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Аннотация
В результате проведенных исследований получен препарат гомогенной внеклеточной липазы Yarrowia  sp. Показана 

возможность ее использования в сыроделии как импортозамещающего аналога липолитического фермента животного проис-
хождения. 

Abstract
The conducted investigations resulted in preparation of homogeneous extracellular lipase of Yarrowia sp. Possibility was 

demonstrated to apply it in cheese-making process as an import-substituting analog of lipolytic enzyme of animal origin.

Липаза (E.C.3.1.1.3) — фермент класса гидролаз, катализирующий гидролиз триацилглицеридов с образо-
ванием жирных кислот и глицерина. Она находит применение в косметике, медицине, бытовой химии и пищевой 
промышленности [1, 2]. Липаза используется в производстве сыров, катализируя гидролиз триглицеридов молоч-
ного жира. Благодаря действию фермента сыр приобретает характерный вкус и аромат. Для ускорения созревания 
сыра в молоко или сырную массу вносят липазу, которая активизирует липолитические процессы [3].

В качестве наиболее перспективных продуцентов липазы рассматривают дрожжи рода Yarrowia. Липазы 
дрожжей субстрат-специфичны и стабильны в широком диапазоне физико-химических условий катализа. Пре
имущественно внеклеточная локализация липолитических ферментов позволяет легко выделять и очищать их, 
что снижает производственные затраты и делает эти микроорганизмы предпочтительными продуцентами фер-
ментных белков [4]. 

Объект исследования — штамм Yarrowia sp., отобранный в качестве продуцента внеклеточной липазы.
Дрожжи выращивали глубинным способом в среде, содержащей: глюкозу — 0,5 %; пептон — 2; дрожже-

вой экстракт — 0,5 %. Условия культивирования — температура 30 °С, перемешивание — 220 об/мин, длитель-
ность — 24 ч.

После культивирования отделяли биомассу Yarrowia sp. от культуральной жидкости центрифугированием 
(10 000 об/мин, 15 мин, 4 °С). Выделение, очистку и концентрирование ферментного белка проводили методом 
ионообменной хроматографии с использованием в качестве сорбента Whatman® anion exchange cellulose DE-32 
(Германия). Белок элюировали 100 мМ NaCl. 

Для выявления культур, синтезирующих липазу, и фракций, содержащих ферментный белок, применяли 
модифицированную дифференциально-диагностическую среду с феноловым красным [5]. 

Полученный в результате хроматографической очистки препарат липазы анализировали в денатурирую-
щем 15%-м полиакриламидном геле согласно  [6]. В  качестве маркера молекулярных масс (кДа) стандартных 
белков использовали BlueEye Prestained Protein Marker (Jena Bioscience, Германия).

Метод определения липолитической активности основан на гидролизе 1,2,3-трибутирилглицерола. За еди-
ницу липолитической активности принимали количество фермента, катализирующего гидролиз 1,2,3-трибути-
рилглицерола с образованием 1 мкмоля масляной кислоты при 37 °С в течение 1 мин [7]. 

В результате скрининга на дифференциально-диагностической среде выбран штамм Yarrowia sp., продуци-
рующий внеклеточную липазу в количестве 3 ед/мл. Выход фермента по активности после хроматографической 
очистки составил 83 %. 
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Электрофоретический анализ очищенной липазы Yarrowia sp. показал ее гомогенность и соответствие мо-
лекулярной массе ферментных белков дрожжей рода Yarrowia, представленных в базах данных (рис. 1) [8]. 

Свойство липазы Yarrowia sp. гидролизовать жиры молока проверяли в лабораторных условиях в соответ-
ствии с технологией, применяемой в сыроделии. Анализ продуктов ферментативного гидролиза жиров молока 
проводили методом тонкослойной хроматографии на силикагелевых пластинах (Merck KGaA, Германия) в систе-
ме растворителей гексан : диэтиловый эфир : ледяная уксусная кислота (78 : 25 : 2). Продукты реакции проявляли 
10%-м спиртовым раствором фосфомолибденовой кислоты при 180 °С в течение 10 мин. 

Результат хроматографического разделения продуктов гидролиза показал сходный профиль насыщенных 
и ненасыщенных жирных кислот при гидролизе молока липазой Yarrowia  sp. (5 и 10 ед. активности) и прега-
стральными липазами телят и козлят (рис. 2). Полученные данные свидетельствуют о потенциальной возможно-
сти использования микробного фермента в качестве альтернативы липазы животного происхождения.

На заключительном этапе исследований в РУП «Институт мясо-молочной промышленности» анализиро-
вали жирнокислотный состав образцов сыра, изготовленных с применением дрожжевой липазы и коммерческих 
препаратов прегастральных липаз телят и козлят, используемых в Республике Беларусь в сыроделии. Результаты 
анализа показали практически полное соответствие массовых долей насыщенных и ненасыщенных жирных кис-
лот в сырах, приготовленных с использованием липаз животного и микробного происхождения.
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Рис. 2. Хроматограмма продуктов 
ферментативного гидролиза жиров молока 
(в негативном изображении): 1 — контроль 
(молоко); 2, 3 — 5 и 10 ед. липазы 
соответственно; 4, 5 — прегастральные 
липазы козлят и телят соответственно

Рис. 1. SDS-электрофореграмма 
белков, содержащихся в препарате 
липазы Yarrowia sp.:  
1 — липаза Yarrowia sp.;  
2 — маркер молекулярных масс 
стандартных белков
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