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1. Wstep

ipazy (EC 3.1.1.3) zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unii Biochemi-

fcznej zdefiniowano jako hydrolazy estrow glicerolowych (1). Dziatajg one

na substraty nierozpuszczalne w wodzie, co decyduje o przebiegu reakcji
powierzchni rozdziatu faz z szybkoscig zalezng od wielkosci tej powierzchni (2,3).
Enzymy hydrolizujace estiy innych, niz glicerol alkoholi zaliczono do esteraz (4).

Lipazy grzybéw nitkowatych, pod pewnymi wzgledami, zostaty poznane le-
piej anizeli lipazy bakterii czy drozdzy i znalcizly juz praktyczne zastosowanie
(5). Do produkcji firmowych preparatéw lipaz stosuje sie najczesciej grzyby
rodzajow: Aspergillus, Mucor, Rhizopus (6). Zréznicowane wiasciwosci lipaiz,
a w szczegoélnosci ich specyficzno$¢ substratowa, pH — stabilno$¢, termosta-
bilno$¢, zadecydowaty o mozliwosciach ich wykorzystania w niektérych gate-
ziach przemystu spozywczego, chemicznego, farmaceutycznego i innych (7,8).

W $rodowisku wodnym — na skutek wysokiego stezenia molowego wody
— lipaza katalizuje reakcje hydrolizy. Réznica w energii swobodnej Gibbsa,
towarzyszgca zmianie kierunku reakcji z hydrolizy na synteze w przypadku
lipaz nie jest duza (9,10), dlatego zmieniajac $rodowisko reakcji na niewodne
mozna zmieni¢ kierunek reakcji w strone syntezy (11,12).

W reakcji enzymatycznej estryfikacji w srodowisku solwentéw organicznych
woda spetnia wyjatkowg funkcje. Jest ona zaréwno niezbednym skiadnikiem
Srodowiska reakcji, jak i jednym z produktow reakcji. Wiadomo, ze w $rodo-
wisku tym enzym jest otoczony molekutami wody nie zwigzanymi kowalen-
cyjnie z powierzchnig biatka. Woda ta, nazywana warstwg wody niezbednej
zabezpiecza katalityczng konformacje enzymu (13,14). Rozpuszczalnik orga-
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niczny, usuwajgc warstwe wody niezbednej, moze spowodowa denaturacje
enzymu.

Enzymatyezna synteza estréw w poréwnaniu z syntezg chemiezng wyka-
zuje wiele zalet. Zaliezy¢ do nich mozna m.in. wysoka specyficzno$é¢ Simtezy,
brak produktéw ubocznych i niskg energochtonnos¢. Lipazy w $Srodowisku
niewodnym Kkatalizujg synteze wielu stereospecyficznych estrow i laktondw,
ktérych otrzymywanie i wydzielenie na drodze chemieznej jest zazwyczaj bar-
dzo skomplikowane (15,16).

2. Materiaty i metody

2.1. Otrzymywanie lipaz

W badaniaeh stosowano kultury drobnoustrojéw wyselekejonowanyeh ze
Srodowiska, poehodzace z kolekeji whasnej, tj. szczepy Mucor racemosus A37,
Aspergillus niger, Asp. oryzae 25, Penicillium glaucum, Rhizopus nigricans,
M. jauanicus T45 i Asp. oryzae 14.

Hodowle wstrzgsang prowadzono w kolbach o pojemnosci 500 cm” zawie-
rajacych 50 cm” podtoza, w temperaturze 30°C przy obrotaeh wstrzasarki
220 min' w czasie 3 dni.

Stosowano nastepujgce podioza:

| — (%) wytloki sojowe — 2,00 moeznik — 0,2 sacharoza — 0,2
K2HPO4 — 0,2; MgS047H20 — 0,1; CaCOa — 0,5; olej oliwkowy — 0,5;
H20 do 100% (17);

I — (%) ekstrakt kukurydziany — 5,0; olej oliwkowy — 2,0; KH2PO4 —
0,2; KCI — 0,05; NaNOs — 0,05; MgS047H20 — 0,05; H20 do 100% (18).

Sehemat postepowania prowadzacy do otrzymania preparatéw lipaz zamie-
szezono na lys. 1

Rys. 1. Schemat otrzymywania rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych preparatow lipaz.
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W wyniku hodowli badanych szczepéw uzyskano ciecz pohodowlana i my-
celium, ktére stanowity materiat wyjsciowy do otrzym3rwania lipaz pozako-
morkowych (rozpuszczalne) i wewnatrzkomorkowych (immobilizowane prepa-
raty mycelialne). Dla kazdego szczepu otrzymano cztery rozne preparaty lipaz
rys. 1).

(yLiof)iIizacje preparatow enzymatycznych prowadzono w aparacie firmy Ed-
wards. Odwodnienie biomasy za pomocg acetonu polegato na jej 3-krotnym
przemyciu acetonem.

2.2. Oznaczanie aktywnosci hydrolitycznej

Aktywnos$¢ hydrolityczng (A") lipaz oznaczano za pomoca metody miare-
czkowej (19) i wyrazano w amolach kwasu ttuszczowego uwalnianego w czasie
1 sekundy przez 1 cm” cieczy pohodowlanej z 20% emulsji oliwy z oliwek
w 2% alkoholu poliwinylowym (pH 7) lub 1 g s.s. preparatu statego z 40%
emulsji trioleinianu glicerolu w 2% alkoholu poliwinylowym (pH 7). Postep
reakcji hydrolizy (Ch) okreslano takze w procencie hydrolizy, w przeliczeniu
na trioleinian. Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C dla lipaz rozpusz-
czalnych i 30°C dla immobilizowanych preparatéw mycelialnych.

2.3. Synteza estrow

Synteze estrow prowadzono w szczelnie zakrytych naczyniach o pojemnosci
30 cm”, do ktérych wprowadzano 1| mmol kwasu, Immol alkoholu, 5 cm”
rozpuszczalnika i 50 mg lipazy. Synteze prowadzono w temperaturze 30°C,
przy obrotach wstrzgsarki 220 min b Dane uzupetniajgce dla kazdej syntezy
umieszczono pod tabelami.

Aktywnos$¢ syntetyczng (Ag) lipaz oznaczano za pomocg metody alkalime-
trycznej (18) i wyrazano w molach estru syntezowanego w czasie 1 sekundy
przez 1 g s.s. enzymu. Wydajnos¢ reakcji estryfikacji (Ch) podawano w pro-
cencie ubytku kwasu uzytego do syntezy. Powstale estiy identyfikowano za
pomocg metody chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (20) oraz przeprowa-
dzajac analize w podczerwieni IR.

3. Wyniki | dyskusja

Preparaty lipaz (zob. rozdz. 2.1, (rys. 1)) zastosowano do hydrolizy oleju
oliwkowego i syntezy estrow wyzszych kwasow karboksylowych.

Badajac aktywnos¢ hydrolityczng pozakomoérkowych lipaz (tab. 1) stwier-
dzono, ze najwyzsza aktywno$é (Ah= 3,39 x 10”*mol (cm”)As'M) wykazuje ciecz
po hodowli szczepu Rhizopus nigricans na podiozu .
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Tabela 1

Aktywnosé hydrouiyczna lipaz pozakomérkowych (Ir)

Podtoza ! 1

Szczep Aktywnos$¢ Ah
Mucor racemosus A37 0,49 0,34
Aspergillus niger 0,10 0,03
Asp. oryzae 25 0,16 0,14
Penicillium glaucum 0,10 0,07
Rhizopus nigricans 3,39 0,28
M. Javanicus T45 0,19 0,12
Asp. oryzae 14 0,12 0,09

Substrat: 20% emulsja oleju z oliwek.

Tak wysoka akt}Avnos¢ rokuje mozliwosci praktycznego zastosowania tej
lipazy.

Lipazy pozakomoérkowe badanych szczepow, rozpuszczone w fazie wodnej
$rodowiska difazowego woda-eter naftowy (1:10 v/v), nie wykazirwaty aktyw-
nosci w syntezie estrow kwasu oleinowego.

Po liofilizacji lipazy te zastosowano do syntezy estréw w Srodowisku eteru
naftowego (tab. 2).

Tabela 2
Wydajnosé syntezy estréw przez lipazy rozpuszczalne,
ODWODNIONE METODA, LIOFILIZACII (LR-L)

Kwas Palmitynowy
alkohol etanol 1-heksanol oleinowy
Cs 1%] Cs [%1 Cs [%]

Mucor racemosus A37 20,3 6,2 51
Aspergillus niger 6,5 9,4 6,2
Asp. oryzae 25 5,0 21,8 9,5
Rhizopus nigricans 4,0 16,6 8,3
Mucor Javanicus T45 53,7 16,1 18,7
Penicillium glaucum 0 0 0

Jako rozpuszczalnik uzywano eter naftowy. Do préby dodawano 2g sita molekularnego 4A.
Czas reakcji wynosit 18 godzin.

Jedynie lipaza Penicillium glaucum nie wykazywata aktywnosci syntetycz-
nej. Pozostate z badanych lipaz, a w szczeg6lnosci lipazy Mucor, katalizowaty
synteze estrow.

biotechnologia 2 (29) '95
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Wydajnos¢ syntezy estrow dla lipaz wewnatrzkomoérkowych otrzymanych
w formie liofilizowanego mycelium badanych szczepéw (ILM-L) zamieszczono
w tab. 3.

TABELA 3
WYDAJINOSC SYNTEZY ESTROW PRZEZ IMMOBILIZOWANE LIPAZY MYCELIALNE,
ODWODNIONE ZA POMOCA METODY LIOFILIZACII (ILM-L)

Kwas Palmitynowy Stearynowy Oleinowy

szczep 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

alkohol wydajnosc [%]
etanol 93 40 57 80 92 74 23 48 22 70 91 36 42 51 94
1-propanol 90 33 50 53 83 78 20 66 40 80 97 31 40 42 96
2-propanol 26 10 22 23 33 31 10 40 16 33 38 9 15 12 36
2-metylo-1-propanol 98 53 92 91 97 70 13 28 4 91 85 16 22 60 89
2-metylo-1-butanol 96 16 58 33 88 73 7 71 31 77 93 18 45 28 92
2-pentanol 30 16 28 20 25 31 18 22 15 28 28 12 16 8 32
2-metylo-2-butanol 7 0 2 0O 9 5 0 2 O 8 3 0O ! o0 8
1-heksanol 93 33 30 80 85 90 38 50 20 83 94 16 12 32 98
oleinowy 81 43 58 23 92 83 20 53 22 87 91 23 30 12 90
benzylowy 89 17 43 30 80 8 8 45 20 78 92 16 19 15 83
sorbitol 3 0 0 O 7 10 0 O O0 13 11 0 O O 8
glicerol 29 8 15 16 23 38 4 25 19 39 48 16 8 4 49

Jako rozpuszczalnik uzyto eter naftowy odwodniony sitem molekularnym 4A, do préby do-
dawano 2 g tego sita. Czas reakcji wynosit 18 godzin.

1 — Mucor racemosus A37, 2 — Asp. niger, 3 — Asp. oryzae 25, 4 — Rhizopus nigricans,
5 — M. Jauanicus T45.

Najwyzszg wydajnos¢ reakcji stwierdzono, tak jak w poprzednim ekspery- |
mencie, dla lipaz Mucor. Ich preparaty syntetyzowaly estry nastepujgcych
kwasow ttuszczowych: palmitynowego, oleinowego i stearynowego oraz pier-
wszorzedowych alkoholi alifatycznych (C2-C18) z wydajnoscig 70-98%. Syn-
tetyzowaly takze estiy alkoholi drugorzedowych, ale z nizszg wydajnoscia (25-
38%), a takze estry trzeciorzedowego alkoholu 2-metylo-2-butanolu z wydaj-
noscig 3-9%, glicerolu — z wydajnos$cig 23-49% oraz sorbitolu z wydajnoscig
7-13%.

Nie stwierdzono wyraznych réznic w aktywnosci wykazywanej przez pre-
paraty mycelialne w $rodowisku eteru naftowego nasyconego woda, a osu-
szonego sitem molekularnym 4A. Preparaty mycelialne zawieraty ok. 3% wody,
co jest zapewne wartoscig optymalna.

Aktywno$¢ syntetyczng preparatow mycelialnych — liofilizowanych i od-
wodnionych acetonem poréwnano w tab. 4.
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Tabela 4

Wopiyw sposobu odwodnienia mycelium na aktywnos$é syntetyczng immobilizowanych w nim lipaz

Lipciza Masa Aktywnosc Al;tgg:zéé ocSzt)(/)Ezlsge- V\:Jyr?)?:s%éé
© As AsXg nia %)
M. Jauanicus T45
preparat ILM-L 1,900 1,67 3,17 1,0 63,7
preparat ILM-A 1,194 4,17 4,98 2,5 100,0
M. racemosus A37
preparat ILM-L 1,820 1,11 2,02 1.0 46,9
preparat ILM-A 1,200 3,61 4,31 2,1 100,0

Substraty: kwas oleinowy i 1-propanol w $rodowisku eteru naftowego. Do préb dodawano
2 g sita molekularnego 4A. Czas reeikcji 1 godzina.
Ag = X mol g-"s ' X 10'®.

Stwierdzono, ze przemycie mycelium acetonem zwiekszyto syntetyczng
aktywnos¢ wihasciwg otrzymanych lipaz okoto 2-krotnie w poréwnaniu z pre-
paratami uzyskanymi na drodze liofilizacji.

Wozrost aktywnosci wiasciwej immobilizowanych preparatéw mycelialnych
jest wynikiem usuniecia przez aceton lipidow i biatek $ciany komdérkowej oraz
wewnatrzkomarkowych inhibitoréw, co znacznie ufatwia dyfuzje substratéw
i produktéw oraz zwieksza aktjrwnos$¢ lipaz. Do przemywania uzywano ace-
tonu o temperaturze od -25°C do 25°C. Zaobserwowano tylko niewielkie roz-
nice w aktywnosci og6lnej na korzy$¢ preparatéw acetonowych otrzymywa-
nych w niskiej temperaturze. Poniewaz roznice te byly niewielkie, w badaniach
rutynowych przems3Avano préby grzybni acetonem o temperaturze pokojowej.

Aktywnos¢ hydrolityczng i syntetyczng immobilizowanych lipaz mycelial-
nych (ILM-A), otrzymanych z M. Jauanicus T45 i M. racemosus A37 prezen-
towana jest w tab. 5.

Tabela 5
Aktywnosé immobilizowanych lipaz mycelialnych
(ODWODNIONYCH ACETONEM ILM-A)
W REAKCJI HYDROLIZY TRIOLEINIANU GLICEROLU | SYNTEZY OLEINIANU PROPYLU

Masa (g)

0,01
0,02
0,05
0,10
0,15

Ah
8,19
6,61
7,78
7,47
7,97

Mucor Jauanicus T45

Ch As

4,82 15,08

7,78 8,86
22,92 4,06
44,04 2,76
70,36 1,84

Cs
54,31
63,82
73,01
99,20
99,41

Ah
15,50
12,97
12,50

9,47
10,33

Hydroliza: Substrat: 40% emulsja tnoleinianu glicerolu.
Ah- aktywnos¢ hydrolityczng (mol g *s ' x 10 ®),

C~- wydajnos¢ hydrolizy (%).

biotechnologia

Mucor racemosus A37

Ch As Cs

9,1 13,29 47,87
15,31 7,40 53,30
36,86 3,46 62,21
55,82 2,11 76,11
91,27 1,84 99,50
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Synteza: Rozpuszczalnik — eter naftowy. Do prob dodawano 2g sita molekularnego 4A.
Czas reakcji 1 godzina.

Ag- aktywnos$¢ syntetyczna (mol g 's "' x |10'®),

Cg- wydajnos¢ syntezy (%).

Lipazy Mucor wykazujg zaréwno aktywno$¢ hydrolityczng, jak i syntetycz-
na. Wypadkowy kierunek procesu katalizy jest wymuszany warunkami $ro-
dowiska reakciji.

Stwierdzono, ze szybko$¢ syntezy oleinianu propylu i szybko$¢ hydrolizy
trioleinianu glicerolu jest bardzo zblizona, mimo ze poddawano hydrolizie
i syntezie estry réznych alkoholi. Prawdopodobnie fragmentem substratu roz-
poznawanym przez lipaze jest cze$¢ kwasowa estru, ktéra w obu przypadkach
byta taka sama. Zwiekszenie réznic w szybkosci reakcji hydrolizy i syntezy,
ktére zaobserwowano dla wiekszych nawazek lipazy wynikato prawdopodobnie
z réznych proporcji molowych substratébw. W reakcji syntezy sosowano pro-
porcje molowg kwasu do alkoholu, jak 1:1. W reakcji hydrolizy peoporcje
molowe estru do wody wynosity jak 1:60.

Dynamike nagromadzania oleinianu propylu w reakcji syntez, katalizowanej
przez lipazy M. Javanicus T45 i M. racemosus A37 przedstawiono w tab. 6.

Tabela 6

Dynamika nagromadzania oleinianu propylu w reakcji syntezy

KATALIZOWANEJ PRZEZ IMMOBILIZOWANE LIPAZY MYCELIALNE ODWODNIONE ACETONEM (ILM-A)

Cras Mucor Javanicus T45 Mucor racemosus A37
(min) z sitem 4A bez sita z sitem 4e bez sita
(Cs) (As) (Cs) (As) (Cs) (As) (Cs) (As)
5 — — 2,9 1,93 — — 6,6 4,40
10 34,8 11,60 4,8 1,60 34,8 11,60 3,8 1,27
15 — — 2,9 0,64 — — 2,0 0,44
20 36,5 6,08 13,0 2,17 39,0 6,50 12,1 2,02
25 — — 11,2 1,49 — — 18,6 2,48
30 49,0 5,44 22,2 2,47 44.8 5,00 17,6 1,96
35 — — 23,1 2,20 — — 18,7 1,78
40 57,5 4,79 18,5 1,54 51,5 4,29 16,7 1,39
45 — — 20,3 1,50 — — 20,3 1,50
50 63,1 4,21 21,3 1,42 58,2 3,88 22,2 1,48
55 — — 24,9 1,51 — — 25,8 1,54
60 72,3 4,02 29,5 1,61 62,3 3,48 26,8 1,49
120 85,7 2,38 — — 80,3 2,23 — —
480 — — 80,8 0,22 — — 76,9 0,21

Substraty: kwas oleinowy, 1-propanol. Rozpuszczalnik — eter naftowy. Do préb z pochta-
niaczem wody dodawano 2 g sita molekularnego 4A.

Ag — aktywno$¢ syntetyczna (mol g”s * x 10 ®),

Cs — wydajnos¢ syntezy (%).

Dla reakcji prowadzonej bez pochtaniacza wody, w poczatkowym okresie
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(do 40 min) zaobserwowano niewielkie wahania wydajnosei syntezy oleinianu
propylu. Dynamika syntezy w tym okresie byta wypadkowg szybkosei dyfuzji
substratow i produktéw z myeelium. Szybko$¢ tworzenia wody w komoérkaeh
Mucor byta wieksza od szybkosci jej dyfuzji, co w konsekwencji prowadzito
do lokalnego zalegania powstatej wody, stwarzajgc tym samym Srodowisko
preferujgce reakcje hydrolizy powstatego estru. W przypadku reakcji biegnacej
z pochtaniaczem wody zjawisko przejsciowego zalegania wody w myeelium
nie wystepowato, na skutek wymuszonej roznica stezen ciaggtej dyfuzji wody
z komorki. Bez udziatu pochtaniacza wody reakcja przebiegata wolniej. Byto
to niewatpliwie wadg tego sposobu reakcji.

Woda wydzielona w procesie syntezy, zwlaszcza dia wysokiego stezenia
wyjsciowego substratéw, spowalnia proces syntezy. Mozna temu zaradzi¢ pro-
wadzgc synteze estru w wielostopniowych reaktorach kolumnowych. Parame-
try syntezy sg tak dobrane, ze ilos¢ wody wydzielonej w kazdym reaktorze
nie powoduje zmiany kierunku reakcji. Mieszanina substratow i produktéw
przed wprowadzeniem do nastepnego reaktora jest odwadniana, co zapewnia
wysoka produktywnos$é catego procesu (21).

Dobor rozpuszczalnika, w ktérym przebiega enzymatyczna estryfikacja jest
jednym z najwazniejszych czynnikéw, wptywajacych na wydajnos¢ syntezy
estrow. W poprzedniej pracy (22), badajgc termostabilnos¢ lipazy Mucor Ja-
uanicus w temperaturze 100°C w $rodowisku niewodnym stwierdzilismy, ze
alkohole rozpuszczane w wodzie inaktywujg enzym, natomiast reakcja pro-
wadzona w $rodowisku alkoholi mieszajagcych sie z wodg w stopniu ograni-
czonym (nawet w tak wysokiej temperaturze) pozwala zachowac aktywnos$¢
katalityczna lipazy. Wynikato to prawdopodobnie z trwatego, denaturujgcego
lipaze odksztatcenia warstwy wody niezbednej, polegajacego na przejsciu do
roztworu molekut wody zabezpieczajgcej katatityczng konformacje biokataliza-
tora w Srodowisku organicznym (14).

Synteza glicerydow kwaséw: stearynowego, oleinowego i palmitynowego
(tab. 7), katalizowana przez lipazy Mucor przebiega z najwyzszg wydajnoscig
w obecnosci eteru diamylowego (Log P = 3,9). Zalezno$¢ A=f(logP) (gdzie A to
wydajnos¢ syntezy estru, a P-polarno$¢ rozpuszczinika) w tym punkcie wy-
kazuje maksimum. Poprzednio stwierdziliSmy (22), ze w przypadku syntez
oleinianu butylu i stearynianu propylu, katalizowanych przez lipaze Mucor
Javanicus T45, zalezno$¢ ta wykazuje takze maksimum. Rozpuszczalnikiem
preferowanym dla tych syntez byt eter naftowy (log P = 3,2).

Woystepowanie maksimum aktywnos$ci w zaleznosci od polarnosci rozpusz-
czalnika stanowigcego $rodowisko reakcji, stwarza mozliwo$¢ dalszej optyma-
lizacji tego srodowiska reakcji, np. z wykorzystaniem mieszaniny rozpuszczal-
nikow (16).

biotechnologia 2 (29) '95
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Tabela 7

Doboér rozpuszczalnika do syntezy glicerydow

Wydajnos¢ estryfikacji (%)

Rozpuszczalnik L(Olg5)P Mucor Javanicus racl\grlfr::gsrus
A B o A
DMSO -1,3 0 0 0 0
dioksan -11 0 0 0 0
2.4-pentandion -0,6 0 0 0 0
aceton -0,23 10,0 8,2 10,8 7,3
chlorek metylenu 1,3 10,8 12,3 14,4 0
butyloetyloeter 1,9 0 9.9 17,5 0
chloroform 2,0 12,2 9,0 25,5 8,2
benzen 2,0 22,7 15,3 20,3 18,6
tréjchloroetylen 2,2 26,8 25,5 24,7 16,6
toluen 25 19,6 8,0 4,5 6,0
cykloheksan 3,2 25,3 23,3 8,7 21,2
eter naftowy 3,2 25,7 18,8 10,3 12,7
heksan 3,5 23,0 23,5 4,8 22,1
diamyloeter 3,9 55,0 36,9 42,2 24,2
n-heptan 4,0 36,7 21,6 19,0 26,4
izooktan 4,5 37,6 24,1 13,8 38,0
dodekan 6,6 26,8 17,8 4,6 15,1
n-heksadekan 8,8 12,44 29,4 22,6 8,6

A — kwas stearynowy,

B — kwas oleinowy,

C — kwas palmitynowy.
Lipaza ILM-A, czas 20 godzin.
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Fungus lipases and their activity in the hydrolysis reaction and in the syn-
thesis of fatty acid esters

Summary

Preparations of soluble and immobilized fungus lipases showing high catalytic activity in
hydrolysis of acyloglycerols in water, synthesis of esters of higher fatty aeids in hydrolysis of
acyloglycerols in water and synthesis of esters of higher fatty acids in organic solvents milieu
were obtained.

The course of reaction and the activity depended on: the lipase source, the form of enzyme
and the reaction milieu. The studied extracellular lipases, in a water — soluble form (especially
R. nigricans lipase), exhibited high activity in olive oil hydrolysis. The lipases were not active in
esters synthesis in diphase system: water-organic solvent. Being drained by liophilization they
demonstrated the activity in esters synthesis in organic solvents milieu.

The endocellular lipases immobilized in situ showed the highest activity in the synthesis of
esters in organic milieu. These enzymes can also be used for hydrolysis of acyloglycerols.

The obtained liquid and immobilized mycelial preparations demonstrate activity which qu-
alifies them for industrial scale application.
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