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1.Wprowadzenie

artos¢ rocznej produkcji zwigz-
kéw powierzchniowo aktywnych
(gtébwnie emulgatoréw) jest szacowana
na okoto 9 mild USD (1). Do znanych
zwigzkow powierzchniowo aktywnych
zalicza sie miedzy innymi lecytyne, nie-
ktore glikoproteiny oraz mono- i diacy-
loglicerole. Ich udziat w ogdélnej masie
zwigzkéw powierzchniowo akt}rwnych
zwigeksza sie wyraznie od 1990 r.
Monoacyloglicerole zostaly uznane
jako catkowicie bezpieczne dodatki do
zywnosci. W przemysle spozywczym
petnig role emulgatoréw lub srodkow
zelujgcych lub pianotwdérczych badz
charakteryzuja sie innymi funkcjami.
Stosowane sga do modyfikacji skrobi
i bialek, do kapsutkowania zwigzkéw
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Rys. 1. Mozliwosci syntezy monoacylogliceroli w wyniku reakcji (A) selektywnej hydrolizy
z wykorzystaniem 1,3-sn-selektywnej lipazy; (B) estiyfikacji kwasu ttuszczowego z glicerolem; (C)
estiyfikacji estru z glicerolem; (D) glicerolizy; (E) estryfikacji izopropylodienoglicerolu. Produkty
takie |ak tri- i diacyloglicerole, a takze kwasy tluszczowe zostaty pominiete dla zachowania jas-
nosci schematu.

vSmaKowo-zapachowych i w produkcji fosfolipidow. Sa takze uzywane jako
zamienniki ttuszczu w niskotluszczowych produktach mleczarskich (2). Do-
lych('zas monoacyloglicerole otrzymuje sie gtdwnie metodami chemicznymi.
Produkcja polega na ehemicznej glieerolizie triaeyloglieeroli z udzialem nie-
orgaiiicznyeh katalizatoréw (3). Proees prowadzi sie w temperaturze 240-
260°C. Produktami ehemieznej glieerolizy jest mieszanina mono- i diacylogli-
ceroli. Sa one koloru ciemnobrunatnego, ezesto o zmienionym, nieprzyje-
mnym zapaehu. Technologia jest energochionna, a termolabilne skiladniki
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podlegaja degradacji. W chemicznej glicerolizie niemozliwe jest zastosowanie
jako substrata, np. acylogliceroli kwaséw tluszczowych mono- i polienowych
poniewaz w warunkach reakcji (wysoka temperatura) kwasy te polimeiy7ujq.

Synteza monoacylogliceroli w chemicznej glicerolizie jest kilkustopniowa,
a wydajnos¢ procesu niewielka, okoto 40%. Trudno jest otrzymac¢ produkty
reakcji w postaci czystych izomeréw, dotyczy to przede wszystkim 2-mono-
acyto-sn-gliceroti.

Alternatywag chemicznej glicerolizy sg procesy enzymatyczne z zastosowa-
niem lipaz (4-6). Procesy te mozna przeprowadzi¢ w kilku kierunkach. Mono-
acyloglicerole powstajg jako produkty estiyfikacji glicerolu z kwasami ttusz-
czowymi lub jako produkty hydrolizy lub alkoholizy triacylogliceroli itd. (rys. 1)
(7-14).

Enzymatyczna estiyfikacja glicerolu z kwasami ttuszczowymi lub z estra-
mi kwasow tluszczowych prowadzi do otrzymania mieszaniny mon<)-, di-
i triacylogliceroli oraz nieprzereagowanych substratéw. Estryfikacje mozna
prowadzi¢ w réznych systemach, np. z udziatlem Ilub bez rozpuszczalnikéw
(15,16). W celu zwiekszenia wydajnosci estryfikacji i otrzymywania mono-
acylogliceroli o duzej czystosci testowano rézne parametry procesu sprzyja-
jace przesunieciu stanu rownowagi reakcji. Stwierdzono, ze duze znaczenie
odgrywa selektywnos$¢ stosowanych lipaz (17).

Tilacyloglicerole sg dobrym substrgtem do otrzymywania 2-monoacylo-
sn-gliceroli w reakcji hydrolizy lub alkoholizy. Reakcja jest kilkustopniowa,
a jej mechanizm przebiega zgodnie ze schematem okreslanym jako bi-hi ping
pong (18). Pier*wszym etapem reakcji jest deacylacja triacylogliceroli i acylacja
enzymu. Acylowany enzym podlega nastepnie deacylacji, ktora przebiegac
moze w wyniku nukleofilowego ataku wody lub alkoholu — woéwczas mamy
do czynienia odpowiednio z hydroliza lub alkoholiza.

Jesli w procesie alkoholizy zastosuje sie glicerol wéwczas reakcja nazywa
sie enzymatyczna glicerolizg, a produktami reakcji sg zaréwno 1- jak i 2-
monoacylo-sn-glicerole (rys. IB) (19-29).

Celem | czesci artykutu jest przedstawienie aktualnych kienrnkéw badan
zmierzajacych do opracowania technologii otrzymywania emulgatoréw meto-
dami enzymatycznymi. W drugiej czesci przedstawione beda kierunki badan
nad mikrobiologiczng biosynteza zwigzkéw powierzchniowo aktywnych.

2. Otrzymywanie monoacylogliceroli w procesie kontrolowanej
enzymatycznej hydrolizy triacylogliceroli

otrzymywanie monoacylogliceroli w wyniku hydrolizy triacyloglicercli wy-
maga kontroli procesu w celu zapobiezenia catkowitej ich hydrolizy. Czescio-
wa, kontrolowang hydrolize olejow roslinnych prowadzit z powodzeniem Muk-
heijee i Kiewitt (30,31).

Przyktadem postepu w tym zakresie jest zastosowanie sn-1,3-selektyw-
nych preparatéw lipaz i otrzymywanie 2-monoacylo-sn-gliceroli (lys. 1A). Gtow-
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na wada tego procesu jest niska wydajnos¢ uzyskiwania monoacylogliceroli
poniewaz z 1 mola triacylogliceroli powstaje 1 mol monoacylogliceroli. Ko-
lejnym problemem jest koniecznos¢ zapobiegania migracji grup acylowych
z pozycji sn-2 do sn-1 lub sn-3, co prowadzi do hydrolizy powstajacych
monoacylogliceroli.

W hydrolizie oleju rycynowego z zastosowaniem sn-1,3-selektywnej lipazy
z Rhizomucor miehei Flenker i Spener (32) uzyskali wydajnosci uwalniania
monoacylogliceroli na poziomie 23% (w/w). Poprawe wydajnosci do 65% (w/w)
otrzymano po zastosowaniu dodatku soli, ktére reagowaly z wolnymi kwa-
sami ttuszczowymi.

W przedstawionych przykiadach zastosowania hydrolizy enzymatycznej do
otrzym3Twania monoacylogliceroli potwierdza sie, ze proces ten jest mato wy-
dajny i trudny do optymalizacji i standaryzacji. Korzystniejszg wydajnosc¢
mozna otrzymac¢ w procesach estryfikacji lub enzymatycznej glicerolizy.

3. Synteza monoacylogliceroli metodq estryfikacji glicerolu
i kwasow tluszczowych

w reakcjach enzymatycznej estryfikacji lub transestryfikacji niezbedny jest
dobdr warunkoéw sprzyjajacych reakcji syntezy i uniemozliwiajagcych hydrolize.
Okiizato sie, ze najwazniejszym parametrem jest utrzymanie na niskim po-
ziomie zawartosci wody w srodowisku (33,34). W praktyce cel ten osigga sie
przez dodatek sit molekularnych (35,36) badz w warunkach podcisnienia (37).

W estryfikacji kwasu oleinowego z glicerolem, w srodowisku z dodatkiem
sit molekularnych, z wykorzystaniem lipazy z Penicillium camemberti uzyska-
no wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli na poziomie 74% (w/w) (35).

W badaniach nad doborem warunkdéw reakcji estryfikacji prowadzonej
w kierunku otrzymywania monoacylogliceroli stwierdzono, ze wydajnos¢ pro-
cesu zalezy od dtugosci tancucha estryfikowanego kwasu ttuszczowego oraz
od wiasciwosci stosowanych lipaz (38,39). Janssen i wsp. (40) uzyskali wy-
soka wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli (powyzej 60%) w procesie prowa-
dzonym w srodowisku rozpuszczalnikbw organicznych z zastosowaniem diugo-
tancuchowych kwaséw ttuszczowych.

Synteze monoacylogliceroli metoda estryfikacji glicerolu w ukladzie od-
wréconych miceli prowadzili Hayes i Gulari (41). W reakcji stosowano sn-
1,3-selektywng lipaze z Rhizopus delemar. Wydajnos¢ s}mtezy monoacylo-
gliceroli wynosita 50-60%, a gtédwnym produktem reakcji byly 1-monoacylo-
sn-glicerole. Wydajnos¢ estryfikacji kwasow ttuszczowych wyraznie zalezata
od rodzaju stosowanego kwasu ttuszczowego. Najwyzszg — okoto 30 mmoli
monoacytogliceroti uzyskano stosujgc kwas oleinowy, najnizszg ponizej
20 mmoli gdy stosowano kwas stearynowy lub palmitynowy.

Wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli w reakcji estryfikacji uzalezniona
jest rowniez od zastosowanego srodowiska reakcyjnego w tym takze od ro-
dzaju uzytego rozpuszczalnika organicznego. W sSrodowisku n-heptanu wy-
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dajnos¢ syntezy monoacylogliceroli w reakcji estryfikacji wynosita 72%,
a w srodowisku z acetonem az 68% (42). W Srodowisku pltyndéw nadkiyty-
cznych wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli wynosita 46,1% (43).

W celu poprawy wydajnosei syntezy monoacylogliceroli zastosowano ad-
sorpcje glicerolu na nosnikach stalych, np. ziemi okrzemkowej (44). W ych
warunkach wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli wynosita 70%.

Korzystna wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli uzyskano stosujac li>aze
z Candida rugosa immobilizowang na membranie potaczonej z kolumnag ab-
sorbujgcg monoacyloglicerole (45). Pozwolito to na przesuniecie rownovagi
reakcji oraz uzyskanie wysokiej czystosci emulgatoréw.

Warunki ciagtej syntezy monoacylogliceroli z wykorzystaniem lipazy z Mu-
cor miehei immobilizowanej na mikroporowatej hydrofobowej membrainie przed-
stawili Yamane i wsp. (46) oraz Hoq i wsp. (47). Monoacyloglicerole o 1()0%
czystosci otrzymano stosujgc pochodne glicerolu z zablokowanymi, zestiy-
fikowanymi dwoma grupami hydroksylowymi (48-53). Najczesciej stosowang
w tym celu pochodng glicerolu jest 1,2-O-rac-izopropylodieno-sn-glicerol
(rys. IE). Udoskonaleniem reakcji estryfikacji prowadzonych z 1,2-O-racizo-
propylodieno-sn-glicerolem jest wykorzystanie enolowych lub metylowyci e-
strow. Powstawaniu produktéw ubocznych (alkohol winylowy lub izopropy-
lowy) towarzysza przegrupowania tautomeryczne, ktére przesuwajg révno-
wage reakcji transestryfikacji i prowadzg do uzyskania wyzszych wydajn>sci
syntezy monoacylogliceroli (49).

Z przedstawionych informacji wynika, ze doskonalenie procesu estiyfitacji
sprzyja poprawie wydajnosci syntezy monoacylogliceroli oraz czystosci uzyski-
wanych produktéw. Istniejg realne szanse stosowania tego procesu w prakt/ce.

4. Enzymatyczna gliceroliza oraz jej zastosowanie

Badania nad enzymatyczna gliceroliza oraz jej zastosowaniem do otzy-
mywania monoacylogliceroli rozwijajg sie intens}rvmie od kilkunastu lat. Vy-
niki wiekszosci badan potwierdzajg systematyczng poprawe wydajnosci tyn-
tezy monoacylogliceroli. Poczatkowo wydajnosci ich pozyskiwania wynosity
20-30% obecnie juz 70-90% (20-26). Z dostepnych informacji wiadomo ze
0 wydajnosci otrzymywania monoacylogliceroli decydujg przede wszystlim:
rodzaj substratu, rodzaj enzymu i jego dawka, temperatura, zawartos¢ W)dy
w Srodowisku oraz stosunek triacylogliceroli do glicerolu (20-26). Zgocnie
z wynikami badan McNeilla i wsp. (20-22) czynnikiem, ktéry w gtéwnej nie-
rze decyduje o wydajnosci procesu jest temperatura. Wazne jest ustalenie
temperatury krytycznej (T"), tj. takiej ponizej ktérej mamy do czynienia ze
znacznym zwiekszeniem wydajnosci reakcji. Wysokos¢ temperatury krybcz-
nej zalezy od temperatury topnienia zastosowanego w reakcji ttuszczu.

W enzymatycznej glicerolizie substratami najczesciej stosowanymi sg 19j
wotowy, olej palmowy, olej kokosowy, olej rzepakowy, a takze uwodorni»ny
16j lub smalec (20-26). Wplyw rodzaju substratu na wydajnos¢ otrzymywaiia
monoacylogticeroti w reakcji glicerolizy potwierdzit McNeill i wsp. (21) (tab. 1).

biotechnologia 4 (47)99
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Tabela 1
Wydajnosé glicerolizy réznych thuszczéw i olejow
KATALIZOWANEJ PF?ZEZ LIPAZE Z Pseudomonas Jluorescens (21)

Poczatkowa szybkosé Maksymalna

Temperatura Optymalna syntezy S

L . . wydajnos¢ syntezy

Substrat topnienia  temperatura monoacylogliceroli monoacvlogliceroli

(°C) °C) (v (monoacyloglicerole/h) ylog
(%)
@

6] wotowy 46 42 0,14 76
smalec 33 30 0,13 69
tluszcz mlekowy 30 32 0,09 80
olej palmowy 28 40 0,15 67
oleina palmowa 20 30 0,16 71
stearyna palmowa 52 40 0,18 86
olej kokosowy 25 30 0,05 77
olej rzepakowy <5 5 0,01 77
olej z oliwek <5 10 0,02 90
olej kukurydziany <5 5 0,01 42
uwodorniony t6j wotowy 62 50 0,20 39
uwodorniony smalec 59 50 0,12 30

1) temperatura w ktérej uzyskano maksymalng wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli,
2) szybkos$¢ poczatkowa syntezy monoacylogliceroli oznaczano w warunkach optymalnej tem-
peratury.

Tabela 2
Sktad acylogliceroli mieszaniny reakcyjnej podczas glicerolizy +oju wotowego
(500 jednostek enzymu/g TLUSZCZU; 42°C; 800 RPM;
CZAS INKUBACJI MINIMALNY DO UZYSKANIA STANU ROWNOWAGI) (22)

Preparat lipazy; producent Udziat (%) Czas inkubacii
TAG 1,3-DAG 1,2-DAG MAG (1) WKT (h)
Pseudomonas sp. (Amano P) 8,2 11,4 5,4 72,6 2,4 25
Pseudomonas sp. (Nagase P) 528 13,0 8,0 25,2 1,1 100
Pseudomonas sp. (Amano AK) 6,4 11,1 4.8 76,4 1,3 45
Pseudomonas sp. (Amano CES) 7,3 121 51 74,3 1,3 29
Candida nigosa (Amano AY) 99,8 0,2 0 0 0 54
(P::]I;::(I)Iug; camembertii 99,4 03 03 0 0 45
(G;}rgg;%héné)cand'dum 99,6 03 01 0 0 46

(1)-gtéwnie 1-monoacylo-sa-glicerole; TAG - triacyloglicerole; DAG - diacyloglicerole; MAG
monoacyloglicerole; WKT - wolne kwasy tluszczowe.
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o wydajnosci glicerolizy oraz o skladzie produktow reakcji decyduje réw-
niez rodzaj zastosowanego enzymu oraz czas reakcji. Potwierdzajg to wyniki
badan McNeilla i Yamane (22) (tab. 2).

McNeill i Berger (25) stwierdzili zalezno$¢ pomiedzy kompozycja ttuszczéw
a wydajnoscia monoacylogliceroli. Wykazali takze, iz krystalizujgce mono-
acyloglicerole sa gtoéwnie estrami nasyconych kwasow ttuszczowych, a za-
wartos¢ ich w substratach w granicach 20-80% zapewnia wysoka wydajnoscé
syntezy monoacylogliceroli. W optymalizacji warunkéw reakciji glicerolizy du-
ze znaczenie przypisuje sie ustaleniu najkorzystniejszej temperatury. Zado-
walajgce wydajnosci otrzymywania monoacylogliceroli zapewnia prowadzenie
reakcji w duzym zakresie temperatury od 5 do 60°C przez okres od kilku-
dziesieciu godzin do kilku dni (20-26). Dobre rezultaty otrzymano stosujgac
zmienng temperature. W pierwszym etapie reakcje prowadzi sie w 40°C przez
kilka godzin, a nastepnie kontynuje jej przebieg w temperaturze 5°C przez
kilka dni (21). Zaleznos¢ wydajnosci syntezy monoacylogliceroli od tempera-
tury reakciji glicerolizy potwierdzaja wyniki badan McNeilla i wsp. (20,21)
(rys. 2, 3).

Rodzaj substratu oraz temperatura reakcji decydujg takze o proporcjach
podstawowych produktéw glicerolizy (tab. 3). Temperatura reakcji wplywa
takze na skiad kwasoéw ttuszczowych w monoacyloglicerolach i diacyloglice-
rolach otrzymywanych po glicerolizie ttluszczéw zwierzecych lub roslinnych
z udziatem lipazy z Pseudomonas Jluorescens (tab. 4, 5).

Z analizy wynikéw przedstawionych w tabelach 3, 4 i 5 fatwo zauwazyc,
ze o proporcjach w skladzie gtéwnych frakcji produktéw glicerolizy jak réwniez
o skladzie kwasow ttuszczowych otrzymanych mono- lub diacylogliceroli de-
cyduje rodzaj substratu, a Scislej ich temperatura topnienia. Wyniki potwier-
dzajg takze stusznos$¢ doboru temperatury krytycznej (TjJ, parametru decy-
dujacego o wydajnosei reakcji. Latwo zauwazy¢ réznice w udziale monoacylo-
gliceroli w produktaeh reakeji glicerolizy prowadzonej w temperaturach 60
lub 40°C (tluszcze zwierzece) lub 40°C lub 5°C (oleje roslinne) (tab. 3). Wyzsze
wydajnosci monoacylogliceroli uzyskano w temperaturze nizszej od TA.

biotechnologia 4 (47) 99
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Czas [h]

Rys. 2. Wplyw temperatury na synteze monoacylogliceroli w reakcji toju wotowego (20).

Czas [h]

Rys. 3. Wplyw temperatury na wydajnos¢ S}mtezy monoacylogliceroli w reakcji glicerolizy
oleju rzepakowego (21).
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Tabela 3
Wydajnosé reakcji glicerolizy thuszczoéw i olejoéw prowadzonych z wykorzystaniem lipazy

z Pseudomonas Jluorescens W ZALEZNOSCI OD TEMPERATURY PROWADZENIA PROCESU (24)

Udziat (% w/w)
Ttuszcz/olej WKT MAG DAG TAG
C16 C18 C16 C18 C16/C18 C30 C32 C34 C36 C48 C50 C52 C54

16j wotowy

60°C 1,3 18 8,2 152 0,54 11 76 198 199 27 7,2 96 49
40°C 08 28 284 37,7 0,75 05 38 91 140 03 09 14 04
smalec

60°C 13 34 7.6 16,3 0,47 05 65 196 239 14 51 88 55
40°C 0,6 36 26,6 31,1 0,86 02 14 67 187 02 11 36 52
ofej rzepakowy

40°C 02 38 14 245 0,06 0,0 00 55 447 03 0,0 2,7 149
5°C 0,1 40 51 594 0,09 00 01 13 222 08 0,0 0,3 6,0
olej sojowy

40°C 05 38 26 20,7 0,13 00 06 99 382 00 08 6,7 158
5°C 01 44 107 304 0,35 00 02 20 349 01 00 0,8 165

Skiad mieszaniny reakcyjnej oznaczono po 24 godzinach (60°C i 40°C) lub po 7 dniach (5°C)
WKT - wolne kwasy tluszczowe; TAG - triacyloglicerole; DAG - diacyloglicerole; MAG - mono-
acyloglicerote.

W produktach reakcji (monoacyloglicerole, diacyloglicerole) prowadzonej
przez 24 godziny w temperaturze 60°C z ttuszczem zwierzecym (16j wotowy
lub smalec) oraz w 40°C z olejem rzepakowym Ilub sojowym udzial proeen-
towy kwasow tluszezowyeh jest bardzo podobny jak w substrataeh. Analiza
kwasoéw tluszezowyeh w monoacyloglicerolach, a szczegélnie proporcji CI6/C 18
w monoacyloglicerolach potwierdzaja, ze zalezy ona od temperatury reakcji.
Proporcja ta jest zawsze wyzsza przy nizszej temperaturze reakeji glieerolizy
(tab. 4, 5). Monoaeyloglieerole z udziatem kwasow ttuszczowych C16 sa naj-
czesciej monopalmitynoiloglicerolami. W skladzie frakcji monoacylogliceroli
o 18 atomach wegla wystepuja monosteiynoiloglicerole oraz monoacyloglice-
role zawierajgee nienasycone kwasy ttuszczowe. Poréwnanie skiadu kwasow
tluszczowych we frakcjaeh mono- i diaeylogliceroli obecnyeh w produkeie
glicerolizy pozwolito ustali¢ zaleznos¢, ze monoacyloglicerole zawierajg wyzszg
zawarto$¢ nasyconych kwasow tluszczowych niz diacyloglicerole (25,26).

Akumulacji nasyconych kwaséw ttuszczowych we frakcji monoacyloglice-
roli towarzyszy zestalanie mieszaniny reakcyjnej oraz zwiekszenie catkowitej
zawartosci monoacylogliceroli w ogoélnej masie produktéw glieerolizy. Na tej
podstawie mozna wnioskowag, ze zwiekszona wydajnos¢ syntezy monoacylo-
gliceroli przy nizszej temperaturze prowadzenia reakcji glicerolizy spowodo-
wana jest gldwnie przesunieciem réwnowagi reakcji po krystalizacji mono-
acylogliceroli zawierajgeych gtéwnie nasycone kwasy tluszezowe (25,26).
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Tabela 4
SKIAD KWASOW TLUSZCZOWYCH MONO- | DIACYLOGLICEROLI PO ENZYMATYCZNEJ GLICEROLIZIE

TLUSZCZOW ZWIERZECYCH W ZALEZNOSCI OD TEMPERATURY PROWADZENIA PROCESU (24)

Udziat kwasoéw ttuszczowych (% w/w)

Thuszcz

Cl4:0 C16.0 Ci16:1 C18:0 C18;1 C18;2 C18;3 C20:0 Inne
toj wotowy 34 273 23 228 350 24 03 03 6,2
60°C
MAG 3,0 27,3 2,2 21,3 33,2 2,7 0,6 0,2 9,1
DAG 3,0 24,9 2,6 18,9 35,4 3,0 0,4 0,2 11,3
40°C
MAG 3,0 38,2 1,1 31,6 17,0 12 0,2 0,3 7,3
DAG 5,6 15,6 4,2 8,2 49,8 4,1 15 0,0 10,0
smalec 1,5 264 22 175 390 95 09 03 2,7
60°C
MAG 15 24,5 2,1 14,9 41,1 9,8 1,0 0,4 4,7
DAG 1,3 21,9 2,4 13,4 44,1 11,6 1,2 0,3 3,8
40°C
MAG 1,7 35,7 1,7 20,6 29,0 6,9 0,8 0,3 3,2
DAG 2,3 19,5 3,2 7,0 49,6 12,8 1,4 0,1 3,8

MAG — monoacyloglicerole; DAG — diacyloglicerole
Tabela 5
Sk#ad kwas6w thuszczowych mono- i diacylogticeroti po enzymatycznej gticerotizie
OLEJOW w ZALEZNOSCI OD TEMPERATURY PROWADZENIA PROCESU (24)
Olej Udziat kwasow ttuszczowych (% wiw)

Ct4:0 C16:0 Cié6:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 Inne
rzepakowy 0,0 50 0,0 15 54,7 24,4 11,3 0,6 2,6
60°C
MAG 0,0 5,2 0,3 15 53,1 24,8 12,1 0,6 2,5
DAG 0,0 4,7 0,0 1,3 51,9 25,9 12,9 0,6 2,6
50°C
MAG 0,1 8,4 0,2 2,4 57,9 17,9 8,8 0,8 3,5
DAG 0,1 14 0,3 0,3 45,8 32,6 16,8 0,2 2,6
sojowy 0,0 10,4 0,0 3,6 23,1 55,8 4,5 0,4 2,1
40°C
MAG 0,0 10,8 0,1 3,5 21,9 55,4 4,9 0,4 3,1
DAG 0,0 9,2 0,0 3,1 21,5 57,2 6,0 0,4 2,7
5°C
MAG 0,0 26,2 0,0 8,1 18,2 39,4 3,8 0,7 3,5
DAG 0,1 2,1 0,0 0,8 23,1 64,5 5,9 0,1 3,5

MAG — monoacyloglicerole; DAG — diacyloglicerole



Biotechnologiczne metody otrzymywania zwigzkéw powierzchniowo aktywnych. Czes¢ 1 17

Rys. 4. Wptyw zawarto-
Sci wody na poczatkowa
szybkos¢ syntezy MAG-
monoacylogliceroli, DAG-
diacylogliceroli, TAG-tria-
cylogliceroli, WKT-wolnych
kwasoéw ttuszczowych (20).

Zawarto$¢ wody (%)

Poréwnujac wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli w reakciji glicerolizy (wy-
razong udziatem frakcji mononoacylogliceroli) prowadzonej w 5°C z olejem
sojowym lub rzepakowym wyzszy udziat monoacylogliceroli stwierdzono w pro-
duktach reakcji z olejem rzepakowym, mimo ze zawiera on mniej kwasow
ttuszczowych nasyconych (25).

Z badan McNeilla i wsp. (21) wynika, ze prowadzac glicerolize olejow w 5°C
mozna otrzymac wydajnos¢ syntezy monoacylogliceroli na poziomie okoto 90%
oraz zwiekszy¢ w nich udziatl kwaséw tluszczowych nienasyconych w porow-
naniu ze skladem monoacylogliceroli po glicerolizie smalcu lub toju wotowego.

Przedstawione zaleznosci pomiedzy wydajnoscia glicerolizy, skladem pro-
duktéw reakcji a temperaturg prowadzenia procesu i rodzajem substratu
potwierdzone zostaly w badaniach w ktérych stosowano olej palmowy, ste-
arynowy, oleinian palmowy oraz mieszanine stearynianu palmowego z olejem
rzepakowym (26).

Przebieg reakciji glicerolizy oraz wydajnosci otrzymywania monoacylogliceroli
w duzym stopniu zalezg od zawartosci wody w sSrodowisku (20) (rys. 4). Po-
czatkowe tempo tworzenia monoacylogliceroli zwieksza sie wraz ze wzrostem
zawartosci wody w srodowisku od 0,6 do 2,0% (w biokonwersji toju wotowego)
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Rys. 5. Wplyw zawartosci wody w srodowisku na tworzenie monoacylogliceroli (MAG) i kwaséw
ttuszczowych (WKT) z oleju palmowego (19).

oraz od 0,5 do 3,5% (w biokonwersji oleju palmowego). Przekroczenie gérnego
zakresu zawartosci wody w srodowisku odpowiednio powyzej 2,0 i 3,5% nie
wplywa istotnie na powstawanie monoacylogliceroli. Pomimo ze poczatkowe
tempo tworzenia monoacylogliceroli rosnie wraz ze zwiekszong zawartoscig wo-
dy w sSrodowisku to jednak po przekroczeniu jej poziomu 8,5-10,5% (w/w)
zmniejsza sie wyraznie wydajnos¢ synte”™ monoacylogliceroli (20).

Oceniajac wptyw zawartosci wody w sSrodowisku na wydajnos¢ syntezy
monoacylogliceroli w uktadzie mikroemulsji Holmberg i wsp. (19) stwierdzili,
ze jej minimalny poziom 0,5% (w/w) jest niezbedny do aktywacji enzymu
i do rozpoczecia konwersji triacylogliceroli (rys. 5). W srodowisku mikroemul-
sji wazna okazala sie molowa proporcja zawartosci bis-(2-etyloheksylo)-sulfo-
bursztynianu sodowego (zwigzku powierzchniowo aktywnego) do wody oraz
wody do glicerolu. Utrzymujac wartosci rozpatrywanych parametréw odpo-
wiednio na poziomie 2,5 i 3,4 uzyskano korzystng wydajnos¢ syntezy mono-
acylogliceroli (rys. 5).
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Postep w enzymatycznej glicerolizie W5n*aza sie stosowaniem hydrolaz acylo-
glicerolowych immobilizowanych. W badaniach Rosu i wsp. (54) lipaze z Pseu-
domonas sp. KW-56 wigzano na: CaCOs, CaSOg x H20, Ca2P20y lub na
Celicie i z powodzeniem zastosowano w glicerolizie oleju z oliwek. Koncowag
zawartos¢ monoacylogliceroli w Srodowisku reakcji oraz krotno$¢ zastosowania
immobilizowanych biokatalizatoréw przedstawiono w tabeli 6. Na szczegélne
podkreslenie zastuguja wyniki uzyskane z lipaizg unieruchomiong na CaCOs
z uwagi na dostepnos¢ i niska cene wykorzystanego nosnika.

Tabela 6
Wydajnosé¢ syntezy monoacylogliceroli podczas wielokrotnego wykorzystania

IMMOBILIZOWANEJ LIPAZY Z Pseudomonas sp. KWI-56 (54)

Zawrtos¢ monoacylogliceroli po kolejnsTn wykorzystaniu lipazy (% w/w)

Nosnik
1 1 11 v \% VI
CaCOg 87,1 87,0 90,6 88,3 78,7 78,3
Celite 86,9 86,7 60,6 46,6 36,5 37,5
87,5 87,7 88,4 82,5 65,1 29,7
CaS04 x 2H=20 50,7 63,4 23,4 1,8 - -

Przedstawione informacje o zastosowaniu enzymatycznej glicerolizy do
otrzymywania zwigzkédw powierzchniowo aktywnych (gtéwnie mono- i diacy-
logliceroli) wskazujg na szczegoétowe ustalenie czynnikéw determinujgacych
wysoka wydajnos¢ procesu. Na podstawie wynikow uzyskanych z przedsta-
wionych badan realne bedzie, jak sie wydaje, wdrozenie tych metod do pra-
ktyki i w niedalekiej przysziosci calkowite wyparcie glicerolizy chemicznej
procesami enzymatycznymi.

5. Enzymatyczna synteza cukrowych estrow kwasow ttuszczowych

Estry cukrowe kwasow ttluszczowych znajdujg zastosowanie jako skiad-
niki detergentéw oraz emulgatory w produktach zywnosciowych, tj. produkty
niskottuszczowe, margarimy, sosy, majonezy, lody, itd. (55,56). Enzymaty-
czna synteza cukrowych estréow kwasow tluszczowych prowadzona moze byc¢
w dwojaki sposdb:

1. W reakcji katalizowanej przez lipazy prowadzonej w srodowisku rozpu-
szczalnikbw organicznych, zwykle dimetylosulfotlenku badz pirydyny, rozpu-
szczalnikbw zapewniajgcych rozpuszczenie substratéw (57-61).

2. W wyniku estiyfikacji prowadzonej z mod3dikowanym substratem cu-
krowym w srodowisku pozbawionym rozpuszczalnika (62-65).

Pomimo koniecznosci modyfikacji substratu cukrowego, ze wzgledu na
wysoka wydajnos¢ reakcji czesciej stosowana jest wiasnie druga metoda.
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Jedno z pierwszych doniesien dotyczacych acylacji weglowodandéw przed-
stawili Therisod i Klibanov (66). Reakcje pomiedzy czasteczka weglowodanu
a roznymi estrami trichloroetylowymi prowadzono w s$rodowisku bezwodnej
pirydyny z wykorzystaniem lipazy trzustkowej. W pdézniejszej pracy tych au-
toréw przedstawiono mozliwosc¢ regioselektywnej acylacji dmgorzedowych grup
hydroksylowych z wykorzystaniem réznych preparatéw lipaz (67). Chopineau
i wsp. (68) kontynujgc badania poprzednikéw okreslili warunki estryfikaciji
alkoholi cukrowych z ré6znymi tluszczami. Dla wszystkich badanych alkoholi
uzyskano ponad 92% czystos¢ monomerow. Nie stwierdzono wptyAvu rodzaju
uzytego ttuszczu na wydajnos¢ syntezy estrow alkilowych kwasoéw tluszczo-
wych. Potwierdzono natomiast najwiekszg przydatnosc¢ lipazy trzustkowej do
prowadzenia tego rodzaju reakcji w sSrodowisku pirydyny.

Oprdécz prowadzenia bezposredniej estryfikacji kwasow ttuszczowych i we-
glowodanow istnieje takze mozliwos¢é prowadzenia reakcji transestiyfikaciji
dla uzyskania alkiloglikozydoéw kwasow ttuszczowych. Mutua i Akoh (69)
okrestili warunki optymalnej transestryfikacji alkiloglikozyddéw i oleinianu ety-
lu. Po raz pierwszy reakcje prowadzono w srodowisku mieszaniny benzen:
pirydyna (2:1; v/v) z wykorzystaniem immobilizewanej lipazy z Candida sp.
Optymalng konwersje kwasu olejowego (58,6-100 mol %) do alkiloglikozydéw
osiggnieto w temperaturze 55°C, czasie 48 h, przy zachowaniu stosunku
molowego alkiloglikozydu do oleinowego metylu 1:4.

Interesujace wjmiki osiggneli Janssen i wsp. (58). Zaproponowali oni estryfi-
kacje sorbitolu z kwasami tluszczow3nni wykorzystujac lipaze z Chromobacterium
viscosum w uktadzie dwufazowym. Nastepnie podjeto prébe realizacji procesu
z wykorzystaniem reaktora membranowego. Z uwagi jednak na stosunkowo wy-
soka aktywnos¢ wodng w systemie ui“skano niska wydajnos¢ reakcji.

Ciagly proces syntezy oteinianu fruktozy zaproponowat Khaled i wsp. (59).
Uzyskano 83% wydajnos¢ procesu po 3-krotnym przeptywie reagentéw przez
ztoze preparatu Lipozyme (Novo).

Adelhorst i wsp. (62) zaprezentowali estiyfikacje glukop3n*ano~déw z diugo-
tancuchowymi kwasami tluszczowymi katalizowana najwydajniej przez im-
mobilizowang lipaze z Candida antarctica. Reakcje prowadzono w srodowisku
pozbawionym rozpuszczalnika, przy wydajnosci procesu syntezy 6-O-acyl-
glukopyranozydu powyzej 90%. Ze wzgledu na powstajacq w czasie reakcji
wode proces prowadzono in vacuo. Proces ten w skali przemystowej realizo-
wany jest przez firme Novo Nordisk.

Podobny proces syntezy monoestrow weglowodandw i kwasow tluszczo-
wych w Srodowisku bez dodatku rozpuszczalnikéw przedstawili Fregapane
i wsp. (63). Uzyli oni jako materialu wyjsciowego izopropylodieno pochodne
glukozy. W poréwnianiu do metody syntezy emuigatoréw na bazie atkilowych
pochodnych weglowodanéw metoda ta jest nieco drozsza, ale umozliwia uzy-
skanie wyzszej wydajnosci i mozliwos¢ otrzymywania estrow disacharyddow.
Pochodne izopropylodienowe ksylozy wykorzystywano réwniez w estryfikacji
z kwasem arachidonowym (70). Pozwolito to na uzyskanie atrakcyjnego pro-
duktu — bioemutlgataora, a jednoczesnie produktu charakteryzujgcego sie
korzystnymi watorami zywieniowymi.
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Nalezy nadmieni¢, ze estry cukrowe-tluszezowe otrzymywane na drodze
syntezy enzymatycznej charakteryzuja sie bardzo dobrymi parametrami re-
dukcji napiecia powierzchniowego, a takze stabilizacji ukltadéw olej w wodzie
(o/w) i woda w oleju (w/o) (71). Wskazuje to na ich przydatnos¢ w réznego
rodzaju produktach spoz)rwczych.

6. Podsumowanie

w | czesci artykutu przedstawiono wybrane metody enzymatyczne stoso-
wane w otrzymywaniu zwigzkéw powierzchniowo aktywnych, gtdwnie mono-
i diacylogliceroli. Sposréd przedstawionych metod najwieksze szanse zasto-
sowania w praktyce ma gliceroliza enzymatyczna. Przedstawiono takze przy-
klady enzymatycznej syntezy cukrowych estrow kwasow tluszczowych.

Badania z tego zakresu prowadzone sag rowniez w Katedrze Biotechnologii
Zywnosci, UWM w Olsztynie. Dotychczas ustalono warunki glicerolizy toju
wotowego, ttuszczu drobiowego z wykorzystaniem handiowych preparatow
hydrotciz acytogticerotowych oraz otrzymanych w naszym taboratorium. Obe-
cnie pracujemy nad ustaleniem warunkow ciggtej glicerolizy z wykorzysta-
niem lipaz immobilizowanych. Réwnolegle prowadzimy badania, w ktérych
zmierzamy do ustalenia warunkow biosyntezy zwigzkéw powierzchniowo aktyw-
nych (bioemulgatoréw) przez wybrane szczepy grzybow. Wyniki badan w tym
zakresie przedstawione sg w 1l czesci artykutu.
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Biotechnological methods synthesis of surfactants
Part I. Enzymatic synthesis of surfactants

Summary

Surface active agents (surfactants) are generally amphiphilic substances consisting of hy-

drophobic and hydrophilic moieties. They have many applications in the food, cosmetics, and
pharmaceutical industry, pollution control, etc. Lipases (EC 3.1.1.3; acyloglycerol hydrolase) have
many applications and they are able to catalyze synthesis of biosurfactants ie. mono- and diacy-
loglycerols, carbohydrate esters of fatty acids etc. These products are biodegradable, natural,
non-toxic and aceptable by consumers. In this article enzamatic methods of synthesis of bio-
surfactants are presented.
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