n t e n t  i n  r e a c t i o n  

i n c r e a s e  f r o m  8 0  t o  1 2 0  %  ( v / v ) .  T h e n  i n  s u b s e q u e n t  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  1 2 0  %  

( v / v ) .  F o r  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  o f  p a l m  o i l  a n d  m e t h a n o l ,  w a t e r  c o n t e n t  a d d e d  d r i v e n  t o  

p r o d u c t i o n  o f  f a t t y  a c i d  m e t h y l  e s t e r  f r o m  2 3 %  t o  5 8  %  b y  a d d e d  4 0  t o  1 6 0  %  v / v  o f  

w a t e r .  I n  f i g u r e  I I I - 1 6 ,  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  a d d e d  o f  4 0  %  w a t e r  ( v /  o i l  v )  t o  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  o f  p a l m  o i l  a n d  m e t h a n o l  g a v e  h i g h e s t  c o n v e r s i o n  t o  m e t h y l  e s t e r  

a f t e r  4 8 h .
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%  w a t e r  c o n t e n t  ( v  /  o i l  v )

F i g u r e  I I I - 1 5 .  E f f e c t  o f  w a t e r  c o n t e n t  o n  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  b y  f r e e  l i p a s e  

f r o m  c .  rugosa  a f t e r  4 8  h  o f  r e a c t i o n .

7 0 3 6  6 8 .7 0

4 0  8 0

% water content (v/ oil v)

6 8 .4 9

า
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F i g u r e  I I I - 1 6 .  E f f e c t  o f  w a t e r  c o n t e n t  o n  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  b y  f r e e  

l i p a s e  f r o m  c . r u g o s a  a f t e r  4 8  h  o f  r e a c t i o n .
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Effect of temperature

T o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  h y d r o l y s i s  a n d  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  o f  

p a l m  o i l ,  t h e  r e a c t i o n  w a s  c o n d u c t e d  o v e r  t h e  t e m p e r a t u r e  r a n g e  o f  3 0 - 6 0 ° C .  T h e  f r e e  

f a t t y  a c i d  c o n t e n t  a t  4 8  h r  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  t e m p e r a t u r e ,  w i t h  t h e  o p t i m a l  

r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  f r o m  4 0 - 6 0 ° C . ( F ig u r e  III-1 7 )  T h e  p e r c e n t  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  

w a s  h i g h e s t  a t  4 0 ° c  a n d  3 0  ๐c  f o r  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  ( F i g u r e  III-1 7 ).

F i g u r e  III- 1 7 .  E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  a t  r e a c t i o n  t i m e  4 8  h  b y  

f r e e  l i p a s e  o f  Candida rugosa.
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100 r

30 40 50 60
Temperature (C)

F i g u r e  I I I - 1 8 .  E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  a t  r e a c t i o n  t i m e  4 8  

h  b y  f r e e  l i p a s e  o f  Candida rugosa.

T a b l e  I I I - 1 0 .  H i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  a n a l y s i s  o f  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  

m i x t u r e  c a t a l y z e d  b y  I m m o b i l i z e d  l i p a s e  f r o m  c .  r u g o s a  o n  d i f f e r e n t  r e s i n s  a f t e r  4 8  

h .

Immobilized resin % Free fatty acid at reaction time 48 hr
l stused 2nd used ^ 1(1 used

A B - 8 8 1 . 8 9 3 . 3 8 0

H 1 0 3 9 2 . 3 4 4 4 . 5 7 2 . 6 8

N K A - 9 8 7 . 7 5 2 8 . 6 5 1 . 4 6

N K A 2 2 . 1 0 0

D 4 0 2 0 4 6 . 0 9 0 0

F r e e  e n z y m e 9 1 . 0 7 - -

Conclusion
T h e  p r e s e n t  w o r k  s u g g e s t s  t h a t  Candida rugosa  c a n  p r o d u c e  l i p a s e  f o r  

c a t a l y z e  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  o f  p a l m  o i l  t o  b e  f r e e  f a t t y  a c i d  a n d  o p t i m i z a t i o n  

c o n d i t i o n  f o r  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  b y  f r e e  l i p a s e  w a s  a m o u n t  o f  e n z y m e  5  m g  p r o t e i n ,  

w a t e r  c o n t e n t  1 5 0 % ( v / w o i l )  a n d  t e m p e r a t u r e  4 0 ° c  a t  t h e  r e a c t i o n  t i m e  4 8  h r .  T h e
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h i g h e s t  p e r c e n t  f r e e  f a t t y  a c i d  i s  9 5 . 6 5 % .  T h e  m a c r o p o r o u s  a d s o r p t i o n  r e s i n s  a r e  w e l l  

d e s i r a b l e  t o  i m m o b i l i z e  l i p a s e  f r o m  Candida rugosa.  T h e  r e m a r k a b l e  i m m o b i l i z a t i o n  

e f f e c t  w a s  f o u n d  w h e n  t h e  c o u p l i n g  p r o c e d u r e  w a s  p e r f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

h e p t a n e .  A d d i t i o n a l l y ,  l i p a s e  a d s o r b e d  o n t o  n o n - p o l a r  r e s i n  H 1 0 3  c o u l d  e f f e c t i v e l y  

c a t a l y z e  t h e  f r e e  f a t t y  a c i d  p r o d u c t i o n  v i a  h y d r o l y s i s  o f  p a l m  o i l .  T h e  p e r c e n t  f r e e  

f a t t y  a c i d  w a s  9 2 . 6  %  a t  f i r s t  u s e d  a n d  c a n  b e  r e u s e d  2  t i m e ,  p e r c e n t  f r e e  f a t t y  a c i d  

w a s  4 4 . 5 7  a n d  2 . 6 8 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  a t  r e a c t i o n  t i m e  4 8  h .  I n  p a r a l l e l ,  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  f o r  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  f r o m  i m m o b i l i z e d  c. rugosa  
l i p a s e  o b t a i n e d  w a s  7 5  %  o f  m e t h y l  e s t e r  c o n v e r s i o n  o f  p a l m  o i l  t o  m e t h a n o l  a s  1  t o  3  

m o l a r  r a t i o  w i t h  s u p p l e m e n t e d  4 0  %  o f  w a t e r  i n  t h e  r e a c t i o n  a t  3 0  °c a f t e r  4 8 h .

W e  h o p e  t h a t  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  n o v e l  b i o c a t a l y s t  f o r  p r o d u c i n g  f r e e  f a t t y  

a c i d  w i l l  e x p a n d  i n  t h e  f u t u r e .
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