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Lipases: resources, structure and catalytic properties
Summary

Properties of lipases, which not only hydrolyze lipids in aqueous solutions,
but are also active in nonaqueous systems, have attracted interest of many re-
searchers. The presented dissertation contains a review of publications devoted
to synthesis and classification of microbial lipases, both intra- and extracellular
ones. Types of reactions catalyzed by these enzymes, their specificity, mecha-
nism of reaction, molecular background of the interfacial activation, and an in-
fluence of the reaction medium on their properties are discussed.

Key words:
lipases, reaction milieu, catalytic properties, interfacial activation.

1. Wstep

Potoczna nazwa lipazy dotyczy hydrolaz acyloglicerolowych
(EC 3.1.1.3) (1,2). Sa to hydrolazy estrow glicerolu i wyzszych
kwasow tluszczowych. Odgrywajg one istotng role w przemia-
nach lipidéw, ktére zachodzg w organizmach zywych.

Pozytywne wyniki badan ostatnich dziesieciu lat dotyczace
poszukiwania nowych zrédet pozyskiwania lipaz, poznania ich
wiasciwosci oraz opracowania efektywnych metod ich otrzymy-
wania zwiekszyly zainteresowanie tg grupg biokatalizatorow. Per-
spektywy wykorzystania lipaz w procesach biotechnologicznych
(w tym, biotransformaciji i biokonwersji) sa szerokie, albowiem
enzymy te wykazujg aktywnos¢ katalityczng zarbwno w wodzie
jak i w srodowisku rozpuszczalnikbéw niewodnych oraz moga, w tych
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Srodowiskach, katalizowaé reakcje hydrolizy i syntezy estréw, amidéw, estréw tio-
lowych i wodoronadtlenkdéw (3). W roku 1997 ukazalo sie okoto 700-800 publikacji
i patentdow dotyczgcych lipaz (3). Zainteresowanie tg tematyka nie stabnie, choé
jego akcenty przesunely sie w kierunku zastosowania preparatéw lipaz jako regio-
i stereoselektywnych katalizatoréw w syntezie chemicznej (4,5).

2. Zrodta lipaz

Zrédtem lipaz moga byé mikroorganizmy, organy zwierzat i rodliny (3,4,6,7).
Wiekszos¢ obecnie wytwarzanych na Swiecie preparatéw lipaz stanowig enzymy
drobnoustrojowe (4). Lipazy pozakomoérkowe (2,8-15) ze wzgledu na tatwos¢ wy-
dzielania z cieczy pohodowlanej poznane sg znacznie lepiej niz lipazy wewnatrzko-
morkowe (16-21). Badania wtasciwosci lipaz wewnatrzkomérkowych sa utrudnione,
poniewaz wydzielenie tych enzyméw z komorki jest czesto klopotliwe.

Zdolno$¢ mikroorganizmow do biosyntezy lipaz (zarbwno poza-jak i wewnatrz-
komorkowych) oraz katalityczne whasciwosci tych enzymow zalezg w duzym stop-
niu od skfadu podtoza hodowlanego. W wielu pracach podkresla sie istotny wptyw
na wytwarzanie lipaz substancji ttuszczowych pochodzenia roslinnego, np. z maki
sojowej, ekstraktu sojowego badz ttuszczoéw zwierzecych. Lipidy z tego samego
zrédfa dodawane do podioza hodowlanego moga by¢ inhibitorami tub aktywatora-
mi biosyntezy w zaleznosci od rodzaju drobnoustroju wytwarzajgcego enzym
(8,22,23).

Obecnie na rynku dostepnych jest okoto 70 preparatow lipaz (tab. 1). Preparaty
te pochodza z réznych zrédet oraz réznig sie aktywnoscia, specyficznoscig i stanem
skupienia.

Tabela 1
Wybrane przyktady komercyjnie dostepnych lipaz (3,4,25-27)
Zrédio lipazy Inna nazwa mikroorganizmu Symbol Nazwa preparatu (producent)
1 2 3 4
Lipazy zwiet zece
trzustka: Chirazyme®L-7 (Amano, Boehringer
lipaza trzustkowa PPL Mannheim), (Fluka, Sigma)
trzustkowa esteraza (Genzyme, Sigma)
cholesterolowa
Lipazy grzyl)owe
Candida rugosa Candida cylindracea CRL ChiroCLEC-CR (Altus Biolc”cs), lipaza AY

(Amano), lipaza MY, lipaza OF-360 (Meito
Sangyo), Chirazyme®L-3 (Boehringer Mann-
heim)
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1

Geotrichum candidum

Humicola lanuginosa

Penicillium camemberti

Rhizomucor javanicus

Rhizomucor tniehei

Mucor circinelloides

Mucor racemosus

Rhizopus oryzae

Candida antarctica A

Candida antarctica B

Aspergillus niger
Candida lipolytica
Penicillium roquefortii

Saccharomyces cerevisiae

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas Jluorescens

Pseudomonas fragi

Chromobacterium viscosum

Pseudomonas sp.

Bacillus thermocatenulalus

Alcaligenes sp.

Thermomyces lanuginosa

P. cyclopium

Mucor javanicus

Mucor tniehei

Muan-javanicus

R. javanicus, R. delemar.

R. niveus

Burkholderia cepacia®

Pseudomonas glutnae

GCL
HLL

PcamL

RIL

RML

ROL

CAL-A

CAL-B

ANL

CLL
ProgL

PCL

Pa-AH
PFL

PfragiL
CVL

BTL2

Chirazyme®L-8 (Boehringer Mannhe-
im), SP 524, Lipolase®, (Novo Nordisk)
Lipaza G (Amano)

Lipaza M (Amano), Lipaza pozakomor-
kowa (Fluka)

Chirazyme®L-9 (Boehringer Mannhe-
im), MAP (.Amano), SP 523, Lipozyme®
(Novo Nordisk), (Fluka)

(Instytut Biochemii Technicznej, Pt)
(Instytut Biochemii Technicznej PL)
Lipaza F, D, N (Amano, Fluka, Sigma,
Seikagaku Kogyo Co)

Chirazyme®L-5 (Boehringer Mannhe-
im), SP 526 (Novo Nordisk)

Chirazyme®L-2 (Boehringer Mannhe-
im), SP 525, Novozym 435 (Novo Nor-
disk, Sigma)*

Lipaza A, AP (Amano), Palatase®
(Rohm, Novo Nordisk)

Lipaza L (Amano)

Lipaza R (Amano)

Cutinase (Unilever)

ChiroCLEC-PC (Altus Biologies), P, P-30, PS,
LPL-80, LPL-200S (Amano), Chirazyme®L-l
(Boehringer Mannlieim), SAM-Il (Fluka),
(Sigma)

Lipaza AH (Amano)

Lipaza AK, lipaz®i YS (Amano), (Biocatalysts
Ltd.)

Lipaza B (Wako Pure Cliemical Osaka)
(Sigma, Genzyme, Asahi Cliemical, Biocata-
lysts Ltd.)

K-10 (Amano)

(Boehringer Mannheim)

Lipaza QL (Meito Sangyo)

A Sp525 jest proszkiem zawierajagcym 40% biatka, podczas gdy Novozym 435 jest tym samym enzymem immobilizowanym
na mikroporowatym polipropylenie. Firma Novo Nordisk oferuje lipaze SP 383 z Candida sp., ktéra jest mieszaning lipazy A

i B z C antarctica.

» We wczesniejszych pracach sklasyfikowano mikroorganizm, z ktérego otrzymano lipaze jako PseudomonasJluorescens,

pozniej Pseudomonas cepacia, ostatnio jako Burkholderia cepacia.
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3. Struktura i klasyfikacja lipaz

Lipazy sg glikoproteinami o masie czgsteczkowej od 20 kDa do 80 kDa. Zawierajg
od 2 do 15% weglowodanéw (4), w ktérych skiadzie stwierdzono obecno$¢ mannozy.

Pomimo ze poznane dotychczas lipazy znacznie r6znia sie sekwencjg aminokwa-
séw w czesci biatkowej, posiadajg one podobne struktury przestrzenne (4,28-30).
Sa to hydrolazy zawierajgce osiem, zazwyczaj rownolegtych, struktur (3-faldowych
otoczonych z obu stron przez a-helisy. Enzymy te nalezg do serynowych esteraz,
ktére w centrach aktywnych posiadajg triade aminokwaséw katalitycznych: seryne,
histydyne i kwas asparaginowy lub glutaminowy oraz kilka reszt aminokwaséw sta-
bilizujgcych powstajacy w czasie reakcji intermediat - oksyanion. Do niedawna li-
pazy byly uwazane za enzymy o hydrofobowych wtasciwosciach, ze wzgledu na ich
oddziatywanie z niepolarnymi substratami. Poznanie ich sktadu aminokwasowego
wykazato, ze sg to biatka nie zawierajgce wiecej hydrofobowych aminokwaséw niz
inne. Do ich oddziatywania z nierozpuszczalnymi w wodzie substratami dochodzi
dzieki istnieniu w czasteczce lipazy tzw. ,miejsc hydrofobowych”.

Stwierdzono, ze enzymy te mozna sklasyfikowa¢ w grupy, charakteryzujace sie
zblizong sekwencja aminokwasow. Do takich nalezy np. grupa lipaz trzustkowych.
Wsrdd lipaz grzybowych podobng sekwencje aminokwaséw posiadajg lipazy wytwa-
rzane przez Candida rugosa i Rhizomucor. Z kolei, u bakterii podobne lipazy identyfi-
kowane sg w Pseudomonas i Staphylococcus. Petng klasyfikacje lipaz, zgodng z kryte-
rium podobienstwa sekwencji aminokwasOw, zamieszczono w tabeli 2.

Tabela 2
Klasyfikacja lipaz w oparciu na sekwencji aminokwaséw (4,28,29)
,Rodziny” lipazy Masa czasteczkowa Symbol lipazy
Lipazy zwierzece
lipazy trzustkowe 50 kDa PPL
Lipazy grzybowe
typu Candida rugosa 59-65 kDa CRL, GCL, CE
typu Rhizomucor 29-42 kDa CAL-B, RML, ROL, PcamL, HLL
nie sklasyfikowane ANL, CAL-A, CLL,
Lipazy bakteryjne
typu Pseudomonas 30-35 kDa PCL, PFL, CVL

typu Staphylococcus 68-73 kDa BTL2

symbole lipaz jak w tabeli 1.
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4. Reakcje katalizowane przez lipazy

Okazalo sie, ze in vitro w medium niewodnym lipazy katalizujg takze takie reak-
cje, ktére nie zachodzg w komérce. Sg to biegnace oddzielnie, nastepczo lub réw-
nolegle reakcje otrzymywania lub hydrolizy estrow innych niz triacyloglicerole, es-
tréw tiolowych, amidéw i wodoronadtlenkéw kwaséw karboksylowych. Spektrum
reakcji, ktére moga by¢ katalizowane przez lipazy zawarto w tabeli 3.

Tabela 3

Reakcje katalizowane przez lipazy

Nr

Rodzaj reakcji
hydroliza estréw
synteza estrow

transestryfikacje:

Schemat reakc;ji

RICOOR, - H,0 RrCOOH + R,OH
R.COOH -h R,0H <-> RICOOR, -h H,0

3a interestryfikacja RI1COOR? -h R3COOR4 <-> R1ICOOR4 + R3COOR2
3b alkoholiza R1COOR2 -h R30OH RI1COOR3 -h R20H

3c acydoliza RICOOR? + R3COOH R,COOR, -h R,COOH
4 hydroliza amidéw RICONHR, + H,0 RICOOH -h RjNH,

5 synteza amidéw R,COOH -f- R,NH2<-» RICONHR2 + H20

6 aminoliza ' R.COOR, + R3NH2 -> RICONHR3 + R70H

7 hydroliza estréw tiolowych RICOSR, + H20 <-> RiCOOH + R,SH

8 synteza estréw tiolowych RiICOOH + R,SH RICOSR, + H,0

9 synteza wodoronadtlenkéw kwaséw karboksylowych RCOOH + H202 RCOO-OH + H20

5. Specyficznos¢ lipaz

5.1. Specyficzno$¢ lipaz w reakcjach przemian tluszczéw prostych

Specyficznos¢ lipaz zwigzana jest ze sSrodowiskiem dziatania oraz chemiczng bu-
dowa sLibstratu. Ze wzgledu na regioselektywnos$¢ w stosunku do potozenia wigzan
estrowych hydrolizowanych w triacytoglicerolach lipazy (tab. 4) dzieli sie na:

- sn-1,3-specyficzne (hydrolizujgce wigzania estrowe w pozycji Ri lub R3 triacy-
loglicerolu),

- sn-2-specyficzne (specyficzne w stosunku do R2 triacyloglicerolu),

- niespecyficzne (hydrolizujgce wigzanie estrowe w dowolnym potozeniu triacy-
loglicerolu).
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Tabela 4

Regioselektywnos$¢ niektérych lipaz w reakcjach hydrolizy i transestryflkacji triacylogliceroli (4)

Lipaza — symbol Regioselektywnos$¢
ANL $rednio sn-l,3-selektywna
CAL-B sn-1,3-selektywna
CAL-A nieselektywna lub sn-2
CRL nieselektywna
CLL $rednio sn-l,3-setektywna
CVL $rednio sn-1,3-selektywna
GCL nieselektywna
HLL mato sn-1,3-selektywna
R)L mato sn-l,3-selektywna
PPL sn-1,3 -selektywna
PcamL wysoko sn-13-sefektywna
ProgL Srednio sn-l,3-seiektywna
PCL nieselektywna
PPL nieselektywna lub sn-l,3-selektywna
ROL (Amano D) wysoko sn-13-sdeklywna
ROL (Amano N) wysoko sn-13-seleklywna
RML $rednio sn-l,3-selektywna

Specyficznosé substratowa lipaz jest uzalezniona takze od budowy reszty acylo-
wej acyloglicerolu. Wiekszos$¢ z tych enzymoéw w niewielkim stopniu rozréznia na-
sycone kwasy ttuszczowe pod wzgledem dtugosci ich tancucha weglowego. Hydroli-
zujg one lub estryfikujg, ze zblizong szybkoscia, nasycone kwasy tluszczowe o diu-
gosci taricucha weglowego zawartego pomiedzy C2 a Cig.

Znacznie wyzsza specyficzno$¢ wykazuja lipazy wobec nienasyconych kwaséw
tluszczowych (tab. 5). Lipaza GCL na przyktad, preferuje hydrolize acylogliceroli za-
wierajacych kwasy ttuszczowe z podwojnym wiazaniem c/sA9. Odszczepia kwas ole-
inowy 100 razy szybciej niz kwas stearynowy (36-38). Lipaza ta zostata zastosowana
przez firme Nippon Oils & Fats do otrzymywania superczystych nienasyconych kwa-
séw ttluszczowych (4). Z kolei lipaza CRL wyrdznia kwasy erukowy (c/sAl3, C22)
i kwas y-linolowy (c/sA9, c/sA12, CI8) (39,40). Wykorzystujac te specyficznosé lipaz
mozna przeprowadzi¢ modyfikacje ttuszczOw polegajaca na wprowadzeniu polinie-
nasyconych kwasow ttuszczowych do triacylogliceroli zawierajacych kwasy nasyco-
ne (41-44).

llosciowy pomiar selektywnos$ci lipaz w srodowisku wodnym jest utrudniony
z powodu utatwionej migracji reszty acylowej acyloglicerolu. Badania te nalezy pro-
wadzi¢ w srodowisku rozpuszczalnikéw apolarnych, w ktérych migracja acylu za-
chodzi bardzo wolno. Poniewaz wiekszos¢ prac dotyczaca regioselektywnosci lipaz
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zostata wykonana w Srodowisku wodnym zdarza sie, ze w doniesieniach literaturo-
wych podaje sie sprzeczne informacje (4).

Tabela 5
Przyktady selektywnosci lipaz wzgledem kwaséw ttuszczowych (cyt. za 4)

Lipaza — symbol Selektywnos¢ Literatura
CAL-B,CRL, HLL, PCL, PPL, RML niewielka (45-47)
ProgL S, M>>L~ 47)
ROL M, L» (47)
GCL preferuje kwas erukowy (mD13C22) (48)
RML odréznia polinienasycone kwasy tluszczowe (49,50)
Lipaza z Brassica napus odrdznia kwasy ttuszczowe zawierajace wigzania CisA4 lub cisA6 (51)

GCL selektywna wobec podwdjnych wigzan cisA9 (52-54)

*S, M, L - w kolejnoSci: krétko-, érednio- i diugotaricuchowe kwasy tluszczowe

5.2. Specyficznos¢ w Srodowisku niewodnym

Stwierdzono eksperymentalnie, ze selektywnos¢ enzymow w rozpuszczalnikach
organicznych jest inna anizeli w wodzie, oraz moze by¢ regulowana przez zmiane
rozpuszczalnika (lub mieszaniny rozpuszczalnikéw). W srodowisku niewodnym lipa-
zy wykazujg stereo- i enancjospecyficznos¢ w stosunku do estréw, peptydéw, ami-
doéw i estrow tiolowych (24,55-63). Mozliwos¢ kontrolowania kierunku reakcji kata-
lizowanych przez enzymy oraz ich specyficznosci w srodowisku niewodnym spowo-
dowata rozwoj tzw. ,inzynierii rozpuszczalnikowej” (nazywanej tez szerzej ,inzy-
nierig srodowiska reakcji”, medium engineering), ktéra dostarcza alternatywnych roz-
wigzan dla inzynierii biatkowej (64). Wyraza sie ona w poszukiwaniu nowych zasto-
sowan handlowych preparatéw enzyméw w srodowiskach niekonwencjonalnych, jej
zaleta jest niski koszt i prostota wykonania, wada za$ niewielki (jak dotad) poziom
wiedzy teoretyczne;.

6. Mechanizm hydrolizy estrow

Orientacja przestrzenna centrum aktywnego lipaz jest w przyblizeniu lustrza-
nym odbiciem centrum aktywnego subtylizyny i chymotrypsyny. Fakt, ze centrum
aktywne lipaz ma taki sam charakter jak u proteinaz serynowych (65) sugeruje po-
dobny mechanizm katalizy z udziatem tych enzymow. Mechanizm ten pokazano na
przyktadzie hydrolizy estrow kwasu mastowego na rysunku 1 (cyt. za 4).
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oksyanion
Glu 341 wolny enzym Glu 341
o AL
0 o© 0 Td2
H.
t n NI o~ / Ser 209 ‘
\ Ser 209 N, Ala210 . Ala 210
His 449 HNA ~Gly 124 His 449 N oy 2oy 2
Gly 123
+ H20
Glu 341 acyloenzym
0 'O--i
-ROH (
Ser 209 N Ala 210
His 449 HNA  JAGly 124
"Gly 123
Gly 123

Rys. 1. Schemat hydrolizy estréw kwasu mastowego katalizowanej przez lipazy, uwzgledniajacy
tworzenie sie acylowej pochodnej enzymu oraz dwoch réznych, tetraedrycznych struktur przejsciowych
(numeracja aminokwaséw odpowiada centrum aktywnemu lipazy Candida rugosa - CRL). 1jI - ozna-
cza pierwsza tetraedryczng strukture przejsciowa zwigzang z tworzeniem pochodnej acylowej enzymu.
Uwalniany jest alkohol. Ten etap warunkuje selektywno$¢ lipaz w stosunku do alkoholi. Td2 - oznacza
druga tetraedryczng strukture przejsciowa, ktérej powstanie zwigzane jest z uwalnianiem acylu. Ten
etap determinuje selektywno$¢ lipaz w stosunku do kwasoéw.

Jaaskelainen i in. (66) zastosowali symulacje dynamiki molekularnej oraz kalkulo-
wali wielkosci potencjatdw elektrostatycznych kompleksu lipazy Rhizomucor miehei
z substratami. Stwierdzili, ze katalitycznie wazne wigzania wodorowe sg tworzone
tatwiej, kiedy kwas jest zlokalizowany w hydrofobowym, a ester w hydrofilowym re-
gionie centrum aktywnego. Postawiono hipoteze, ze r6znice miedzy wartosciami po-
tencjatow elektrostatycznych na powierzchni czasteczki lipazy moga pomagaé w od-
powiedniej orientacji tego biatka w przestrzeni miedzyfazowej. Petersen i in. (67) wy-
kazali, ze rozklad elektrostatycznego potencjalu na powierzchni molekuly lipazy
(bedacy funkcjg pH) oddziatuje w duzym zakresie na profil pH aktywnosci enzymaow.

7. Srodowisko reakcji katalizowanych przez lipazy
Srodowisko reakcji oddziatuje w sposéb szczegdiny na katalityczne wtasciwosci

lipaz (31-34). Na przebieg reakcji in vitro wplywajg nastepujgce czynniki (35):
- biologiczne; zrédio lipaz.
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- chemiczne: specyficznos¢ lipaz, sktad i wkasciwosci fazy organicznej, stezenie
wody, rodzaj substratéw i ich stezenia molowe, rodzaj i stezenia ewentualnych ak-
tywatorow reakcji (np. surfaktantéw), pH warstwy wody niezbednej (wyjasnienie
pojecia w rozdz. 7.2.),

- fizyczne: czas trwania reakcji, temperatura, wymiana masy i cisnienie w ukia-
dzie reakcyjnym.

Przy wysokim stezeniu wody w $rodowisku reakcji preferowana jest reakcja hy-
drolizy, podczas gdy jej niskie stezenie sprzyja reakcji syntezy. Reakcja ta jest odwra-
calna, poniewaz réznica energii swobodnej zwigzana ze zmiana kierunku reakcji hydroli-
za-synteza jest dla lipaz niewielka i wynosi ok. 16 kj mof® (68). Dlatego zmieniajac $ro-
dowisko z wodnego na niewodne mozna tak pokierowac reakcjg, by przebiegata
ona w kierunku syntezy: grupy acylowe z czasteczki donora przenoszone sg wOw-
czas na akceptory inne niz woda (69,70).

7.1. Woda

Woda jest naturalnym Ssrodowiskiem dziatania lipaz. Hydrofobowy charakter sub-
stratow (np. triacylogliceroli) powoduje, ze lipazy dziatajg na granicy faz (rys. 2), a ich
aktywnos¢ zalezy w duzej mierze od wielkosci powierzchni substratu dostepnej dla
enzymu (71). Dlatego w celu efektywnej hydrolizy triacylogliceroli w Srodowisku wod-
nym sg one przed reakcja emulgowane. W srodowisku rozpuszczalnikow apolarnych,
w ktérych hydrofobowe substraty sg rozpuszczalne, szybko$¢ hydrolizy acylogliceroli
jest wypadkowa aktywnosci lipazy oraz stezenia wody w srodowisku reakcji.

POWIETRZE
- .
I I l ' l | l | Monowarstwa
WODA
> EMULSJA
Monomer Micela
Si S2

S-i — substrat monomeryczny

S2+ S3+ S4 - ,,supersubstrat”

Rys. 2. Schemat rozmieszczenia molekut estréw w Srodowisku wodnym. Monomer (Sj), micela (Sz2), emul-
sja (S3), i zaadsorbowana monowarstwa estru na powierzchni wody (Sa) wspétistniejg w stanie rownowagi i re-
prezentuja dla lipazy potencjalne substraty: ,monomeryczny substrat” (Si) lub ,supersubstrat” (Sz -H Sz -t- Sa).
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Rys. 3. Model miedzyfazowej reakc;ji: li-
paza rozpuszczona w wodzie - nierozpusz-
czalny substrat (cyt. za 72). A - powierzch-
nia, V - objeto$¢, E - enzym, E* - enzym
w formie aktywnej (rozdz. 7.1.1.), S - sub-
strat, E*S - kompleks enzym-substrat, P -
produkt, k, - stala kinetyczna wigzania sub-
stratu z enzymem, k.) - stata kinetyczna dy-
socjacji substratu z kompleksu, kp - stata
kinetyczna adsorbcji enzymu na powierzch-
ni interfazy, kj - stata kinetyczna desorbcji
enzymu z interfazy, k*at - stala kinetyczna
katalizy.

Model opisujacy miedzyfazowa reakcje pomiedzy rozpuszczalng w wodzie li-
paza a kropla nierozpuszczalnego substratu zamieszczono na rysunku 3.

Aktywnos¢ lipaz w Srodowisku wodnym zalezy od ich Zrédta oraz temperatury
i pH Srodowiska. Zalezy ona takze od wrazliwosci enzymu na aktywacje lub inhibi-
cje przez takie czynniki jak jony metali, surfaktanty i inne (73-75).

Substancje powierzchniowo czynne odgrywaja wazng role w aktywnosci lipaz.
Emulgatory poza funkcjg rozwiniecia powierzchni substratu dostepnej dla enzymu
bezposrednio oddziatuja na aktywnos¢ lipaz (76-78). Surfaktanty dodane do $rodo-
wiska emulsji substratu w zaleznosci od ich stezenia mogg by¢ aktywatorami lub in-
hibitorami procesu katalitycznego.

7.1.1. Molekularne podstawy aktywacji miedzyfazowej

Cecha charakterystyczng lipaz, wyrdzniajgca je sposrdd innych enzymoéw jest
wiasciwos¢ miedzyfazowej aktywacji w obecnosci apolarnego substratu zawieszo-
nego w Srodowisku wodnym.

Molekularne podstawy tego zjawiska sg dyskutowane od dawna. BrockerhofF
(71) zaproponowat tzw. teorie substratowg, w ktérej uwydatnia sie role takich czyn-
nikow jak stezenie i forme substratu w przestrzeni miedzyfazowej lipid-woda. De-
snuelle i in. (79) postulowali zmiany konformacyjne w biatku lipazy po jego adsorbcji
w interfazie. Rozwigzanie pierwszej krystalograficznej struktury lipazy dostarczyto
dowodoéw potwierdzajacych wczesniejsze teorie, okazalo sie bowiem, ze centrum
aktywne enzymu jest niedostepne dla rozpuszczalnika, jezeli znajduje sie on w $ro-
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dowisku wodnym. Opisane w literaturze, wykonane z wysoka rozdzielczoscig struk-
tury kolejnych lipaz pokazuja, ze z wyjatkiem kutynazy (cutinase) (80,81) i acetylo-
cholinoesterazy (4) enzymy te zawierajg zlokalizowanag nad centrum aktywnym am-
fipatyczng domene polipeptydowa o helikalnej strukturze, nazwang takze ,wiecz-
kiem” {lid lubflap). Grochulski i in. (82) stwierdzili, ze lipaza C. rugosa w Srodowisku
o0 niskiej sile jonowej krystalizuje w konformacji zawierajgcej otwarte ,wieczko”. Li-
pazy wykazujg niewielkg aktywnos¢ w stosunku do rozpuszczalnych w wodzie sub-
stratow, poniewaz ,wieczko” zakrywa centrum katalityczne. Zetkniecie nierozpusz-
czalnego substratu z biatkiem lipazy generuje w tym biatku zmiany konformacyjne,
w wyniku ktérych ,wieczko” odkrywa centrum katalityczne i aktywno$¢ enzymu
wzrasta. Nowo powstata konformacja lipazy jest prawdopodobnie stabilizowana
przez elementy strukturalne obecne w molekule enzymu (4,83-89). Uwaza sie, ze
mechanizm aktywacji miedzyfazowej lipaz moze sie okazac bardziej skomplikowany,
poniewaz np. lipazy z Pseudomonas aeruginosa (CVL i CAL-B) nie wykazujg aktywacji
miedzyfazowej, a posiadajg ,wieczko”. Natomiast lipaza ze Staphylococcus hyicus
podlega zjawisku aktywacji miedzyfazowej jedynie w obecnosci niektoérych substra-
téw. Podobnie, w grupie enzymow trzustkowych znaleziono nowa tzw. coypu lipaze,
ktéra posiada ,wieczko” ztozone z 23 aminokwaséw, homologiczne w stosunku do
.Klasycznej” lipazy trzustkowej, lecz enzym ten nie ulega aktywacji miedzyfazowej
(4,71).

7.2. Rozpuszczalniki organiczne

Rozpuszczalniki organiczne, powszechnie znane jako substancje denaturujgce
biatka, mogg stanowi¢ srodowisko reakcji dla wielu przemian enzymatycznych in vi-
tro (32,33,46,90-99). Dotyczy to zwtaszcza tych reakcji, w ktérych substraty sg nie-
rozpuszczalne w wodzie, lub dla ktérych mozliwos¢ przesuniecia rownowagi reakcji
metodami chemii organicznej (dodanie nadmiaru jednego z substratow, usuwanie
produktu, np. estru lub wody za pomocag destylacji mieszaniny azeotropowej lub
uzycie $rodka odwadniajacego) jest istotnie ograniczona.

Woda podczas przemian katalizowanych przez lipazy w srodowisku niewodnym
stanowi zaréwno element srodowiska, jak ijeden z produktéw reakcji, a jej znacze-
nie w katalizie nalezy uzna¢ za podstawowe. W Srodowisku rozpuszczalnikdw orga-
nicznych obecnos$¢ wody nie tylko wptywa na wartos¢ statej rownowagi reakcji, lecz
przede wszystkim jej czagsteczki, wysycajgc hydrofilowe regiony, utrzymujg katali-
tyczng konformacje enzymu w srodowisku hydrofobowym. Tworzy ona bardzo cien-
kg warstewke zewnetrzna, ktdra stabilizuje katalityczng konformacje enzymu i dla-
tego nazywa sie jg warstwg wody niezbednej lub wodg niezbedng (30,31,33,100,
101). Schemat lokalizacji wody w srodowisku reakcji syntezy estréw zamieszczono
na rysunku 4 (31).
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Usuwanie wody
(pochtaniacze,
zmniejszenie
cisnienia)

Zawarta Woda w Srodowisku Wydzielona w reakcji
w rozpuszczalniku reakcji

Faza rozpuszczalnika
(uktad dwufazowy,
micele odwrécone)

Niezbedna do
zachowania
konformacji lipazy

Rys. 4. Lokalizacja wody w organicznym Srodowisku reakcji. Linie kropkowane oznaczajg szczeg6lny
rodzaj oddziatywan woda-rozpuszczalnik-lipaza decydujacych o aktywnej konformacji enzymu.

Stwierdzono, ze lipazy i inne enzymy moga by¢ stabilne w Srodowisku apolar-
nych rozpuszczalnikow w warunkach ekstremalnych, tj. w temperaturze 100-140°C
(35,102-104). Mechanizm stabilizacji biatek w podwyzszonej temperaturze nie jest
do konca wiadomy. Znaczgce udzialy energii stabilizacji pochodzg z oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy polarnymi i zjonizowanymi grupami (wigzania wodo-
rowe, oddziatywania pomiedzy dipolami i pary jonowe) oraz efektéw hydrofobo-
wych, w ktérych biora udziat reszty niepolarne. Fizyczna natura tych ostatnich jest
obecnie rozwazana jako pochodzaca z entropii i entalpii, dlatego ze stwierdzono
w oddziatywaniach hydrofobowych znaczny udziat sit van der Waalsa. Oszacowanie
wplywu temperatury, cisnienia, tadunku, aktywnosci wodnej na swobodng energie
stabilizacji bialek pozostaje do dzi§ problemem nie rozwigzanym (105).

Generalnie, apolarne rozpuszczalniki organiczne, z racji swoich wtasciwosci (brak
zdolnosci tworzenia wielokrotnych wigzan wodorowych), generujg zmiany konfor-
macyjne, ktére powoduja silniejsze oddziatywania elektrostatyczne wewnatrz mole-
kuty biatka, czego efektem jest usztywnienie jego struktury. Ogranicza to mozli-
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wos¢ zmian konformacyjnych enzymu w trakcie katalizy, co w ostatecznym efekcie
przektada sie na obnizenie jego aktywnosci.

Elementami sprzyjajgcymi zachowaniu aktywnej konformacji lipazy w $rodowi-
sku apolarnym jest usztywniajgce oddziatywanie warstwy wody niezbednej oraz
sama budowa centrum aktywnego enzymu. Hydrofobowy charakter tego centrum
sprawia, ze substancje o podobnym charakterze moga wykazywaé¢ dziatanie ochron-
ne wzgledem tego rejonu biatka lipazy (4,64).

Dotychczas nie wiadomo, co decyduje o przydatnosci danego rozpuszczalnika
jako sSrodowiska biokatalizy. Wewnetrzne upakowanie tancucha polipeptyJowego
oraz zewnetrzne jego oddziatywania z rozpuszczalnikami jest zazwyczaj indywidu-
alnie optymalizowane przez biatko (105). Wiadomo, ze rozpuszczalniki organiczne
moga w réznorodny sposob oddziatywac z molekutg biatka. Moga sie one specyficz-
nie wigzac¢ z enzymem nie dopuszczajgc do utworzenia kompleksu enzym-substrat,
moga zmienia¢ stan réwnowagi katalizowanej reakcji, wchodzi¢ w reakcje z enzy-
mem, stabilizowac lub destabilizowa¢ enzym oraz w rozmaity sposéb wptywaé na
szybkos¢ katalizowanej reakcji. Obecnie znane sg jedynie podstawowe kryteria do-
boru rozpuszczalnika organicznego w reakcji syntezy estréw, sformutowane w spo-
séb raczej dogmatyczny przez Laane i in. (106,107): ,Rozpuszczalnik powinen mie-
sza¢ sie w sposOb ograniczony z wodg oraz zakldcac¢ warstwe wody niezbednej en-
zymu w stopniu mozliwie najmniejszym”. Bardzo przydatne, szczeg6lnie podczas
systematyzacji wynikéw, jest kryterium polarnosci medium, liczoie jako
suma statych hydrofobowych poszczegdlnych atoméw (106,107), wyrazoie jako
log P. Jezeli sita wigzania warstwy wody niezbednej z lipazg jest duza, tc enzym
moze wykazywac zdolno$¢ do syntezy estrow takze w rozpuszczalnikach miesza-
jacych sie z wodg (108). Sita wigzania, rejony wystepowania i grubos¢ warstvy wody
niezbednej jest cecha indywidualng enzymu uzalezniong od jego chemicznej Dudowy
i struktury przestrzennej oraz usytuowania w strefie powierzchniowej bial<a grup
funkcyjnych (108). Poniewaz dotychczas poznano strukture przestrzenng jedynie
kilku lipaz, je.st oczywiste, ze w zasadzie wyboru najlepszego rozpuszczalnika mo-
zna dokonac jedynie empirycznie.

8. Zakonczenie

Wiasciwosci lipaz, ktore powoduja tak duze i ciggle wzrastajgce nimi zairtereso-
wanie, to nie tylko zdolnos¢ hydrolizy ttuszczéw w Srodowisku wodnym, lecz takze
unikatowe ,uzdolnienia” tych enzymow w srodowisku niewodnym, ktére spowodo-
waly rozwoéj nowej gatezi biotechnologii nazywanej ,biokatalizag w niekonwencjo-
nalnych mediach” (109) lub enzymologig niewodng (62). Ogromny postep |aki na-
stapit w ciggu ostatnich lat w tej dziedzinie sprawit, ze lipazy znalazlty wiee prak-
tycznych zastosowan. Wszedzie tam gdzie wystepuje potrzeba hydrolizy ttiszczéw
jadalnych, usuwania zabrudzen tluszczowych, modyfikacji sktadu ttuszczow, otrzy-
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mywania ,zielonych” bioemulgatoréw (np. mono- i diacylogliceroli lub estrow sa-
charydéw), produkcji kosmetykdéw i srodkéw zapachowych, produkcji lekéw, pro-
dukcji smaréw i sktadnikéw paliw oraz produkcji poliestréw coraz czesciej stosuje
sie lipazy.

Praca finansowana byta z grantu Komitetu Badan Naukowych PBZ KBN nr 021/PO6/99/22.
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