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

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

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

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

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

t o  e x t r e m e  p H  o r  t o l e r a n c e  t o  o r g a n i c  s o l v e n t .  T w o  s t r a t e g i e s  c a n  b e  a d o p t e d  t o  

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

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

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

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

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

i s  t o  k n o w  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  e n z y m e  o f  i n t e r e s t .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  

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

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

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

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

a n d  q u i c k l y  a s s a y  t e n s ,  o r  e v e n  h u n d r e d s  o f  t h o u s a n d s  o f  v a r i a n t s .

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

1. Evaluation of a new expression system for enzyme evolution
A n  e s s e n t i a l  n e e d  f o r  b o t h  s t r a t e g i e s  i s  a n  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  h o s t  t o  b e  a b l e  t o  r a p i d l y  c o m p a r e  e n z y m e  v a r i a n t s .  T h e r e f o r e ,  w e  f i r s t  

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

v a r i a n t s  o b t a i n e d  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 i s  Y. lip o ly tica  s t r a i n ,  n a m e l y  

J M Y 1 2 1 2 ,  e n a b l e 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  t o  b e  t a r g e t e d  t o  a  g i v e n  

l o c u s  o f  t h e  Y. lip o ly tica  g e n o m e .

We demonstrated that it was possible to statistically compare the activities of
different enzymatic variants directly from the supernatant of the culture. A statistical
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d i f f e r e n c e  i n  a c t i v i t y  b e t w e e n  t w o  e n z y m e s  c a n  t h e n  b e  a t t r i b u t e d  t o  a  d i f f e r e n c e  i n  

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

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

2. Expression of C a n d id a  ru g o sa  lipases in strain JMY1212 of Y. l ip o ly tica .
c .  R u g o sa  e x p r e s s e s  5  m a i n  l i p a s e s .  D e s p i t e  t h e i r  h i g h  h o m o l o g y  ( s u p e r i o r  

t o  7 0 % ) ,  t h e y  d i s p l a y  d i f f e r e n t  s e l e c t i v i t i e s .  A l t h o u g h  t h e y  w e r e  g r e a t l y  s t u d i e d  i n  t h e  

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

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

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

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

s u c c e s s f u l l y  p r o d u c e d  i n  Y. lip o ly tica  s t r a i n  J M Y 1 2 1 2 .  A n  i n d i v i d u a l  c h a r a c t e r i z a t i o n ,  

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

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

p o s s i b l e .

L i p 2  a n d  L i p 5  c o u l d  n o t  b e  p r o d u c e d ,  n e i t h e r  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m e d i u m ,  n o r  

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

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

e x p r e s s i o n  p r o b l e m .

3. Purification of DHA using C an d ida  ru g o sa  lipases
L i p l  a n d  L i p 3  p r e s e n t  s p e c i f i c i t y  f o r  f a t t y - a c i d s  o f  m e d i u m  c h a i n  l e n g t h  ( C 8 -  

C 1 2 ) ,  w h e r e a s  L i p 4  p r e f e r s  C l 8 :  1 .  T h i s  d i f f e r e n c e  i s  s p e c i f i c 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  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 is- 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  cis-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  h e a l t h  b e n e f i c i a l  P U F A s  w i t h  a  g r e a t  p o t e n t i a l  i n  p r e v e n t i o n  a n d / o r  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  a n d  a s  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 .  A l t h o u g h  t h e y  

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

c o m p l e x  l i p i d i c  m i x t u r e .

F o r  t h e  f i r s t  t i m e ,  p u r i f i c a t i o n  o f  D H A  a n d  E P A  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  t u n a  o i l  w a s  r e a l i s e d  w i t h  t h e  t h r e e  c. rugosa  l i p a s e s  u s e d  s e p a r a t e l y .  

W h a t e v e r  t h e  e n z y m e ,  t h e  r e c o v e r y  o f  D H A  w a s  s u p e r i o r  t o  9 0 %  ( 9 7 ,  1 0 0  a n d  9 3 %
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f o r  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4  r e s p e c t i v e l y ) .  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 .  A  

r e m a r k 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  e n z y m e s  l i e s  i n  t h e  f a c t  t h a t  L i p 4  i s  a b l e  t o  b e t t e r  

h y d r o l y s e  E P A  e s t e r s  ( 6 0 %  a g a i n s t  1 5 %  f o r  L i p l  a n d  L i p 3 ) .  T h i s  w o r k  o p e n s  v e r y  

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

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

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

a p p e a r s  a s  c r u c i a l  t o  u n d e r s t a n d  w h y  L i p 4  i s  a b l e  t o  c a t a l y s e  t h e  h y d r o l y s i s  o f  E P A .  

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

t o  f a v o u r  E P A  h y d r o l y s i s .

4. Resolution of a racemic mixture using c. ru g o sa  lipases.
T h e  r e a c t i o n  o f  i n t e r e s t  w a s  t h e  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  

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

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

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

a n a l g e s i c s .

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

a p t i t u d e  t o  r e s o l v e  s u c h  m i x t u r e .

L i p l  a n d  L i p 3  l i p a s e s  f r o m  c .  rugosa  w e r e  p r o v e n  t o  b e  r e m a r k a b l e  f r o m  t h e  

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

w i t h  a  p r e f e r e n c e  f o r  t h e  S - e n a n t i o m e r  ( E - v a l u e  > 2 0 0 ) .  I n  s p i t e  o f  i t s  h i g h  h o m o l o g y ,  

L i p 4  p r e s e n t s  R  s p e c i f i c i t y  ( E - v a l u e = 1 5 ) .  T h e  a n a l y s i s  o f  a m i n o  a c i d s  l o c a t e d  i n  t h e  

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

p h e n y l a l a n i n e ,  w h e r e a s  i t  i s  a n  a l a n i n e  i n  L i p 4 .  S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  a t  t h i s  

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

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

T h e  p r e s e n c e  o f  a  s m a l l  a m i n o  a c i d ,  s u c h  a s  a  g l y c i n e  o r  a n  a l a n i n e ,  l e a d s  t o  R- 
s e l e c t i v i t y ,  w h e r e a s  a  l e u c i n e  o r  a  p h e n y l a l a n i n e  t r a n s f o r m s  t h e  e n z y m e  i n  a n  ร- 
s e l e c t i v e  e n z y m e .  M o l e c u l a r  d o c k i n g  o f  t h e  ร  a n d  R  e n a n t i o m e r s  i n  t h e  a c t i v e  s i t e  o f
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L i p l  a n d  L i p 4  e n a b l e s  t h e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  i n  s p e c i f i c i t y  t o  b e  b e t t e r  u n d e r s t o o d .  

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

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

5. Biodiesel production catalyzed by c. rugosa lipase
L i p a s e  i s  a n d  i n t e r e s t i n g  e n z y m e  t h a t  c a n  h y d r o l y s i s  t r i g l y c e r i d e  t o  f r e e  f a t t y  

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

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

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

F o r  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n ,  7 5  %  c o n v e r s i o n  t o  m e t h y l  e s t e r  f r o m  p a l m  o i l  a n d  

m e t h a n o l  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 .

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  t h e  

Candida rugosa  l i p a s e .  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 I 03 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 .  N K A - 9  e x h i b i t s  a s  s u p p o r t  f o r  l i p a s e  

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

b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  w e r e  i n v e s t i g a t e d  a s  1  t o  4 ,  m o l a r  r a t i o  o f  o i l  a n d  m e t h a n o l  

s u b s t r a t e .  A t  30 °c w a s  s u i t a b l 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  i m m o b i l i z e d  l i p a s e .

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

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

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