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Summary

Properties of microbial lipases important in practical applications are
briefly described. Applications of lipases in wide branches of industry are pre-
sented. Potential fields of lipases applications are also discussed.
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1. Wprowadzenie

Lipazy (acylohydrolazy triacylogliceroli; EC 3.1.1.3) sg enzy-
mami powszechnie wystepujacymi w przyrodzie. W organizmach
zwierzat roznorodne lipazy uczestniczg w procesach trawienia,
wchtaniania i wydalania thuszczéw, jak réwniez w metabolizmie
lipoprotein. Lipazy roélinne wystepujg w duzych iloSciach w tkan-
kach stanowigcych rezerwy energetyczne roslin. Rowniez liczne
gatunki bakterii, drozdzy i grzybow strzepkowych wytwarzajq te
enzymy.

Lipazy w $rodowisku wodnym katalizujg hydrolize triacylogli-
ceroli do kwasow ttuszczowych, di- i monoacylogliceroli oraz
glicerolu. Istnieje wiele zastosowan procesu hydrolizy ttuszczow
w przemysle: wytwarzanie kwasow ttuszczowych z olejow natu-
ralnych; usuwanie ttuszczdw i olejow z tkanin (wiokien), skor
i Sciekow; produkcja mono- i digliceryddw oraz modyfikacja su-
rowcow w przemysle spozywczym.



Kierunki i perspektywy zastosowania lipaz

W ciggu ostatnich kilkunastu lat, obok zastosowania lipaz w srodowiskach wod-
nych z udziatem nierozpuszczalnych substratéw, coraz wiecej zastosowan dotyczy
przetwarzania szerokiej gamy nierozpuszczalnych substratow w systemach bez-
wodnych z udziatlem immobilizowanych enzymdw. Fakt, ze lipazy pozostajg aktyw-
ne w rozpuszczalnikach organicznych znacznie poszerzyt mozliwosci wykorzystania
tych enzyméw w przemysle chemicznym. W warunkach prawie bezwodnych lipazy
moga katalizowa¢ réznorodne reakcje, takie jak synteze estrow, transestryfikacje,
regioselektywng acylacje, a nawet synteze peptydéw. Wysoka stereoselektywnosé
lipaz jest wykorzystywana do syntezy zwigzkdw enancjomerycznie czystych.

W artykule przedstawiono gtéwne obszary zastosowania lipaz oraz przedyskuto-
wano mozliwie kierunki rozwoju aplikacji tych enzyméw.

2. Wystepowanie i ogdlna charakterystyka lipaz

Lipazy sg klasyfikowane jako hydrolazy serynowe, ktére nie potrzebujg kofakto-
ra. Enzymy te naleza do glikoprotein i zawierajg od 2 do 15% cukrowcow (1). Hydro-
lazy triacyloglicerolowe sa grupg enzymow lipolitycznych katalizujacych rozpad wigzan
estrowych wchodzacych w skiad czasteczek lipidéw: tri-, di-, i monoacylogliceroli,
ktére sg ich naturalnymi substratami. Przedstawiana grupa enzymoéw wykorzystuje
jako substraty takze inne nierozpuszczalne w wodzie, nisko- i wysokoczasteczkowe
zwigzki organiczne, takie jak estry, poliestry czy woski.

Lipazy sg enzymami szeroko rozpowszechnionymi w $wiecie roslinnym i zwie-
rzecym ze wzgledu na ich podstawowe znaczenie we wszystkich etapach metaboli-
zmu ttuszczowcow. U zwierzat wyzszych rozne specyficzne lipazy kontrolujg proce-
sy trawienia ttuszczéw. U roslin wystepuja szczeg6lnie obficie w tkankach przecho-
wujacych materiaty zapasowe, przede wszystkim w nasionach.

Wiele koncernéw biotechnologicznych i chemicznych oferuje caly szereg
oczyszczonych lipaz pochodzenia mikrobiologicznego, zaréwno w postaci liofiliza-
tu, jak i enzymoéw unieruchomionych na rozmaitych nosnikach. Bogata oferta han-
dlowa w tej dziedzinie stwarza mozliwo$¢ bardzo doktadnego wyboru preparatu
w zaleznosci od zatozen projektowych okres$lonego procesu doswiadczalnego lub
produkcyjnego. W tabeli | zestawiono najczesciej stosowane lipazy.

W zaleznosci od preferencji substratowych enzymu wyrdzni¢ mozna kilka rodza-
jow selektywnosci lipaz.
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Tabela 1
Przykfady komerq'jnie dostepnych lipaz pochodzenia mikrobiologicznego (2)
Po::;;;zme Mikroorganizm - Zrédio enzymu Oferta handlowa
Candida rugosa {C. cylindracea) Amano, Biocataiysts, Boehringer Mannheim,
Fluka, Genzyme, Sigma
grzybowe Candida antarctica Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
Humicola lanuginose {Thermomycetes lanuginosus) ~ Novo Nordisk, Boehringer Mannheim
Rhizomucor miehei Novo Nordisk, Biocataiysts, Amano
Pseudomonas cepacia (Burkholderia cepacia) Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
bakteryjne Pseudomonas alcaligenes Genencor
Pseudomonas mendocina Genencor
Chromobacterium viscosum Ashai, Biocataiysts

2.1. Specyficznos¢ wzgledem rodzaju substratu

Wiele lipaz z rézng szybkoscig katalizuje reakcje, w ktorych substratami sg
mono-, di- lub triacyloglicerole. Na przyktad lipaza z Penicillium cyclopium hydrolizuje
gtéwnie mono- i diacyloglicerole za$ reakcja z udziatem triacylogliceroli przebiega
bardzo powoli (3).

2.2. Specyficznos¢ wzgledem potozenia reszty kwasowej w triacyloglicerolach

W zaleznos$ci od pozycji reszty kwasowej w czasteczce acyloglicerolu, lipazy po-
dzieli¢ mozna na dwie grupy: selektywne wzgledem pozycji 1,3- (lipazy sn 1,3- se-
lektywne) oraz nieselektywne. Wiekszosci lipaz pochodzenia mikrobiologicznego
przypisuje sie selektywno$¢ wzgledem podstawienia grup hydroksylowych resztami
kwas6w ttuszczowych, jednak specyficznos¢ te traktuje sie jako zmienna: od abso-
lutnej, poprzez staba, az do zupetnego braku selektywnosci w wyborze wigzania es-
trowego w zaleznosci od konkretnego substratu (4). Okreslenie selektywnosci kom-
plikuje ponadto wystepowanie nieenzymatycznej migracji grupy acylowej z pozycji
sn 2 na pozycje sn 1

W przemysle ttuszczowym i olejowym specyficzno$¢ pozycyjna jest wazna ze
wzgledu na mozliwo$¢ otrzymywania pozadanych produktéw hydrolizy badz estry-
fikacji. Dla przyktadu mozna otrzymac 2-acyloglicerole, lub 2,3-diacyloglicerole w o-
becnosci sn 1,3-selektywnej lipazy. Przy uzyciu sn 1,3-selektywnej lipazy mozna
wprowadzi¢ pozadane kwasy ttuszczowe tylko w te pozycje, pozostawiajac nienaru-
szong reszte kwasowa w pozycji sn 2. Uzywajac lipaz niespecyficznych w transestry-
fikacji, mozna uzyska¢ mieszaniny estrow o sktadzie podobnym do tych uzyskiwa-
nych metodami chemicznymi.
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2.3. Regioselektywnos¢ lipaz

Lipazy posiadajg takze zdolnos¢ katalizowania reakcji acylacji i deacylacji jednej
z grup hydroksylowych catego szeregu substratéw organicznych takich jak: weglo-
wodany i ich pochodne, alkohole i alkaloidy wielohydroksylowe oraz niektore stero-
idy. Lipazy wykazujg w przypadku tych zwigzkdw wysokga regioselektywnosé, tzn.
katalizujg przemiane grup potozonych tylko w Scisle okre$lonym obszarze czastecz-
ki. Dobrymi przyktadami moga by¢ preparaty enzymatyczne uzyskane z Candida an-
tarctica oraz z Pseudomonas fluorescens. Pierwszy z tych enzymdw odznacza si¢ bar-
dzo wysokg regioselektywnoscig wzgledem pierwszorzedowej grupy hydroksylowej
w reakcji acylacji 2'-deoksynukleozydu, jakim jest tymidyna. Natomiast drugi wyka-
zuje selektywnos¢ wzgledem grupy 3'tymidyny (identyczng regioselektywnoscig
charakteryzujg sie takze hydrolazy triacyloglicerolowe wyizolowane z komorek Can-
dida rugosa oraz z komérek trzustki ludzkiej) (5).

2.4. Stereoselektywnos¢ lipaz

Istotna cechg lipaz jest ich stereoselektywnos$é, co oznacza, ze w mieszaninie ra-
cemicznej zwigzku chemicznego Katalizujg one przemiany tylko jednego z obec-
nych w niej czastek enancjomeru (R)- lub (S)-.

W ostatnich latach zastosowanie enzymdw do produkcji zwigzkdéw optycznie czyn-
nych stato sie¢ bardzo udang alternatywa wobec syntezy chemicznej. W szczegdlnosci
dwie izomeryczne postaci lipazy z Candida rugosa (C. cy/indracea) staty sie wszechstron-
nie wykorzystywanymi katalizatorami reakcji transestryfikacji z udziatem racemicznych
mieszanin estréw i alkoholi (6). Innym duzo bardziej specjalistycznym przyktadem ste-
reoselektywnosci jest reakcja estryfikacji (R,S)-ibuprofenu katalizowana przez lipaze
typu B z Candida antarctica. W zaleznosci od sktadu mieszaniny reakcyjnej mozna regu-
lowac ilos¢ powstajacych estrow réznych alkoholi S- izomeru. Szybkos$¢ tworzenia es-
trow przez enancjomer (R)-ibuprofenu zaleznajest od jego stezenia (7).

2.5. Selektywnos$¢ wobec kwaséw karboksylowych

Budowa kwasdw thuszczowych wystepujacych w triacyloglicerolach wpltywa na
szybkos$¢ reakcji enzymatycznych katalizowanych przez lipazy. Efekt potozenia roz-
galezienia w czgsteczce kwasu karboksylowego najdokiadniej zbadano w reakcji
syntezy estrow oktylowych katalizowanej przez lipaze pochodzaca z komdrek Rhi-
zomucor miehei (8). Podstawienie grupy metylowej w pozycje wegla 2, 3 i 4 kwasu
thuszczowego uzytego do reakcji spowalniato szybkos¢ estryfikacji odpowiednio
0 41, 21 i 84% w poréwnaniu do kwasu nierozgatezionego. Podstawienie kwasu
grupg etylowa catkowicie hamowato przebieg reakcji.
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Lipaza wyizolowana z komdrek Geotrichum candidum jest przyktadem enzymu
0 wysokiej selektywnosci wobec kwasu ttuszczowego. Katalizuje ona prawie wy-
facznie hydrolize estréw izomer6w cis- nienasyconych kwasow ttuszczowych zawie-
rajacych podwojne wigzanie w pozycji 9 (cis-A9), czyli np. kwaséw: oleinowego, li-
nolowego, linolenowego (9).

Lipazy wykazuja takze selektywnos¢ wzgledem ilosci wigzan podwojnych w czas-
teczce kwasu ttuszczowego oraz ich konformacji (cis-, trans-). Wynikaja z tego roz-
nice w wydajnosciach reakcji estryhkacji wzgledem poszczeg6lnych kwasow. Wias-
ciwos¢ takg posiadajg preparaty uzyskane z komérek Candida rugosa (C. cylindracea),
Mucor miehei oraz z Candida antarctica (10).

3. Zastosowania lipaz

3.1. Przemyst mleczarski

Lipazy sg szeroko wykorzystywane w przemysle mleczarskim do hydrolizy ttusz-
czu mleka. Preparaty lipaz stuza gtownie do polepszenia walorow smakowych se-
row i przyspieszenia procesu ich dojrzewania.

Kwasy ttuszczowe, uwolnione podczas dziatania lipaz na tluszcz mleka, obda-
rzajg sery specyficznym smakiem i aromatem. Uzycie lipaz uwalniajacych gtdéwnie
kwasy o krétkich tancuchach (C4, C6) przyczynia sie do powstania seréw o ostrym
posmaku i zapachu. Z kolei zastosowanie lipaz uwalniajgcych kwasy o $rednigj
dtugosci fancucha (CI2, C14), nadaje serom smak stodki. Uwolnione kwasy ttuszczo-
we biorg takze udzial w reakcjach chemicznych i sg przeksztatcane z udziatem mi-
kroflory obecnej w serach. Wszystkie te czynniki przyczyniajg sie do powstawania
zwigzkoéw takich jak acetooctany, ketokwasy, ketony metylowe, laktony, oraz ca-
tego szeregu estrow, ktdre ksztattujg smak serow (11).

Tradycyjnymi, stosowanymi od lat zrédtami lipaz stuzacych do podniesienia sma-
ku serdw, sa tkanki zwierzece, takie jak trzustka Swinska i bydleca oraz pregastrycz-
ne lipazy zwierzece. Handlowe preparaty pregastryczne dostepne sg w formie: wy-
ciagébw ptynnych, past oraz proszkéw.

Dopiero od stosunkowo niedawna w procesach wytwarzania seréw zaczeto sto-
sowac lipazy pochodzenia mikrobiologicznego. Do tego celu uzywa sie preparatow
uzyskanych z grzybdw strzepkowych Rhizomucor miehei, Aspergillus niger i Aspergillus
oryzae oraz kilku innych gatunkéw. Preparaty takie nie tylko podnosza walory sma-
kowe i przyspieszajg dojrzewanie niektérych seréw, ale rowniez w wielu przypad-
kach catkowicie zastepujq preparaty pregastryczne.

Poprzez dodanie odpowiednich lipaz lub ich mieszanin do mleka krowiego
uzyskuje sie wyroby imitujace sery owcze lub kozie (sery typu Feta, Manchego, Ro-
mano).
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Lipazy odgrywajg znaczaca role w przygotowaniu tzw. seréw modyfikowanych
enzymatycznie EMC (Enzymatic Modified Cheese). Sg to sery inkubowane w podwyz-
szonej temperaturze i w obecnosci enzymdw w celu wytworzenia preparatu smako-
wego, ktéry stuzy jako dodatek do innych produktéw spozywczych takich jak: sosy,
zupy, przyprawy, przekaski. Stezenie wolnych kwaséw ttuszczowych w EMC jest 10
razy wieksze niz w innych serach (12).

3.2. Produkcja estrow smakowych

Zastosowanie preparatéw lipaz pochodzenia mikrobiologicznego pozwolito na
zsyntetyzowanie wielu estréw smakowych drogg transestryfikacji. Lipazy wykorzy-
stano takze w produkcji estrow etylowych kwasow alifatycznych. Katalizujg one syn-
teze estrow etylowych kwaséw od heksanowego do oleinowego. Stwierdzono, ze
szybkos¢ reakcji zalezy od dtugosci taricucha kwasu, najwiekszg szybkos¢ uzyskano
dla kwasu dekanowego (13). Estry etylowe tych kwaséw, gtdwnie heksanowego
i laurynowego, o aromacie owocowym uzywane sg w duzych ilosciach w przemysle
spozywczym. Prowadzone byty takze badania nad wykorzystaniem lipaz w reakcjach
estryfikacji rozgatezionych alkoholi pierwszorzedowych (od etanolu do heksanolu)
z wymienionymi kwasami. Réwniez w tym przypadku najwiekszg szybkos$é reakcji
stwierdzono dla kwasu dekanowego (13).

Zmodyfikowana lipaza z Candida rugosa (Span 85®) zostata wykorzystana jako ka-
talizator reakcji estryfikacji geraniolu i kwasu octowego w izooktanie (14). Produkt,
octan geranylu, jest waznym sktadnikiem substancji smakowych i zapachowych.

3.3. Wytwarzanie kwasow ttuszczowych, mono- i diacylogliceroli

Hydroliza ttuszczéw byla pierwszym obszarem przemystowych zastosowan li-
paz. W produkcji czekolady preparaty lipaz powoduja powstawanie kwaséw ttusz-
czowych poprawiajacych smak i aromat produktéw czekoladowych. W cukiernic-
twie wykorzystywane sg do hydrolizy pozostatosci ttuszczu w suchej albuminie jaj
zwiekszajac tym samym zdolno$¢ tworzenia piany i poprawiajac jakos$¢ (smaku i wy-
gladu) wyrobow cukierniczych. W produkcji jedwabiu lipazy wykorzystywane sg do
odttuszczenia fibroiny.

Chemiczne procesy hydrolizy ttuszczéw, prowadzone w obecnosci katalizato-
row nieorganicznych sg wprawdzie efektywne, ale powodujg powstawanie niepo-
zadanych produktéw ubocznych, np. polimeréw wyzszych kwasow ttuszczowych
czy weglowodoréw. W porédwnaniu z nimi enzymatyczne metody hydrolizy maja
caly szereg zalet: mozliwos¢ otrzymania produktéw o pozadanej budowie chemicz-
nej, brak produktéw ubocznych, umiarkowane warunki prowadzenia procesu powo-
dujace ich mniejsza energochtonnos¢ (15).
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Czesciowa hydroliza olejéw, prowadzaca do powstania di-, a nastepnie mono-
acylogliceroli, jest kolejnym mozliwym zastosowaniem enzymatycznej hydrolizy
thuszczOw w celu wytworzenia produktu o wartosci handlowej (16,17). Dob6r odpo-
wiedniej sn 1,3-selektywnej lipazy i warunkéw reakcji prowadzi do produkcji réz-
nych mono- i diacylogliceroli.

Monoacyloglicerole sg powszechnie stosowane w przemysle spozywczym jako do-
datki do zywnosci. Ich wiasciwosci chemiczne powoduja, ze sg wykorzystywane jako
emulgatory czy tez Srodki pianotworcze lub zelujace, do produkcji fosfolipidéw oraz
wigzania zwigzkéw smakowo-zapachowych. Powszechnie sg takze uzywane jako za-
mienniki thuszczu w produktach mleczarskich o0 zmniejszonej jego zawartosci.

Alternatywng do hydrolizy metodg otrzymywania mono- i diglicerydéw z trigli-
cerydéwijest ich alkoholiza, réwniez katalizowana przez lipazy. Dokfadne poznanie
tego procesu moze stworzyé nowe mozliwosci przemystowych zastosowan lipaz.
W badaniach przeprowadzonych przez Millgvista i wsp. (18) wykorzystano 22 pre-
paraty lipaz immobilizowanych na no$nikach, do katalizowania reakcji etanolizy: tri-
glicerololaurynianu, triglicerolokaprynianu i triglicerolopalmitynianu w obecnosci
rozpuszczalnikéw organicznych. Celem badan byto uzyskanie maksymalnego steze-
nia diacylogliceroli. Okazato sie, ze najwieksze wydajnosci procesu uzyskuje sie
w reakcjach przy udziale biokatalizatorow pochodzacych z komorek Penicillium sp.
W reakcji katalizowanej przez lipaze z Penicillium roquefortii, otrzymano ponad 75%
wydajnos¢ alkoholizy dilaurynianu. W powstatej mieszaninie reakcyjnej 95% produk-
tu stanowit 1,2-dilaurynian. Ten sam zespot badaczy przeprowadzit takze badania
reakcji alkoholizy triglicerydéw, prowadzonej przy udziale immobilizowanej na celi-
cie lipazy z Rhizopus arrhizus, ktérej celem byto otrzymanie izomerycznie czystych
2-monoglicerydéw. Zbadano wptyw rodzaju alkoholu i jego stezenia na przebieg re-
akcji. Najwyzsza wydajnos¢ (97%) otrzymano dla etanolu (19).

Innym sposobem otrzymywania mono- i diacylogliceroli jest enzymatyczna glice-
roliza. jako substraty mozna stosowac zastosowany caty szereg zwigzkow ttuszczo-
wych: oleje roslinne oraz tluszcze pochodzenia zwierzecego. O szybkosci i wydaj-
nosci glicerolizy decyduje wiele czynnikéw, m.in. rodzaj biokatalizatora i substratu
oraz ich wzajemne stosunki ilosciowe, a takze zawarto$¢ wody w ukladzie reakcyj-
nym. Czynnikiem, od ktérego w duzej mierze zalezy wydajno$¢ procesu jest tempe-
ratura. Optymalna temperatura glicerolizy zalezy od temperatury topnienia uzywa-
nego ttuszczu (20).

Mozliwe jest takze otrzymywanie mono- i diacylogliceroli w reakcji estryfikacji
prowadzonej w rozpuszczalnikach organicznych z udziatem lipaz (21).

3.4. Synteza strukturyzowanych triacylogliceroli

Wiasciwosci i wartos¢ handlowa olejow i ttuszczow zalezy od rodzaju kwasow
thuszczowych wchodzacych w ich skiad. Tradycyjnie poprawe wiasciwosci thuszczdw
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niskiej jakosci uzyskuje sie poprzez dodanie naturalnych ttuszczéw i olejow o réz-
nym skiadzie, albo w reakcjach transestryfikacji, przy udziale katalizatoréw alkalicz-
nych. Dziatanie katalizatoréw alkalicznych jest jednak niespecyficzne, skutkiem cze-
go nie uzyskuje sie produktow o pozadanej charakterystyce fizykochemicznej.

Typowym przyktadem wysokowartosciowej mieszaniny asymetrycznych triglice-
rydoéw jest masto kakaowe. Zawiera ono przewaznie w pozycjach sn 1,3 kwasy
thuszczowe nasycone, a w pozycji sn 2 jednonienasycony kwas oleinowy (kwas cis-9-
-oktadekanowy). Kwasy oleinowy, stearynowy i palmitynowy stanowig ponad 95%
wszystkich kwasdw zawartych w masle kakaowym. Najwazniejsza wiasciwoscig opi-
sywanego produktu, decydujgcg 0 jego zastosowaniu, jest krystaliczna struktura
i bardzo wyrazny zakres temperatur topnienia (25-35°C). W temperaturze pokojo-
wej ma ono posta¢ kruchego ciata statego, ale kompletnie sie rozpuszcza po wioze-
niu do ust, nie pozostawiajac przy tym ttustego posmaku. Sposéb produkcji po-
chodnych masta kakaowego przy zastosowaniu sn 1,3-selektywnych lipaz zostat do-
brze poznany i opatentowany ok. 20 tat temu przez firmy Unilever i Fuji Oil. W oby-
dwu przypadkach proces ten polegat na prowadzonych przy udziale lipazy proce-
sach: transestryfikacji i kwasolizy taniego oleju, takiego jak np. olej palmowy (frak-
cja $rednia), odpowiednio triglicerolostearynianem lub kwasem stearynowym. Pro-
cesy prowadzono w sposob ciaggly lub okresowy, bez uzycia dodatkowego rozpusz-
czalnika. Unilever zaniechat jednak prowadzenia procesu ze wzgledu na znaczny
spadek cen masta na Swiatowym rynku, ale Fuji Oil wcigz produkuje pochodne
masta kakaowego (22,23).

Analogiczna metoda jest stosowana przy otrzymywaniu strukturyzowanych tri-
glicerydow (structured triglicerydes) posiadajgcych cenne wihasciwosci odzywcze lub
dietetyczne. Dla przykfadu, 1,3-oleilo-2-palmityloglicerol (OPO) jest waznym skiad-
nikiem w zywieniu niemowlat. Ttuszcz mleka ludzkiego zawiera kwas palmitynowy
w pozycji 2-, ktory jest bardzo dobrze wchianiany w organizmie niemowlecia, jed-
nak tluszcze wchodzace w sktad ptynéw ustrojowych noworodka zawierajg kwas
palmitynowy w pozycjach 1,3-. jego uwalnianie moze prowadzi¢ do tworzenia sie
stabo wchianialnych soli wapniowych (mydet) tego kwasu, co przejawia si¢ niestraw-
noscig oraz ubytkiem wapnia z organizmu. Substratem do syntezy OPO in vitro jest
tripalmitynian glicerolu (otrzymywany z olejéw roélinnych). Proces wytwarzania jest
dwustopniowy - najpierw zachodzi etanoliza z pozycji 1,3- w wyniku, ktorej uzy-
skuje sie 2- monopalmitynian, a nastepnie prowadzi sie estryfikacje kwasem oleino-
wym w pozycjach 1,3- uzyskujac OPO. Najlepsze rezultaty odnotowano wykorzy-
stujac sn 1,3-selektywne lipazy z Rhizopus delemar i Rhizomucor miehei (24).

Acidoliza katalizowana przez sn 1,3-selektywne lipazy umozliwia takze wytwa-
rzanie innej grupy produktéw o waznej wartosci odzywczej: Sredniotaricuchowych
triglicerydéw kwasow oktanowego i dekanowego. Powszechng medyczng praktyka
jest podawanie tych zwigzkdw jako lekarstw dla ludzi ze zdiagnozowang niewydol-
noscia trzustki oraz przy innych zaburzeniach wchianiania. Zwigzki te, w poréwna-
niu z triglicerydami dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych, tatwiej ulegajg hy-
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drolizie przez esterazy trzustkowe. Przyjmowanie triglicerydéw zawierajacych resz-
ty kwasu oktanowego i dekanowego nie zapewnia dostarczania organizmowi wszyst-
kich potrzebnych kwasow ttuszczowych i dieta taka moze prowadzi¢ do wystapie-
nia ich niedoboru u pacjentéw. Problem ten zostat rozwigzany przez synteze trigli-
cerydu zawierajgcego w pozycji 1,3- kwas oktanowy lub dekanowy, a w pozycji 2-
kwas ttuszczowy niezbedny do prawidtowego funkcjonowania organizmu (25).

Lipazy wykorzystano réwniez do modyfikacji olejéw bogatych w wartosciowe
omega-3 wielonienasycone kwasy ttuszczowe takie jak: kwas arachidonowy, piecio-
nienasycony kwas arachidynowy (EPA, kwas ejkozopentaenowy) czy szescionienasy-
cony kwas behenowy (DHA, kwas dokozaheksaenowy), ktore sg sktadnikami olejow
watroby ryb. Kwasy te otrzymano w postaci monoglicerydéw (w oleju z watroby
dorsza wystepuja one przewaznie w pozycji 2-), poprzez alkoholize (etanolize oraz
propanolize) oleju, a takze przez hydrolize, przy uzyciu lipaz sn 1,3-selektywnych
(26). Kwasy te sg skfadnikami zywnosci funkcjonalnej, czyli sa niezbedne w diecie,
a takze sg wykorzystywane w leczeniu niektérych choréb i dolegliwosci. Przemystowe
zainteresowanie tymi kwasami skupia sie rowniez na ich wykorzystaniu do produk-
cji kosmetykow - kremoéw i masci (27).

Immobilizowang lipaze z Candida antarctka wykorzystano do czesciowej etanoli-
zy oleju z tunczyka. W jej wyniku otrzymano mieszaning estrow etylowych, z kto-
rych nastepnie wydzielany byt ester etylowy szeScionienasyconego kwasu beheno-
wego (E-DHA). Po 48 godzinach wydajnos¢ procesu wyniosta 95% wzgledem odpo-
wiadajacych im kwasow ttuszczowych. Estry etylowe pieconienasyconego kwasu
arachidynowego (E-EPA), pozyskiwane z oleju z sardynek sg uzywane w Japonii od
1991 r. do leczenia objawdw arteriosklerozy i hiperlipidemii. E-DHA odznacza sie
podobnymi, a nawet lepszymi wiasciwosciami niz E-EPA (28).

3.5. Modyfikacje fosfolipidow

Podstawowymi sktadnikami bton biologicznych sg fosfolipidy. Ich wiasciwosci
zaleza od rodzaju kwaséw ttuszczowych (cze$¢ niepolarna) wystepujacych w czas-
teczce i od polarnej grupy funkcyjnej potaczonej z grupg fosforanowa. Dzieki do-
skonatej zdolnosci tworzenia emulsji, fosfolipidy (gtéwnie lecytyny) i produkty ich
czesciowe]j hydrolizy - lizofosfatydy (monoacylofosfoglicerole), znalazty liczne za-
stosowania w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym i in. (29).

Lecytyny (fosfatydylocholiny) to estry glicerolu, w ktérej dwie grupy hydroksylo-
we sg zestryfikowane kwasami thuszczowymi, a trzecia podstawiona jest resztg kwa-
su ortofosforowego zestryfikowanego choling. Gtéwnym zrodtem surowych lecytyn
uzywanych w praktyce sa: z6ttka jaj kurzych i nasiona roélin oleistych. Przez zmiane
réwnowagi hydrofilowo-lipofilowej w czasteczkach fosfolipidéw, za pomoca fosfoli-
paz oraz lipaz, mozliwe jest przeksztalcenie surowych lecytyn w preparaty o po-
zadanych wiasciwosciach i scisle okreslonym zastosowaniu (30).
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Enzymy katalizujgce reakcje deacylacji fosfolipidow to: fosfolipaza Al, A2, B oraz
lizofosfolipaza. Wymienione enzymy hydrolizujg wigzania estrowe w pozycji ! (fos-
folipazy Al i B) oraz w pozycji 2 (fosfolipazy A2 i B) fosfolipidow i lizofosfatyddw.
Fosfolipazy: A2 (Lecitase®, produkowana przez Novo Nordisk A/S), wydzielana
z trzustki $winskiej i D, uzyskiwana z komérek Streptomyces chromofuscus (Toya jozo
Co. Ltd.) sg produkowane na skale przemystowa. Fosfolipazy Al i A2 z Aspergillus sp.
sg natomiast produkowane na skale przemystowa przez koncern Biocatalysts Ltd.
(30).

Aktywnos¢ wzgledem fosfolipidéw wykazuje takze kilka oczyszczonych lipaz
wydzielonych z komorek: Staphylococcus hyicus, Rhizopus arrhizus, Mucor javanicus
oraz z watroby ludzkiej. Porownywano zdolno$¢ komercyjnie dostepnych prepara-
téw lipaz i fosfolipaz do reakcji hydrolizy fosfolipidow z oleju sojowego (29). Testo-
wano: lipazy grzybéw pochodzace z Aspergillus niger i Penicillliuin cyclopium; dwie fos-
folipazy Al i A2 (takze z Aspergillus niger) oraz fosfolipaze A2 uzyskang z komdrek
trzustki Swinskiej (Lecitase®). Okazato sie, ze obydwie badane lipazy wykazaty wie-
kszg wydajnos¢ hydrolizy fosfolipidow niz fosfolipazy (30).

Preparaty lipaz pochodzenia mikrobiologicznego wykorzystywano takze w reak-
cji transestryfikacji dimiristoilofosfatydylocholiny kwasem oleinowym. Proces pro-
wadzono przy udziale lipaz z Rhizomucor miehei i Aspergillus niger bez rozpuszczalni-
ka organicznego lub w jego obecnosci. Na przebieg reakcji transestryfikacji wptyw
miata zarébwno zawarto$¢ wody (hydroliza) w mieszaninie reakcyjnej, jak i stezenie
wolnych kwasow ttuszczowych. Maksymalng wydajno$¢ zmodyfikowanej fosfatydy-
locholiny (35% w stosunku do substratu wyjsciowego) osiggnieto z immobilizowang
na duolicie lipaza z komérek Rhizomucor miehei (Lipozyme®) (30).

3.6. Produkcja $rodkéw pioracych

Do poczatku lat dziewiecdziesigtych lipazy nie odgrywaly znaczacej roli w pro-
dukcji proszkéw do prania, gtdwnie z powodu braku preparatéw, ktore bytyby wy-
starczajgco stabilne i aktywne w $rodowiskach alkalicznych. Potrzeby rynku dopro-
wadzity do wzrostu zapotrzebowania na preparaty enzymatyczne mogace usuwaé
thuste plamy w niskich temperaturach (okoto 40°C).

Pierwszym preparatem enzymatycznym lipaz wykorzystanym w proszkach do
prania byfa Lipolase®, firmy Novo Nordisk A/S. Byt to takze pierwszy preparat enzy-
matyczny uzyskany dzieki zastosowaniu metod inzynierii genetycznej i produkowa-
ny na skale przemystowa. Preparat ten byt sktadnikiem wielu markowych proszkéw
na catym Swiecte. Produkcja drugiej generacji Lipolase®, zwanej Lipolase Ultra®,
z ulepszong zdolnoscig prania, zostata uruchomiona w 1994 r. W 1998 r. stworzono
LipoPrime®, ktdry jest zmodyfikowang metodami inzynierii biatkowej formg Lipola-
se®. LipoPrime® przejawia wyzsza skutecznos¢ w usuwaniu thuszczéw w poréwna-
niu ze swoimi poprzednikami (12).
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Lipazy znalazly takze zastosowanie w procesach wytwarzania tzw. ktywatorow
wybielaczy. Zwiazki te posiadajg reaktywna grupe acylowg i w wyniku nzktadu nad-
tlenku wodoru katalizuja reakcje powstawania nadtlenokwaséw karbksylowych.
Nadtlenokwasy karboksylowe sg odpowiedzialne za usuwanie réznego ndzaju plam.
W ciaggu ostatnich kilkunastu lat aktywatory wybielaczy staty sie waziym skiadni-
kiem $rodkdw pioracych. Najbardziej znane i najpowszechniej uzywaie to: TAED
(tetraacetyloetylenodiamina), PAG (1,2,3,4,6-penta-O-acetylo-D-glukoza i NOBS (no-
nanoylobenzenosiarczan sodu). W reakcji z nadtlenkiem wodoru TAED PAG tworzg
kwas nadoctowy, a NOBS tworzy kwas nadnonanowy. Pierwsze dwa g skuteczne
w usuwaniu plam z kawy i herbaty, natomiast NOBS, jako bardziej hdrofobowy,
usuwa plamy, np. z trawy czy z sosu pomidorowego.

W ostatnich latach powstata nowa klasa ,,wywabiaczy” plam, ktére zapewniaja
usuwanie wielu réznych zabrudzen jednoczesnie. Preparaty te taczg wsobie cechy
nadtlenokwasu octowego i nadtlenokwaséw hydrofobowych. Przedstavicielem tej
grupy zwigzkow jest: 1-0-dekanoylo-2,3,4,6-tetra-0-acetylo-p-D-glukoa. Nie udato
sie dotad opracowaé czysto enzymatycznej syntezy tego zwigzku, zi to zostata
opracowana metoda enzymatyczno-chemiczna, polegajgca na wykorzytaniu lipazy
z Candida antarctica do selektywnej hydrolizy PAG. Powstajacy produt jest prze-
ksztatcany chemicznie (z udziatem katalizatora nieorganicznego) do 1-0-dekano-
ylo-2,3,4,6-tetra-0-acetylo-P-D-glukozy (31).

3.7. Surfaktanty

Przy udziale preparatow lipaz zostato zsyntetyzowanych wiele zvigzkéw po-
wierzchniowo czynnych. Zalicza si¢ do nich miedzy innymi: mono- i dicyloglicero-
le, estry kwaséw ttuszczowych i weglowodanoéw, alkiloglikozydy, andy kwasow
ttuszczowych oraz lizofosfatydy.

Estry kwasow thuszczowych i weglowodandw sg szeroko uzywantjako deter-
genty przemystowe oraz jako emulgatory wchodzace w sktad réznyh wyrobdw
przemystu spozywczego, takich jak: sosy, majonezy, smietanki, lody, mfgaryny, pa-
sty. Wadami chemicznych metod produkcji tych zwigzkéw, podobnie ja w przypad-
ku przerobki olejow, jest wysoka energochtonno$é, a takze powstavanie niepo-
zadanych produktéw ubocznych. Niedogodnoscia zwigzang z enzymatyzng syntezg
estrow weglowodandw jest nierozpuszczalno$é niektérych reagentOMw rozpusz-
czalnikach stosowanych w praktyce (weglowodany sg rozpuszczalne w ozpuszczal-
nikach polarnych natomiast kwasy ttuszczowe w apolarnych). W celu ".wigkszenia
rozpuszczalnosci cukréw w rozpuszczalnikach organicznych moga by¢)ne modyfi-
kowane, np. przez acetylacje (32). Chcac omingé problem rozpuszcza! osci weglo-
wodandw w rozpuszczalnikach organicznych, podjeto préby prowadzeiia estryfika-
¢ji prostych alkiloglikozydow w Srodowisku bez dodatkowego rozpuszcalnika, uzy-
wajgc do tego celu stopionych kwasow ttuszczowych i immobilizowane na nosniku
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lipazy z Candida antarctica. Badano przebieg reakcji w zakresie temperatur 60-80°C.
W tych warunkach stosowany preparat lipaz wykazat sie doskonaty regioselektyw-
noscig. Uzyskano rézne 6-0-alkiloglukopiranozydy z wydajnoscig dochodzgcg do
90% (z rownomolowej ilosci substratow w poczatkowej mieszaninie reakcyjnej). Po-
nadto stwierdzono, ze synteza jest optacalna ekonomicznie, a produkty nie sg tok-
syczne i szybko ulegaja biodegradacji. Na podstawie analizy ekonomicznej koncern
Novo Nordisk A/S zastosowat ten proces w pilotowej instalacji (33).

Mono- i diestry monosacharydéw mozna, uzyska¢ z wysokimi wydajnosciami
uzywajac jako substratu w reakcji enzymatycznej acetali tych sacharyddw (34).

Lipaza z Chromobacterium viscosum, a takze lipaza z trzustki $winskiej, zostaty
wykorzystane do transestryfikacji alkoholowych pochodnych cukréw (np. D-sorbito-
lu, D-mannitolu, rybitolu, ksylitolu) z olejami pochodzenia roslinnego i zwierzecego
w pirydynie jako rozpuszczalniku. Produkty reakcji, monoestry wymienionych alko-
holi i kwasow ttuszczowych, sg znakomitymi surfaktantami - znacznie obnizajg na-
piecie miedzyfazowe i stabilizujg emulsje (35).

Badano takze reakcje acylacji kilku piranoz oraz fruktozy kwasami ttuszczowymi
w fazie statej, w ktérych biokatalizatorem byly rézne preparaty lipaz. Najwiekszg se-
lektywno$¢ w reakcji estryflkacji wykazata lipaza B z Candida antarctica immobilizo-
wana na propylenie EP 100. Uzywany w niewielkich ilosciach rozpuszczalnik orga-
niczny stuzyt tylko do wytworzenia fazy ptynnej umozliwiajacej zajscie reakcji. Dla
P-D-glukozy uzyskano 98% wydajnosci mono- i tylko 2% produktu diacylowanego
kwasem palmitynowym w fert-butanolu. Nieco nizszg selektywno$¢ zaobserwowa-
no dla D-mannozy (75% produktu monoacylowanego) oraz dla D-galaktozy (50%
wydajnosci). Rdéznice w wydajnosci wynikajg prawdopodobnie z innej orientacji
grupy hydroksylowej w pozycji C2. W przypadku fruktozy jako substratu, duze zna-
czenie miata dtugos¢ tancucha kwasowego i dobor rozpuszczalnika organicznego
(36).

3.8. Kosmetyki

W przemysle kosmetycznym szeroko stosowane sg estry kwasow ttuszczowych
jako tzw. emolienty - substancje pomagajace w utrzymaniu gtadkiej i sprezystej
skéry oraz zapewniajace odpowiedni jej stopien nawilzenia (37).

Koszty zastosowania lipaz w procesach transestryfikacji sg wysokie, jednakze
synteza kilku specjalnych estrow jest ekonomicznie umotywowana. Hiszpanska filia
koncernu Unichem International rozpoczeta w potowie lat dziewieédziesigtych pro-
dukcje mirystynianu i palmitynianu izopropylu, a takze palmitynianu 2-etyloheksylu.
W tym procesie jako biokatalizatora uzywa sie immobilizowanej lipazy z Rhizomucor
miehei. W ukfadzie nie stosuje sie dodatkowego rozpuszczalnika, a powstajaca
w trakcie reakcji wode usuwa sie za pomoca destylacji prézniowej. Produkt korco-
wy jest doskonatej jakosci i wymaga tylko minimalnego oczyszczenia (12).
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W bardzo podobnym ze wzgledéw technologicznych procesie (brak rozpuszczal-
nika i destylacja prézniowa powstajacej wody) mozna przy udziale lipazy z Candida
antarctica (Novozym 435®) otrzymac estry butyloglukozydu i nienasyconych kwaséw
thuszczowych. Wysoka wydajno$¢ procesu (do 97%) czyni go optacalnym, poniewaz
nie jest konieczne koricowe oczyszczanie produktéw. Wazna role odgrywa réwniez
stabilno$¢ operacyjna enzymu - ponad 240 godzin w temperaturze 60°C (38).

Szczegblne znaczenie preparaty enzymatyczne mogg odegraC przy otrzymywa-
niu estréow wielonienasyconych kwasdw tluszczowych. tagodne warunki procesu
katalizowanego przez lipazy pozwalajg zachowaé aktywnos$¢ biologiczng tych kwa-
sow (38).

W przemysle kosmetycznym sg stosowane takze estry woskOw. Ich wytwarzanie
moze odbywac sie m.in. na drodze procesu enzymatycznego przy uzyciu lipaz.
W procesie opracowanym przez Croda Universal Ltd. jako biokatalizator postuzyt
enzym wydzielony z komorek Candida cylindracea. Uzyskano produkt o wyzszej jako-
$ci niz w technologii konwencjonalnej (12).

3.9. Synteza polimeréw

Optycznie czynne polimery znalazty zastosowanie jako niesymetryczne reagenty
i adsorbenty oraz w badaniach ciektych krysztatow. Polimery te sg otrzymywane po-
wszechnie metodami chemicznymi, jednakze ostatnio w literaturze pojawito sie kil-
ka doniesien o zastosowaniu preparatéw lipaz w ich syntezie.

Lipazy, a takze enzymy proteolityczne sg uzywane jako biokatalizatory w reakcji
syntezy polimeréw typu AA - BB i A - B. Proces ten polega na polikondensacji po-
chodnych kwasow dikarboksylowych (AA) z diolami (BB). Zastosowanie enzymow
pozwala na uzycie jako substratdbw mieszanin racemicznych monomeréw (39).

Znakomitg stereoselektywnoscig w reakcji politransestryfikacji mieszanin race-
micznych diestréw i achiralnych dioli lub mieszanin racemicznych dioli i achiralnych
diestrow, wykazaly sie lipazy z Aspergillus niger oraz z trzustki wieprzowej. Wadg re-
akcji katalizowanej enzymatycznie jest jednak otrzymywanie tylko produktow oli-
gomerycznych (40).

Lipazy wykorzystano takze w reakcji polimeryzacji estru bis-2,2,2-trifluoroetylo-
wego kwasu sebacynowego (ester kwasu dikarboksylowego) z diolami alifatyczny-
mi, np. z 1,4-butanodiolem. Proces prowadzony byt w temperaturze 37°C. Jako roz-
puszczalnik zastosowano eter difenylowy. W celu usuniecia powstajgcego w konku-
rencyjnej reakcji 2,2,2-triftuoroetanolu reakcje polimeryzacji prowadzano pod ob-
nizonym cisnieniem. Z czterech badanych lipaz, najefektywniejsza okazata si¢ lipaza
z Rhizomucor miehei w postaci proszku. Podczas badan uzyskano alifatyczny polie-
ster o $redniej masie czasteczkowej 46,4 kDa (41).

Preparaty lipaz wykorzystano takze do syntezy polimerdw aromatycznych. W re-
akcji transestryfikacji 1,6-heksanodiolu z kwasem 1,3-benzenodikarboksylowym (izo-
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ftalowym) uzyskano poliizoftalan 1,6-heksanodiylu. Biokatalizatorem reakcji byta
immobilizowana lipaza B z Candida antarctica (Novozym 435®). W procesie uzyskano
polimer o Sredniej masie ponad 50 kDa, W trakcie badan okazato sig, ze istotnym
czynnikiem w reakcji polimeryzacji prowadzonej przez lipazy, jest potozenie grupy
karboksylowej w pierscieniu benzenowym (enzym nie katalizowat reakcji z kwasem
1,4-benzenodikarboksylowym jako substratem) (42).

Oprécz syntezy polimeréw, lipazy znalazty zastosowanie takze w procesach roz-
ktadu poliestrow. Zdolnos¢ katalizowania takiej reakcji przejawia np. enzym uzy-
skany z komarek Rhizopus delemar (43). Tego rodzaju wasciwosci lipaz pochodzenia
mikrobiologicznego moga w przysztosci okaza¢ sie pomocne w badaniach nad bio-
degradacja niektorych rodzajow tworzyw sztucznych.

Interesujgcym rozwigzaniem w syntezie poliestrow moze by¢ wykorzystanie pre-
paratoéw lipaz w etapie przygotowania optycznie czynnych monomer6éw, natomiast
sama reakcja polimeryzacji przebiegataby na drodze konwencjonalnego procesu
chemicznego.

3.10. Synteza nadtlenokwasow

jednym z przyktadow szerokiej specyficznosci substratowej lipaz jest ich zdol-
no$¢ do katalizowania reakcji syntezy nadtlenokwasow karboksylowych (-COOOH)
z odpowiednich kwasow karboksylowych i nadtlenku wodoru. Najwyzsza konwersje
substratu (>40%) otrzymano w procesie katalizowanym przez immobilizowang lipa-
ze z Candida antarctica (44).

Powstajace w $Srodowisku reakcyjnym nadtlenokwasy mogg by¢ uzywane jako
substraty w reakcjach nastepczych. Mozliwe jest potaczenie katalizowanej enzyma-
tycznie reakcji powstawania nadtlenokwaséw kwasOw z reakcjg epoksydacji alke-
néw. Proces przeprowadza sie w obecnosci kwasu karboksylowego. W niektérych
przypadkach reagujacy alken moze stanowi¢ rozpuszczalnik. Przyktadem moze by¢
reakcja epoksydacji cykloheksenu traktowanego odpowiednig iloscig kwasu karbok-
sylowego, o dtugim lub $redniej dlugosci tancuchu, z nadtlenkiem wodoru i katali-
tyczng iloscig preparatu lipazy. Lipazy moga by¢ takze uzyteczne w procesach .synte-
zy waznych w przemysle chemicznym tlenkéw alkendw, ktére powstajg w wyniku
utleniania dtugotaicuchowych alkenéw z terminalnym wigzaniem podwdjnym (45).

3.11. Przemyst papierniczy
Lipofilowe zywice wystepujgce w drewnie stwarzajg wiele trudnosci w roznych
etapach produkcji papieru. Gromadzg sie m.in. w mbynach do mielenia drewna, ich

aglomeraty przyklejaja sie do réznych czesci maszyny papierniczej, a wreszcie poja-
wiajg sie na papierze w postaci ,,brudnych” punktéw; moga nawet prowadzi¢ do
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tworzenia sie dziur. Wystepowanie zywic w masie celulozowej powoduje szereg
utrudnien podczas procesu wytworczego papieru, np. jest przyczyng przerw w pro-
dukcji, obniza jako$¢ produktu kohcowego, przyspiesza proces zotkniecia papieru
i zwieksza ilos¢ zwigzkéw chloru potrzebnych do chlorowania miazgi drzewnej
w celu jej wybielenia. Chemiczna metoda wytwarzania pulpy drzewnej, czyli jej go-
towanie w obecnosci siarczanéw w $rodowisku zasadowym, powoduje obnizenie
zawartosci zywicy, ale jej catkowicie nie eliminuje.

Opracowano metode enzymatycznej redukcji ilosci substancji zywicznych w drew-
nie miekkim (brzoza, sosna). Gtéwnymi sktadnikami kleistych zywic sa: triacyloglice-
role, kwasy thuszczowe oraz kwasy zywiczne. Znaczace zmniejszenie trudnosci tech-
nologicznych osiggnieto dzieki usunieciu triacylogliceroli z pulpy drewna miekkie-
go, wytwarzanej metoda mechaniczng, przy udziale preparatu lipazy z Aspergillus
sp. (Resinaza® A 2X) firmy Novo Nordisk A/S. Preparat ten jest produkowany i sprze-
dawany prawie wytgcznie do tego celu. Przedstawiona metoda z powodzeniem zo-
stata zastosowana w fabryce papieru Nippon Paper Co. oraz w innych japonskich
zaktadach papierniczych (46).

3.12. Produkcja paliw

Termin biodiesel okresla paliwa, skiadajace sie z estrow kwaséw ttuszczowych,
stosowane w silnikach wysokopreznych (silnikach Diesela). Pozwalajg one ograni-
czyé zuzycie ropy naftowej, ulegajg biodegradacji, a ponadto w poréwnaniu do ole-
ju napedowego produkty spalania biodiesla odznaczajg sie mniejsza zawartoscia
tlenku wegla i w niektorych przypadkach tlenkéw azotu. Istotng zaleta jest takze
mozliwos$¢ produkcji biodiesla z surowcow odnawialnych lub odpadowych. W kon-
sekwencji to alternatywne paliwo jest przedmiotem rosngcego zainteresowania oraz
licznych badan (47).

jako paliwo silnikowe stuzy¢ moga takze triacyloglicerole, jednakze z uwagi na
wiele trudnosci z ich technicznym wykorzystaniem, przede wszystkim wysoka lep-
kos¢, uwage naukowcow skupity pochodne tych zwigzkéw, gtdwnie estry metylowe
kwaséw ttuszczowych. Obecnie, w Europie i Ameryce P6tnocnej, biodiesel jest pro-
dukowany w procesie alkoholizy olejéw rodlinnych, a wJaponii takze z odpaddéw or-
ganicznych. W procesie wytworczym wykorzystuje sie metody chemiczne, posia-
dajace liczne wady (trudnosci z odzyskiem glicerolu, konieczno$é usuniecia katali-
zatora chemicznego, duza energochtonno$¢). Metody biochemiczne z uzyciem pre-
paratéw lipaz moga by¢ bardziej efektywne, jednakze z uwagi na wysokie koszty
enzymow nie zostaty dotad zastosowane na skale przemystowa (48).

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze najbardziej efektywne w produkciji
biodiesla sg preparaty lipaz uzyskane z komoérek Rhizomucor miehei oraz z Candida
antarctica. W doswiadczeniach jako substratéw uzyto olejow roslinnych (sojowego,
rzepakowego), odpadowego (wykorzystanego) oleju z zaktaddéw gastronom;cznych
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oraz krétkotaricuchowych alkoholi (metanol, etanol, izopropanol, butanol, izobuta-
nol). W reakcji z alkoholami pierwszorzedowymi, najwiekszg wydajnos¢ zapewnia
lipaza plesniowa, natomiast proces alkoholizy z alkoholami drugorzedowymi naj-
efektywniej zachodzi przy udziale preparatu drozdzowego (powstajg estry o roz-
gatezionych fancuchach) (49).

Przydatnos¢ preparatu z Candida antarctica w otrzymywaniu biodiesla potwier-
dzono w badaniach reakcji metanolizy otejow roslinnych (mieszaniny oleju sojowe-
go i rzepakowego) z uzyciem réznych lipaz. Najwyzsza wydajnos¢ stwierdzono dla
enzymu unieruchomionego na no$niku (Novozym 435®) (48).

3.13. Biosynteza lekéw i srodkéw ochrony roslin

Wazrost zainteresowania uzyciem optycznie czystych enancjomeréw w produkcji
lekéw i $rodkéw ochrony rodlin spowodowany jest tym, ze wykazujg one wyzsza
skuteczno$¢ dziatania oraz daja mniej efektéw ubocznych niz w przypadku gdy do
ich produkcji uzywa sie mieszanin enancjomeréw. Aktywno$¢ biologiczna i metabo-
lizm optycznie czystego enancjomeru mogg by¢ odmienne niz wiasciwosci miesza-
niny racemicznej. Zwykle tylko jeden z nich posiada wasciwosci lecznicze.

Wiele firm farmaceutycznych stosuje preparaty lipaz do produkcji optycznie
czynnych potproduktow w iloSciach przemystowych. Istniejg tez mate firmy biotech-
nologiczne (np. Enzymatix, Wielka Brytania), w ktorych wyspecjalizowano sie w wy-
twarzaniu, z uzyciem lipaz, kilku pétproduktéow (12).

Lipazy moga katalizowa¢ rozktad pochodnych kwasu propionowego podstawio-
nych w pozycji 2- pochodnymi reszty arylowej. Produkty rozktadu tych zwigzkow:
izomery (R)- i (S)- kwasu fenoksypropionowego stuzg do produkcji enancjomerycz-
nie czystych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (50). Produkty rozktadu kwa-
sow 2-halopropionowych sg takze materiatem wyjsciowym do syntezy herbicydow
fenoksypropionianowych. Produkcja tych srodkdw ochrony roslin z wykorzystaniem
lipaz, prowadzona byta przez Chemie Linz Co. (Austria) (51).

Katalizowana enzymatycznie przez lipazy reakcja hydrolizy octanu I-(4-fenoksy-
fenoksy)-2-propylu w uktadzie woda - nierozpuszczalny substrat, zostata przepro-
wadzona w celu otrzymania analogu owadziego hormonu juwenilnego. Hormony
tego typu sg uzywane w wysoko selektywnych insektycydach, bedacych regulatora-
mi wzrostu owaddw. Prawie wszystkie badane lipazy hydrolizowaty enancjomer (R),
a najwiekszg selektywnoscig i aktywnos$cig wyroznit sie preparat uzyskany z komo-
rek Pseudomonas cepacia. Hydrolizie poddano takze z powodzeniem octan 2-(4-feno-
ksyfenoksy)-!-propylu (52).

W japonskim koncernie Tanabe wykorzystuje sie na skale przemystowg stereo-
selektywno$¢ lipaz w procesie rozdziatu mieszaniny racemicznej (2R,3S)-3-(4-me-
toksyfenolo)glycidamidu, tytko jeden enancjomer jest bowiem stosowany jako lek
w kardiologii (53).
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W brytyjskim koncernie Glaxo Wellcome korzysta sie ze zdolnosci katalitycznej
lipaz w produkcji (IS,2S)-trans-2-metoksycykloheksanolu, ktory to zwigzek jest na-
stepnie uzywany w syntezie (3-laktamowych antybiotykow (53).

W amerykanskiej firmie Sepracor Inc. produkuje sie przy udziale lipaz na skale
wielu kilograméw (2R, 3S)- ester metylo-metoksyfenyloglicydolu, podstawowy pro-
dukt posredni w wytwarzaniu optycznie czystego leku dziatajgcego na uktad krazenia
cztowieka (12).

4. Perspektywy aplikacji lipaz

w artykule omoéwiono wybrane, najbardziej specjalistyczne zastosowania prepa-
ratéw lipaz, opracowane gtdwnie podczas ostatniego dziesieciolecia. Wiekszo$¢
nich wdrozono do przemystowego wykorzystania w wielkich ogélnoswiatowych
koncernach chemicznych i biotechnologicznych, a takze w mniejszych firmach dzia-
fajacych w tych obszarach.

Powodami nie spotykanego w innej grupie enzymow biotechnologicznego po-
tencjatu lipaz sg przede wszystkim:

- unikatowa zdolno$¢ katalizowania reakcji w rozpuszczalnikach organicznych;

- przejawianie wielu rodzajow specyficznosci substratowej i dziatania;

- wykazywanie wysokiej stereoselektywnosci.

W bliskiej przysztosci najwazniejsza aplikacja lipaz bedzie ich zastosowanie jako
biokatalizatorow w procesie otrzymywania enancjomerycznie czystych produktéw,
ktére niejednokrotnie sg substancjami biologicznie czynnymi.

Biotechnologiczny potencjat zastosowan mikrobiologicznych lipaz ciagle sie roz-
szerza, przede wszystkim dzieki wykorzystaniu nowoczesnych technik doswiadczal-
nych biologii molekularnej, ktére pomagaja dopasowaé lipazy do r6znorodnych za-
stosowan przemystowych. Jednak w dalszym ciggu tylko kilka lipaz jest uzywanych
w syntezie organicznej na skale przemystowa. Dzieje sie tak ze wzgledu na trudno-
Sci w optacalnym procesie powiekszania skali procesu od laboratoryjnej do prze-
mystowej.

Rozszerzenie mozliwych przemystowych zastosowan lipaz zwigzane jest takze
z projektowaniem i ,wytwarzaniem” selektywnych enzymoéw nowymi metodami,
w ktérych ogromng role odgrywa inzynieria biatkowa. Przyktadem moze by¢ meto-
da ,ewolucji in vitro" (ukierunkowanej ewolucji) z powodzeniem zastosowana np.
do zwiekszania wydajnosci katalitycznej lipazy Pseudomonas aeruginosa (2). Metoda
ta pozwala na otrzymywanie enzyméw o polepszonych parametrach, decydujacych
0 ich zastosowaniu w przemysle, tj. termostabilnosci, aktywnosci w Srodowisku roz-
puszczalnikdw organicznych, czy tez specyficznosci substratowej. Dla przyktadu, za
pomoca odpowiedniego plazmidu wprowadzono wczesniej zmutowany gen lipazy
Pseudomonas aeruginosa do komérek Escherichia coli. Syntetyzowany przez zrekombi-
nowany szczep enzym Kkatalizowat ze znacznie wieksza wydajnoscig hydrolize (S)- es-
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tru p-nitrofenylowego kwasu 2-metylodekanowego w mieszaninie (R)- i (S)- racema-
téw tego estru. Uzyskano w ten sposéb wzrost stereoselektywnosci lipazy od 2 (en-
zym natywny) do 81% (biatko zmutowane) (2). Inzynieria biatkowa pozwata zatem
rozszerzy¢ przemystowe zastosowania lipaz oraz otwiera nowe mozliwosci uzytko-
wania tych enzymoéw o wszechstronnych wiasciwosciach katalitycznych.
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