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1. Wprowadzenie

sg juz od dawna. Ich przemystowe wykorzystanie staje sie coraz bardziej
powszechne. Wedlug raportu Food Industry Enzymes Market, wartos¢ wyko-
rzystywanych w 1993 r. w przemysle spozywczym USA enzymoéw osiagneta
286 milionéw dolaréw (1). Giéwne kierunki wykorzystania enzymoéw przed-
stawiono na rys. 1.

Enzymy lipolityczne odgrywaja bardzo wazng role w przemianach lipidow
wszystkich zywych organizmoéw. To one umozliwiajg obieg lipidow od jednego
organizmu do drugiego, a takze ich przemiany w organizmie (2). Oprécz zna-
czacej roli jaka petlnig w przemysle spozywczym, spetniajg wyjagtkowo wazne
funkcje w przemysle chemicznym, analitycznej i preparatywnej chemii i bio-
chemii oraz w medycynie.

Sposrdad duzej grupy enzymow lipolitycznych (tab. 1), z ktérych wszystkie
nalezg do grupy hydrolaz serynowych, na wiekszg skale stosowane sg jedynie

Zalety stosowania enzymow jako katalizatoréw reakcji chemicznych znane

Legenda
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Rys. 1. Wykorzystanie enzj*moéw w przemysle spozywczym (1).



Lipazy — narzedzie w biotechnologii tluszczéw i olejow 141

lipazy (EC 3.1.1.3), a w duzo mniejszych ilosciach fosfolipazy, wsréd nich
fosfolipazy A i D (3,4).

Pod potocznym okresleniem ,lipazy” rozumie sie hydrolazy acyloglicerolowe
(HAG). Cechg charakterystyczng lipaz, réznigca je od innych enzymoéw, jest
dzialanie na substraty nierozpuszczalne w wodzie. To decyduje o przebiegu
reakcji na powierzchni pomiedzy fazg substratu (nierozpuszczalng w wodzie)
i fazg wodna, w ktérej rozpuszczony jest enzym (rys. 2) (5,6,7).

Tabela 1
Enzymy lipolityczne

Numer
Nazwa systematyczna Potoczna nazwa
systematyczny
3.1.1.3 Triacyloglicerol hydrolaza Lipaza
3.1.1.13 Hydrolaza estréw steroli Cholesteroloesteraza
3.1.1.4 Fosfatydylo-2-acylohydrolaza Fosfolipaza 2 (Fosfolipaza A2)
Fosfatydylo-1-acylohydrolaza Fosfolipaza 1 (Fosfolipaza Al)
3.1.1.5 Lizoleeytyno-acylohydrolaza Lizofosfolipaza
3.1.34 Fosfatydylo-fosfohydrolaza Fosforanofosfataza
3.1.4.3 Fosfatydylocholino-cholinofosfo- Fosfolipaza 3 (Fosfolipaza C)
hydrolaza
3.1.4.- Sflngomielino-N-acylosfingozylo- Sfingomielinaza
hydrolaza
3.1.4.4 Fosfatydylocholino-fosfohydrolaza Fosfolipaza 4 (Fosfolipaza D)
3.1.5.- N-acylosflngozylo-acylohydrolaza Ceramidaza

Rys. 2. Schemat dziatania HAG na powierzchni miedzyfazowej (E-enzym, EA-enzym zaadsor-
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Brockerhoff i Jensen (2) okreslaja HAG jako hydrolazy estrow glicerolu
i diugotancuchowych kwasoéw ttuszczowych. Pod pojeciem dlugotaricuchowych
kwasow ttuszczowych rozumiejg oni te, ktére posiadajg przynajmniej 12 atomow
wegla. Najbardziej uniwersalnym substratem dla okreslania aktywnosci lipaz
jest 1,2,3-trioleilo-sn-glicerol badz olej z oliwek. Dob6r odpowiedniego substratu
i warunkéw okreslania aktywnosci lipolitycznej jest bardzo wazny, poniewaz
pozwala to na odréznienie lipaz od pokrewnych esteraz, ktére wykazujg mini-
malng aktywnos¢ w stosunku do lipidéw. Borgstrém i Brockman (7) twierdza,
ze czynnikiem zdecydowanie rdéznigcym lipazy od esteraz nie jest substrat,
a przebieg katalizy na powierzchni miedzyfazowej. Popieraja to nastepujacym
prikladem: w roztworze wodnym hydroliza 1,2,3-tripalmitoilo-sn-glicerolu kata-
lizowana przez lipaze trzustkowa przebiega bardzo powoli. Ta sama hydroUza
w obecnosci hydrofobowego czynnika przebiega znacznie szybciej.

Biologiczng funkcjg HAG jest katalizowanie hydrolizy acylégliceroli do kwa-
sow tluszczowych, diacylogliceroli, monoacylogliceroli i glicerolu. Reakcja ta
jest odwracalna, poniewaz réznica w zmianach energii swobodnej zwigzana
z kierunkiem reakcji hydroliza — synteza dla lipaz nie jest duza. Zmieniajgc
srodowisko reakcji mozna tak nig pokierowac¢, aby przebiegata w kierunku
syntezy; grupy acylowe z czgsteczki donora przenoszone sg woéwczas nha
akceptory inne niz woda (8). Pod pojeciem zmiany srodowiska reakcji rozumie
sie obnizenie zawartosci wody w ukladzie.

Hydrolazy acyloglicerolowe sa produkowane przez rosliny, zwierzeta i mi-
kroorganizmy (9). Lipazy roslinne nie maja przemystowego zastosowania
w odréznieniu od lipaz pochodzenia zwierzecego i mikrobiologicznego.

Znaczacy rozwoj biotechnologii ttuszczéw, wyraza sie ogromnym zaintere-
sowaniem HAG, w tym przede wszystkim pochodzenia mikrobiologicznego.
Bogactwo sSwiata mikroorganizméw koncentnjje ogromnag liczbe badaii nad
poznaniem nowych syntetyzowanych przez nie HAG.

Lipazy mikrobiologiczne cechuje w zaleznosci od rodzaju (gatunku) mikro-
organizmoéw oraz warunkoéw ich hodowli (zrédita azotu, napowietrzania, pH
podioza, temperatury hodowli, obecnosci lipidow w podtozu i innych) ogromna
réznorodnos¢. Dotyczy ona optymalnych warunkoéw dziatania HAG, ich spe-
cyficznosci, a takze mozliwosci aktywnosci w srodowisku rozpuszczalnikow
organicznych oraz mikrowodnym (10- 15).

2. Struktura i wiasciwosci hydrolaz acyloglicerolowych

Generalnie lipazy sag kompleksami glikoprotein o masie czgsteczkowej od
20 000 do 60 000 daltondw. Oczyszczone lipazy zawierajg w swoim skladzie
od 2 do 15% weglowodanéw, gtdownie mannozy (5,6,9). Uwaza sie, ze czes¢
cukrowa czagsteczki lipazy umozliwia tagodna migracje enzymu przez Sciane
komoérkowa mikroorganizmow do poz3r\ki (9).

Weglowodany taczg sie z czgsteczka lipazy, lecz nie z jej centrum aktyw-
nym. Hedrich i wspét (16) wykazuja, np. zwiekszenie aktywnosci lipazy Ga-
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lactomyces geotrichum GC-4 (dawniej Geotrichwn candidum) po jej poddaniu
hydrolizie endoglukozydazg H. Czesciowe usuniecie weglowodanéw z lipazy
produkowanej przez Aspergillus sp., zawierajacej 12 czgsteczek mannozy, 2
galaktozy i 2 N-acyloglukoaminy, nie miato natomiast wptywu na jej aktyw-
nos¢ (17).

Budzacym wiele kontrowersji problemem jest kwestia heterogennosci HAG.
Wystepowanie izoform lipaz wigzane jest z trzema przypadkami. Po pierwsze,
przypuszcza sie, ze w genomie mikroorganizmow zapisana jest informacja
0 mozliwosci syntezy réznych lipaz. Shimada i wspét. (18) znalezli w genomie
Galactomyces geotrichum ATCC 34316 dwa rozne geny kodujace synteze izo-
lipaz, a Sugihara i wspo6t. (19) wyizolowali te enzymy. Heterogennos¢ tak
syntetyzowanych HAG polega na réznicach w skladzie aminokwasowym (20).
O rdéznicach tej natury dotyczacych lipsiz Staphylococcus aureus donosza Rol-
lof i wspdot. (21).

Powigzanie lipaz z weglowodanami jest podawane jako druga przyczyna
heterogenicznosci wsréd lipaz (22,23,24). Do niedawna jeszcze, jako jedyna
przyc2yne pojawienia sie w hodowli danego mikroorganizmu wiecej niz jednej
formy molekularnej lipazy, uwazano ich degradacje przez proteazy (6). Wydaje
sie to jednak malo prawdopodobne. Baillargeon i wspét. (22) stwierdzili bo-
wiem wystepowEinie w ptynie po hodowli Galactomyces geotrichum NRRL Y-553
lipaz réznigcych sie masa czasteczkowa, ale nie stwierdzili w tej probie aktyw-
nosci proteolitycznej. Ponadto nie do konca jest wyjasniona rola jakg peinig
weglowodany w czgsteczkach HAG, ale przypisuje sie im takze dziatlanie
ochronne przeciw dziataniu proteaz (6).

Warunki srodowiska odgrywaja takze duza role, jako zrodto zmiennosci
lipaz. Specyficznos¢ nieoczyszczonego preparatu zewnagtrzkomoérkowej lipazy
Galactomyces geotrichum ATCC 66592 wykazywata duza zaleznos¢ od sktadu
pozywki (23). Zmiany specyficznosci lipazy Galactomyces geotrichum z hodowli
w réznych pozywkach korelowaly z wystepowaniem réznych izoenzymow.
Zmiennos¢ wilasciwosci lipaz obserwowana jest rowniez u danego gatunku
drobnoustrojéw nawet w tych samych warunkach ich hodowli. O takiej roz-
norodnosci lipaz wsréd szczepdw gatunku Galactomyces geotrichum donosi
Sonnet (25).

Inna jeszcze przycl*yna heterogenicznosci lipciz pojawia sie u Rhizomucor
miehei (dawniej Mucor mieheij. Wiadomo bowiem, ze gatunek ten syntetyzuje
lipaze w postaci prekursora i wg Boela i wspdt. (26) jest to zrédlo duzej jej
zmiennosci, szczegdlnie na etapie transferu genow.

Badania struktury krystalograficznej niektérych lipaz przy zastosowaniu
promieni X umozliwito poznanie struktury ich centrum aktywnego (20,27,28).
We wszystkich centrach obecne byly triady, takie same jak u proteinaz se-
rynowych zbudowane z seryny, histydyny i kwasu asparaginowego. Wyjatek
stanowita lipaza Galactomyces geotrichum, ktéra w swoim centrum aktywnym
posiadata kwas glutaminowy zamiast asparaginowego (29). Fakt, ze centrum
aktywne lipaz ma taki sam charakter jak proteinaz seiynowych sugeruje po-
dobny mechanizm katalizy prowadzonej przez te enzymy.
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Do niedawna lipazy byly uwazane za enzymy wyjatkowo hydrofobowe, ze
wzgledu na ieh oddziatywanie z niepolamymi substratami. Poznanie ieh skita-
du aminokwasowego wykazalo, ze sg to enzymy nie bardziej hydrofobowe niz
inne. Do odzialywania z nierozpuszezalnymi w wodzie substratami dochodzi
prawdopodobnie dzieki istnieniu ,hydrofobowych miejsc” w czasteczce lipazy
(5,6). Wedtlug Tombsa (6) oraz Macrae i Hammonda (5) fragmenty biatek enzy-
matycznych wykazujgcych wilasciwosci hydrofobowe zdolne sg w roztworze
wodnym do tworzenia dimeréw. Tworzenie dimerdw czgstek lipaz utrudniato
doktadne poznanie ich struktury i wlasciwosci.

Jedyng skuteczng metodg poznania struktury HAG, jak i innych enz3rméw,
mechanizmdéw interakcji enzym-substrat, enzyme-inhibitor itp., sg metody
rentgenograficzne.

3. Specyficznos¢ i warunki dziatania hydrolaz
acyloglicerolowych

Specyficznos¢ lipaz jest czynnikiem decydujacym o ich przemystowym
i analitycznym zastosowaniu. Lipazy dzielg sie na trzy grupy. W podziale
bierze sie pod uwage ich specyficznos¢ substratowa i regionalna (rys. 3, 4).
Do pierwszej grupy zalicza sie te, ktore wykazuja szeroka specyficznosé, tj.
dziatajg na wszystkie wigzania estrowe w czasteczce triacyloglicerolu. Tak
dziatajg np. lipazy ze Staphylococcus aureus i Candida rugosa (5,6). Lipazy
posiadajgce specyficznos¢ w stosunku do 1,3-sn-pozycji w triacyloglicerolach
stanowia druga grupe. Nalezg do nich m.in. lipazy produkowane przez grzyby
strzepkowe z rodzaju Mucor i Aspergillus (5,30,31). Spos$réd drozdzy do tej

+R1+R2+R3

Rys. 3. Specyficznos¢ HAG w katalizie reakcji hydrolizy i estryfikacji (RI, R2, R3 kwasy
tluszczowe).
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klasy nalezg lipazy syntetyzowane przez Candida lipolytica i Candida dejor-
mance (32). Lipaza syntetyzowana przez Galactomyces geotiichum jest przy-
ktadem trzeciej grupy acylohydrolaz glicerolowych, charakteryzujacych sie
specyficznoscig substratowg w stosunku do kwasoéw ttuszczowych C: 18 z cis-9
podwdjnym wigzaniem, wystepujacych w pozycji 2 (5,33). Znane sa réwniez
formy lipaz, syntetyzowane przez Galactomyces geotnchum wykazujace inng
specyficznose.

- . . — — R — R
R HAG niespecyficzna, ,  * R ~ ‘
R- + RX  mmmmmmmmemmeeo e Rx- R—

L R3 + Rl + R3
Rx
r R HAG specyficzna w R2
R - + R2 R2’
R stosunku do R2 ~ R2

Rys. 4. Specyficznos¢ HAG w katalizie reakcji transestryfikacji (RI, R2, R3, Rx — kwasy
tluszczowe).

Podczas okreslania specyficznosci lipaz nalezy bardzo zadbac¢ o zapewnie-
nie odpowiednich warunkéw oznaczenia. Ocena musi wynikac¢ jedynie z ob-
serwacji zmian w strukturze triacylogliceroti, bedacych efektem dziatania en-
zymu. Czesto w tych badaniach stosuje sie monokwasowe triacylogticerole,
jednak interpretacja uzyskanych Wsmikéw jest trudna. Spowodowane jest to
problemem reprezentatywnosci substratu dla okreslania specyficznosci
(stereospecyficznosci) HAG, jak réwniez mozliwoscig migracji grup acylowych
w czasteczce estru.

Do okreslania specyficznosci lipaz wykorzystuje sie z powodzeniem metody
radiochemiczne (35). Sonnet i wspét. (25, 35) donoszag o zastosowaniu innych
niz triacyloglicerole substratéw do okreslania specyficznosci lipaz, eliminujac
w ten sposob niedogodnosci wynikajgce ze stosowania triacylogliceroti.

Hydrolazy acyloglicerolowe sg aktywne w szerokim zakresie pH i tempe-
ratury, przy Clym najwyzsza aktywnos¢ lipaz mikrobiologicznych przypada
na pH 8 do 9 i temp. 30 - 40°C (5). Lipazy Aspergillus niger, Rhizopus japo-
nicus i Chromobacteriam uiscosum sg stabilne w temp. 50°C przez 20 min
(v36). Termostabilna lipaza produkowana przez Humicola lanuginosa zacho-
wuje 80% swojej maksymalnej aktywnosci w 60°C, przez 30 min i 25%
w 100°C, przez 10 min (37, 38). Zaks i wspét (39) donosza o katalizie pro-
wadzonej przez lipaze trzustkowg w rozpuszczalniku organicznym w temp.
100°C. Watanabe i wspét. (40) wyizolowali lipaze Pseudomonas nitroreducans
aktywng w srodowisku o pH 11.

biotechnologia 4 (27) '94
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Czynnikiem stymulujacym aktywnos¢ lipaz sa sole kwasow zoétciowych, ale
tylko w niewielkich stezeniach. Przyjmuje sie, ze jony Ca+ dziatajg stymu-
lujgca na aktywnos¢ lipaz mikrobiologicznych. Jacobsen i wspdét. (33,41) thu-
maczg korzystny wplyw jonéw Ca”+, ich interakcjg z wolnymi kwasami ttu-
szczowymi i przez to usuwaniem produktu z powierzchni miedzyfazowej,
w ktérej dziata lipaza. Zrozumiate jest zatem inhibujgce dziatanie na aktyw-
nos¢ HAG czynnikéw chelatujgcych, np. EDTA. Hamujace dziatanie w sto-
sunku do tipaz wykazuja réwniez jony metali ciezkich. Lipazy charakteryzujg
sie wiekszg aktywnoscig w stosunku do olejéw, dzialajg takze lepiej w ukita-
dach emutsyjnych, otrzymanych za pomoca metod mechanicznych tub przez
dodatek emulgatoréw. Niektére z doniesien traktujg jednak o inhibujgcym
wptywie emulgatoréw na aktywnoscé lipazy (42).

Coraz wieksze zainteresowanie wzbudzajg reakcje prowadzone w Srodowi-
sku o subkrytycznie niskiej zawartosci wody, w Srodowisku rozpuszczalnikéw
organicznych oraz w atmosferze nadkiytycznego CO2 (14,15,43-45).

4. Wszechstrono$¢ zastosowan hydrolaz acyloglicerolowych

Hydrotazy acyloglicerolowe stosowane w biotechnologii lipidow katalizujg
reakcje: hydrolizy (rys. 5), estiyfikacji (rys. 6), interestryfikacji oraz trans-
estiyfikacji w tym reakcji acydolizy, alkoholizy (rys. 7) (2 - 5,7).

Mozliwosci licznych zastosowan, zwlaszcza HAG pochodzenia mikrobiolo-
gicznego, dopetnia ich r6znorodna specidicznos¢ substratowa, a takze mozli-
wosci dziatania w r6znych warunkach pH i temperatury.

Hifdrollr» ttustciu P OH
(HAG niespecyficznB) HO — + Rl +R2 +R3
— OH
— OH
R2 + Rl + R3

A~ OH  (20:1-24:1)

R1

HO— + R2
R3
R1 — Rl
R2 —
l— OH — OH

Rys. 5. Zastosowanie HAG w reakcjach hydrolizy.
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Otrzymywanie acylogliceroli

r OH r I- R
HO-L + R1COOH HO - + Rl - +H O
on L oH L OH
Otrzymywanie estréow
R1COOH + R20H— R1COOR2 H,0

(woski, plastyfikatory,
estry smakowo-zapachowe)
Otrzymywanie innych poliestrow

(Glukoza, sacharoza) + kwasy ttuszczowe Poliestry + H"O
Rys. 6. Zastosowanie HAG w reakcjach estryfikacji.

Reakcja inierestryfikacji

r-ri P2 R2 HAGsn-1,3-specyficzne r- R2
Rl — + R2 Rl — + R2 —
- R R R2 L- R2 — R1
Reakcje transestryf ikacji
Acydoliza
160 HAG si>1.3-specvficzpa |— 18:0 16:0
18:1 — 18:0 18:1-i + 18:1-
L- 16:0 18:0 18:0
(Frakcja oleju palmowego) (Substytut masta kakaowego)
— 18:1/18:2 HAG srv1,3-specyficzna r— 10:0/12:0
18:1/10:2 + 10.0/12:0 18:1/18:2
-\ 18:1/18:2 i— 10:0/12:0
(Oleje : stonecznikowy, sojowy lub kukurydziany) (Produkt dietetyczny)
Alkoholiza
20:1-24:1 HAGsN-1,>specyficzna
181 — + 20:1-24:1 - alkohol (C40-C48) + 181 —
— 20:1-24:1 (Woski) — OH

(Oleje  sinapis alba, Bzassica napus ) (Substytut oleju Jojoby )

Rys. 7. Zastosowanie HAG w reakcjach inter- i transestryfikacji.

HAG katalizujg takze reakcje, w ktorych biorg udziat r6zne rozpuszczalne
w wodzie substraty, co jest sprzeczne z przedstawiong wczesniej definicjg
HAG i stwarza niekiedy problemy z wtasciwym sklasyfikowaniem tych enzy-
mow.

Pole do badan otwiera sie w kierunku optymalizacji srodowiska dziatania
lipaz. Mozliwos¢ wyboru jest duza: od sSrodowiska wodnego i emulsyjnego,
poprzez micelame, mono- i difazowe, srodowisk mikrowodnych i rozuszczal-
nikdw organicznych, az do srodowiska gazu nadkiytycznego i innych.
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Ze wzgledu na stosunkowo wysokie koszty preparatéw lipolitycznych wy-
magane jest odpowiednie podejscie do zagadnienia immobilizacji HAG i mo-
zliwosci prowadzenia przez nie procesoéw ciaggtych. Szczegdlnie ciekawe wydaje
sie wykorzystanie reaktorow membranowych utatwiajgcych dziatanie HAG na
powierzchni miedzyfazowej i zwiekszajgcych efektywnos¢ tak prowadzonych
procesow (lys. 8) (4,46-49).

ci$nienie P1
Sl Mkropary Pl
MimporonMA
Hf&otfibotm
P2 +E
52+ E cisnienie P2
Pl< P2

Typ rtiktjl SuMtrat(ST) SuPs$trat(S2)  FVoiMrt(Pl) PrpdXrtfP?)
1.H)K»oRa Tlucza Woda K«ec thszaowy
2. Synteza trlacyloghcerok Kwaa thozaowy GUccro) TriacyiDgNcarol

IGIKarolBa Ttiozez Glicerol Acybgacerolc

Rys. 8. Schemat mikroporowatego hydrofobowego bioreaktora membranowego.

5. Synteza substancji powierzchniowoczynnych

Duze zainteresowanie skupia synteza emulgatoréw, takich jak: monoacylo-
glicerole (MAG), estry weglowodandéw (EW) i aminokwasow (EA) z wykorzysta-
niem HAG. Bioemulgatoiy otrzymane tg droga charakteryzujga sie wysokim
stopniem czystosci, ulegaja biodegradacji i w Swietle przepiséw prawnych
otrzymane produkty zalicza sie do naturalnych.

MAG otrzymywane sa w wyniku reakcji alkoholizy (glicerolizy) glicerolu
i triacylogliceroli (50,51,52) badz poprzez estryfikacje glicerolu kwasami tiu-
szczowymi (53,54,55). Dazy sie do otrzymania czystych MAG, ktére majg
lepsze wiasciwosci emulgujace niz mieszanina acylogliceroli. Czyste MAG moz-
na otrzymac poprzez przesuwanie rownowagi reakcji w mieszaninie reakcyj-
nej. Doprowadza sie do tego usuwajgc z niej MAG za pomoca metody kry-
stalizacji (51,52) lub adsorpcji na zelach krzemowych (53).

Estry kwasoéw tluszczowych i weglowodandéw stanowig stosunkowo nowa
na europejskim rynku grupe nie jonowych emulgatoréw, ale zdobywajg rynek
w coraz wiekszym stopniu (tab. 2), (56). Wydajny proces syntezy tych emul-
gatoréw przedstawia Bjorkling i wspét. (57). Proces przebiegat w Srodowisku
bez rozpuszczalnika, w ktérym alkilo-glukozydy i dtugotancuchowe kwasy ttu-
szczowe byly mieszane z terrnostabilng lipazg z Candida antarctica. Wysoka
wydajnos¢ monoestrow uzyskano, gdy reakcje prowadzono w 70°C pod zre-
dukowanym cisnieniem.
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Nagao i Kito (58) przeprowadzili estryfikacje L-homoseryny z kwasem ole-
jowym w wodno-organicznym difazowym ukiadzie. Otrzymany emulgator cha-
rakteryzowat sie akt3Twnoscia emuilgowania wieksza od: kazeiny, tweenu 40,
spanu 60 i oleinianu sodu. Ten sam typ emulgatora syntetyzowano przez
transestryfikacje oleju sojowego i lizyny (59).

Tabela 2
Europejski rynek emulgatoréw stosowanych w przemysle spozywczym (56)

Udziat ilosciowy w 0gdéln3nn

Emulgator Wartos¢ HLB* rynku emulgatoréw (%)
mono- i diacyloglicerole oraz 2-7 73,5
ich pochodne
lecytyny 3 20,0
estry sorbitanu 2-8
etoksylowane estry sorbitanu 11-15
mono- i dioctowe oraz 7 6,5

winowe estry mono-
i diacylogliceroli

stearyniany sodu i wapnia 4-6

* HLB — (hydrophilic-lipophilic-balance) — réwnowaga hydrofilno-lipofilna, wyraza udziat
grupy hydrofilnej, polarnej w czasteczce emulgatora:
** catkowity rynek emulgatoréw w Europie szacowany jest na 70 000 ton.

6. Synteza substancji smakowo-zapachowych

stwierdzono mozliwos¢ wykorzystania HAG do katalizowania reakcji syn-
tezy krotkotaricuchowych estréow smakowych, takich jak octan izoamylu —
wystepujacy w bananach (60) i butyrynian etylowy — wystepujacy w tru-
skawkach (61,62).

Zdolnos¢ HAG do enancjoselektywnego dzialania jest czesto wykorzysty-
wana w syntezie estrow smakowych. Przykladem jest produkcja chiralnych
estrow hydroksykwasow, ktére wystepuja wsrod owocow tropikalnych (63).
Oprocz syntezy estrow, mozliwosci stereoselektywnej estryfikacji prowadzonej
przez HAG jest wykorzystywana do rozdzialu mieszanin racemicznych, np,
d.l-metotu (64).

Jezeli alkohol i kwas wystepuja jako jedna czasteczka, moze mie¢ miejsce
wewnatrzczgsteczkowa estryfikacja. Wykazano mozliwos¢ katalizowania przez
HAG reakcji przeksztatlcania hydroksykwaséw do makrocyklicznych mono-
i oligolaktonéw (65). Makrocykliczne laktony sg substancjami aromatycznymi
stosowanymi w przemysle perfumeryjnym.
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7. Synteza tluszczéw teksturyzowanych

Synteza triacylogliceroli o charakterystycznych wiasciwosciach z3nvienio-
wych i fizycznych jest bardzo pozadana w technologii zywnosci. Znane sg
przykiady produkcji substytutow masta kakaowego za pomoca metody enzy-
matycznej acydolizy oleju palmowego i kwasu stearynowego, katalizowanej
przez 1,3-specyficzng HAG (66). Skiad otrzymanego produktu jest prawie taki
sam jak naturalnego masta kakaowego.

Obnizenie temperatury topnienia ttuszczu mlekowego (masta) otrzymano
po reakcji interestryfikacji katalizowanej przez niespecyficzng HAG (67). Dla
zapobiezenia reakcji hydrolizy, podczas reakcji acydolizy (otrzym3rwanie sub-
stytutu masta kakaowego), jak i interestryfikacji (obnizenie temperatury to-
pnienia masta) konieczne jest utrzymywanie zawartosci wody w ukladzie re-
akcyjnym na niskim poziomie. Dotyczy to takze prowadzenia reakcji estryfi-
kacji gtlicerolu i kwaséw tluszczowych, w wyniku ktérej powstaja okreslone
triacyloglicerole, jak i innych reakcji smtezy katalizowanych przez HAG. Usu-
niecie wody daje mozliwos¢ uzyskania czystych triacylogliceroli zamiast mie-
szaniny mono-, di-, i triacylogliceroli.

8. Synteza mono- i polimeréw

Zainteresowanie syntezag estrow, katalizowang przez HAG, dotyczy oprocz
wymienionych juz zastosowan w przemysle spozywczym takze przemystu che-
micznego. HAG katalizujg estryfikacje dioli z kwasami akrylowym i metaakry-
lowym, w wyniku ktérej otrzymuje sie monomery dla przemystu tworzyw sztu-
cznych (68,69). Enzymatyczna synteza polimeréw z udzialtem HAG zostala
rowniez opisana (70). Dzieki reakeji politransestryfikacji diestrow kwasu
fumarynowego i 1,4-butanodiolu, katalizowanej przez lipaze otrzymano alkidy
(nienasycone poliestry), (71,72).

9. Synteza amidow

Lipazy katalizujg takze reakcje syntezy N-lauryloolejoamidu (73) i innych
tluszczéw amidowych (74). Tluszcze amidowe majg wysoka temperature to-
pnienia, a ich wiasciwosci fizyczne i chemiczne sg stabilne. Znajdujg one
zastosowanie w przemysle tekstylnym, drzewnym, metalowym, gumowym oraz
w technologii tworzyw sztucznych.

Hydroksyamidy kwasow tluszczowych byly syntetyzowane, réwniez przy
wykorzystaniu HAG, w wyniku reakcji hydroksyamin z kwasami ttuszczowymi
(75). Ten chelatujacy zwigzek jest stosowany w analitycznej chemii, agronomii
i terapeutyce.

Bardzo ciekawe zdolnosci HAG wykazali Margolin i Klibanov (76). Stwier-
dzili oni przydatnos¢ HAG w syntezie peptydow.
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10. Podsumowanie

w opracowaniu przedstawiono mozliwosci zastosowan HAG w biotechno-
logii. Wskazano na ogromne mozliwosci katalityczne lipaz oraz ich réznorod-
nos¢. Duza liczba mozliwych zastosowan lipaz poAvinna sktania¢ do poznania
wszystkich elementéw dotyczacych ich biosyntezy, wilasciwosci, metod oczy-
szczania, a takze do podejmowania badan na poziomie molekularnym, doty-
czacych doskonalenia i modyfikacji HAG. Jest to réwniez wyzwanie do wspot-
pracy biofizykéw, biologéw, biochemikdéw oraz genetykow.
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Lipases — tool in oils and fats biotechnology
Summary

Lipases (acylglycerol hydrolases EC 3.1.1.3) comprise a group of enzymes of widespread
occurrence. Their biological function is to catalyse the hydrolysis of triacylglycerols to give free
fatty acids, diacylglycerols, monoacylglycerols and glycerol. This reaction is reversible, so that
the enzymes also catalyse the formation of acylglycerols. A feature which differs lipases from
other enzymes is their activity on water-insoluble substrates, at oil-water interface. Interest in
lipases from different sources, in particular from microorganisms, has markedly increased in
the last decade due to the potential applications of lipases in food industry, chemical industry,
chemistry, biochemistry and medicine.
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