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Enzymov6 premeny triacylglycerolov

SILVIA HURTOVA . JAROSLAV ZEMANOVIE - STETAN SCHMIDT

S ri hrn. V pr6ci prehlhdne uv6dzarne rnoZnosli biornodihkricie jednoduchych lipidov (tukov a

olelov) riEinkorn lip6z. Enzfrnorn katalyzovan6 reakcie transesterifikdcie a esterifikdcie urnoZ-

riujri ziskaivysokohodnotnd tuky a oleje s ohl'adorn na ich vyZivovi a fZitkovri hodnotu. Tak€to

tuky so Ziadanyy'rni fyzik6lnyrni, chernickyrni a biologickyrni vlastnostarni rn6Zu nijsiuplatne-
nie nielen v potravinirskorn, ale aj tarrnaceutickorn a v kozrnetickorn priernysle. V prrici d'alel

diskutujerne aj o rnoZnosti vyuZitil njchto lipdz pre enzyrnovi hydrollzu tukov s ciel'orn

pripravy ipecifickych rna.stnych kyselin, resp. parciihrych glycerolov alebo glycerolLr.

Zdravy vyvin dloveka je neodlnysliteLne spojeni s jeho spriivnou vyZi-
vou. KedZe lipicly, popri sacharidoch a bielkovin6ch, patria rnedzi ziikladn6

faktory ludskej vyiivy, problematika zfskania biologicky vysokohod-
notnich tukovych vyrobkov, s vopred zvolenim komplexom vyslednych

vlastnosti, ostdva sti{le aktuiilnou. V sridasnosti sa pre tnodifikriciu pri-
rodnych tukov a olejov vyuZfva v prietnyselnotn tnerftku najrnii proces

rnedzirnolekulovej preesterifikicie za pouZitia bfzickyclt katalyzdtorov.

Popri tejto chernickej ceste, ukazuiri sa velkd moZnosti a perspektfvy prie-

rnysiu tukov a olejov v sfivislosti s vyuZit(rn lipdz pre biornodifik6ciu
lipidov, najrnii enzimovou transesterifikriciou prfrodnych tukov a olejov,

za fdelorn zrneny zloLenia ich Struktfr, a tyrn aj ich fyzikdlnych alebo

biologickych vlastnostf.
M oZno sti ovplyv novania triacyl glycerolovf ch Struktf r prirodnych tukov

a olejov rastlinn6ho a Zivodflneho p6vodu biochernickou cestou, t.j. pouZi-

tfrn lipdz, v porovnanf s reakciarni katalyzovanimi chernicklirni 6inidlarni,
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majf niekolko vfhod. Hlavnbu vlihodou je fakt, Ze sa touto cestou d6
pripravif Sirokd Skdla produktov rOzneho zloLeniaa vlastnostf, ktord vyplfva
zo Specificity lipdzy (pre urditri mastnf kyselinu alebo polohu na molekule
acylglycerolu) alebo jej stereo5pecificity [1]. bal5ou vlihodou sf mierne
reakdn6 podrnienky, z 6oho vyplfva rnen5ia spotreba energie a rnenSie

tepeln6 po5kodenie reaktantov a produktov [2].
Popredn6 miesto, 6o sa tyka reakcif katalyzovanlich lipr{zou, z hl'adiska

ich rnoZnej aplikdcie v priernysle tukov a olejov, zaujimajf reverzn6 reakcie
hydrollizy, n aj rnii reakc ie tran sesterifi k iic ie.

I. Reverznd reakcie hydrollizy - transesterifikiicia a esterifik6cia

Lipizy (glycerolesterhyclrolifzy), ai uZ iivodf5neho, rastlinn6ho alebo
rnikrobidlneho p6vodu, p6sobia v heterog6nnych syst6moch, pretoZe kata-
lyzujri hydrolf zu esterovych vlzieb dlhorefazcovlich acylglycerolov na f6-
zovorn rozhranf olej-voda (vo vode nerozpustn6 substrdtovdf6za - vodnii
f6za s rozpustenim enz;y'morn) [1]. Katalytick6 pOsobenie lip6z je reverzi-
biln6. Katalyzujri nielen hydrolytick6 Stiepenie tukov (esterov), ale aj ich
synt6zu a transesterifikriciu. Priebeh reakcie je ovplyvnenli obsahom vody
v reakdnorn rn6diu. Transesterifikiicia i esterifikiicia, ako reverzn6.reakcie
hydrollizy, prebiehajf prednostne pri nfzkorn obsahu vody (pod lTo) i3l.

D6leZitlim faktorom, z hladiska pouZitia lipdz na analytick6 frdely, ale i
rnoZnej aplik6cie v priernyselnorn Ineritku, 6i uZ sa jednd o reakcie hydro-
lyzy, alebo sk6r o reakcie transesterifikdcie, je ich Specificita (pre polohu
alebo urditf mastnf kyselinu v molekule acylglycerolu). V sfvislosti
s reakciarni transesterifikiicie, pouZit(rn tzv. ne5pecifickej lipizy napr. liprizy
z C a nd ida ru g o sa, P se ud o m o tru s a c ru gi nosa, C hront oba c te riunt v isco s unt,
Hunticola lanuginosa a pod. t.j. liptizy, ktorii nie je Specifickii ani pre urditri
rnastnf kyselinu, ani pre pololtu na rnolekule glycerolu, produkovan6 tria-
cylglyceroly (TAG) sf rovnak6 ako tie, ziskan6 chernickou preesterifikiiciou
t.j. acylovd skupiny rnastrtych kyselfn (MK) sri ndhodne distribuovan6
v acylglyceroloch [4], ale za rnienrejSfch rcakdnych podrnienok. Zdujern sa

preto stistred uje viac na preesterifikdciu jedlfch tukov s tzv. sn- I ,3-poloho-
vo Specifickou lipiizou napr. pankreaticki lip'iza, lip6za z Mucor niehei,
Rhizoltus delemar a pod., pri ktorej acylovii rnigriicia sa obmedzuje len
na vonkajiie polohy TAG, a ktorou.je rnoZn6 ziskad zmesi TAG, ktor6 nie je
rnoZn6 pripravif chernicky Ial. Vfhodou tejto reakcie .ie,Le popri rniernej-
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S(ch podmienkach, a s tym sdvisiacej fspore energie a zniLenej tvorbe
vedlaj5fch produktov, sa biologicky vyznamnii poloha sn-2 (Specifickr{

pre vliskyt najrnii kyseliny olejovej, linolovej, pr(p. linol6novej) [5], nemenf

[6]. balSou vyhodou, v porovnanf s alkalickou preesterifikiiciou, je moZnosf
usmerilovania priebehu reakcie a.jej ukondenie pri dosiahnutf poZadovandho

stupfia premeny 16).2 aplikabn6ho hladiska rnd tento typ reakcie vyznam
pre prfpravu vysokohodnotnych niihradiek kakaov6ho masla z lacnej5fch

surovfn, vhodnlich pre priernysel cukroviniek napr. interesterifikiicia palmo-
v6ho oleia s tristearfnom alebo acidolyza s kyselinou stearovou (ide o pr(-
pravu dominantnfch TAG Struktfr kakaovdho rnasla typu POSI a StOSt;
P-palrnitoyl, O-oleoyl, St-stearoyl) [3,4,7). PouZitfrn lip|zy napr. z Geotri-
chum candidum [1] dochr{dza ku selektfvnej vlirnene nenasytenych
mastnfch kyselfn s dvojitou viizbou v polohe 9 v cis konfigur6cii v zmesi
TAG alebo TAG a MK napr. preesterifikdciou zrnesi olivov6ho oleja s ky-
selinou linol6novou a stearovou pouZitirn irnobilizovanej lip{zy z Geoti-
chum r:andidunt sa woria TAG, ktor6 sf obohaten6 o kyselinu linol6novf
na fkor ole.jovej [4].

Reakcie transesterifikdcie, v srivislosti s biornodifikriciou prfrodnych
tukov a olejov, zaujirnajri vyznamn6 tniesto, o dom sveddf aj mnoZswo
publikovanych priic venovanych tejto problernatike, najmii v poslednej
dekiide. Niektorf autori sledovali vplyv rOznych faktorov na priebeh trans-
esterifikiicie napr. vplyv nelipidickdho rnateriiilu [8], polarity substr6tu,
aktivity vody a obsah vody na aktivitu enzyrnu [9], vplyv fosfolipidov [10],
thniv6ho roztoku [11], alebo teploty [12]. Niekolko priic bolo venovanych
priebehu trarrsesterifikiicie v organickych rozpfrStbdldch. Procesy katalyzo-
van6 lipiizou, ktor6 prebieha.iir v organickych rozpri5dadlrich, rnajf prierny-
selrry vyznarn, lebo odstrariu.ifi nevyhody biologickej katalyzy v zriedenych
roztokoch (zvfIi sa rozpustnost'tukov a ole.jov, rovnovdha sa posriva v smere
reverznej r'eakcie hydrolfzy t.j. transesterifikdcie). Musi sa vlak zabezpedid

stabilita lip'izy napr. ich irnobiiiziiciou alebo rnodifik6ciou. Pritornnosd
organickych rozpfr5t'adiel detailrte Studovali napr. Zaks a Klibanov [13].
Miller a kol. [14] sledovali kinetiku lipiizou katalyzovanej preesterifikricie
TAG v cyklohexdne. Osterberg a kol. [5] uskutodnili transesterifikiiciu
trioleinu s kvselinou stearovou, cr-linol6novou a 1-linol6novou a transeste-
rifikiiciu T,AC obsahu.j(cich 1-linol6nov(r kyselinu s kyselinou linolovou
za porrZitia sn- 1.3-(pecificke.i lip'izy z Rhizo1tus delentur v syst6rne tzv. re-
verzttyclt rnicie I \ \ tvorellich PAL a izooktiinorn (fostl,itovf tlmivy roztok).

83



D6leZitfm faktorom z hl'adiska pouZitia lipi{z ako interesterifikaEnlch
katalyz6torov je popri ich aktivite aj stabilita, najmii v prostredf organick6ho
rozpf5fadla, ktorf je rnoZn6 zvySi( ich irnobiliz{rciou na rdznych nosidoch,
aj na fkor urdit6ho znftenia aktivity. Ako najefektfvnejSie nosiie sa ukdzali
Hyflo Supercel (kremiditd zemina) pre imobiliz6^ciulipizy napr. z Rhizopus
arrhizus, Aspergillus sp. [8], Pseudomorns Jluorescerrs [16], dalej makro-
p6rov6 i6novymenn6 Zivice pre lip6zu z Mucor miehei, komerdne vyr6banf
pod ndzvom Lipozyme |21. Zaujimavii je aj aplikr{cia PEG-modifikovanej
lip{zy pre reakcie esterovej vymeny napr. rnedzi trilaurinorn a triolefnom
[17] pre pr(pravu zmesf s niZ5ou teplotou topenia.

PobiatoEn6 prilce, ktor6 sledovali rnoZnd aplikdcie lip6z v oblasti trans-
esterifik6cie sa zameriavali na pr(pravu produktov podobnych kakaov6mu
maslu, do sa t;ika ich TAG Struktriry a fyzikrilnych vlastnostf, z lacnej5ich
rnateridlov. Tak6to produkty, ktor6 rnajf velkf vyznarn pre vlirobu cukrovi-
niek, farmaceuticky i kozmetickf priernysel, boli pripraven6 napr. acido-
lyzou olivov6ho oleja s kyselinou stearovou pdsobenfm sn-1,3-Specifickej
lipdzy z Rhizopus delemar [18], alebo s kyselinou palrnitovou s vyuZitim
Lipozyrne (Mucor miehei) [9], alebo transesterifikiiciou palrnov6ho oleja
s lipdzou z Aspergillus sp. [20].

Transesterifikricia rastlinn6ho ole.ja (napr. slnednicovdho) so srrednore-
dazcovlirni MK urnoZfiuje pripravit' TAG s obsahorn acylov strednej ctfZt<y

v polohe sn- 1,3 a dlhoret'azcov6 MK v polohe sn-2. Tieto produkty, v prfrode
sa nevyskytujrice a chemicky faZko pripravitel'n6, rn0Zu n6jsf uplatnenie
v dietetickfch vyrobkoch [21].

MoZnosti apliki{cie transesterifikiicie sa ukazujri aj ako alternatfvny pos-
tup rafinadn6ho procesu, zarneran6ho na odstrdnenie kyseliny linol6novej
zo s6jov6ho oleja, ktor6 zniZuje jeho stabilitu vodi oxiddcit. ZniLenim
obsahu tejto kyseliny pod 37o acidolyzou s6jov6ho oleja s pankreatickou
lipdzou irnobilizovanou na Celite (krerniditd zernina), rndZerne zlep5if kva-
litu s6jov6lto oleja [22).

Popri reakcidch transesterifikiicie rnajf vyznarnn6 rniesto i reakcie este-
rifikiicie. V ziivislosti na Specificite liprizy sti tvoren6 rOzne estery, ako
produkty esterifikiicie karboxylovych skupfn a alkoholu (alifatickdho alebo
glycerolu). Esterifikiicia, podobne ako transesterifikiicia, prebieha v dvojfri-
zovom reakrnorn syst6me vytvorenotn z vo vode nerozpustn6ho substr6tu
rozpusten6ho v rozpti5fadlich nernie5atelhych s vodou napr. hexiin t23l a
z vodn6ho roztoku enz;irnu. Aby sa dosiahla poZadovanri rfchlosf enzymo-
vej reakcie, vyZaduje sa dobrii hornogenizicia (zabezpebend mie5anfm) a
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pr(tomnosf emulgdtorov a stabiliz6torov na vytvorenie velkej medzifi{zovej
plochy medzi vo vode nerozpustnlim substrdtom a vodnlim roztokom en-
zfmu, kde reakcia prebieha [2]. KedZe worba esterov, rovnako ako tvorba
produktov transesterifik6cie, striktne zdvisi od obsahu vody (pod l%o, nie
v5ak dplne bezvod6 prostredie, aby sa lip{za neinaktivovala), reakciou
vyworend voda musi byf z reakdn6ho prostredia odsrdnend (spontdnnym

odparenfm alebo za vr{kua) [24]. Pri pouZit( organicklich rozpf5dadiel
v reakdnom systdme je opiif nutn6 zabezpebit enzlm pred denaturdciou
imobilizdciou alebo jeho chemickou modifik6ciou napr. s PEG. Aplikdcia
PEG-modifikovanej lipdzy napr. z Pseudomonas fluorescerr bola uvedend
pre pr(pravu lauroylesterov v benzdne (z kyseliny stearovej a laurylalkoholu)
alebo pre synt6zu metylbenzoanov pouZitfrn rnodifikovanej lipdzy z Candi-
da cylindracea 1241.

Enz;imovi{ esterifikdcia rn6Ze prebiehad aj bez pritomnosti rozpf5fadla
napr. synt6za esterov z kyseliny olejovej a glycerolu s imobilizovanou
lipdzou z Mucor miehei [25], alebo prfprava strednorefazcovfch acylglyce-
rolov synt6zou s kyselinou dekdnovou a glycerolom bez prftornnosti PAL,
ktor6 sri vhodnd do dietetickfch produktov, alebo ako rozptiSfadld pre aro-
matickdl6tky, steroidy, farbivi{, vonn6 ldtky v kozmetickom a farmaceutic-
kom priemysle a nosiEe lipofilnfch l6tok a liediv [26].

Reakcie esterifik6cie (podobne ako transesterifikdcie) katalyzovan6lipr{-
zou je moZn6 vyuZif pre pripravu rnonoacylglycerolov (MAG), pouZivanfch
ako emulg6tory v potravinii.rskom priernysle. Uskutodnenfm tzv. glycero-
llzy za pouZitia lipdz sa vdaka miernyrn retkdnfm podmienkam zniLi
tvorba neZiadf cich trnavosfarbenf ch vedlaj Sfch produktov, 6im sa zabezpe-
6( vySSia kvalita produktov, s ohladorn na chuf, v6ilu, farbu (v porovnanf
s procesom priernyselnej glycerolyzy), za sfdasnej fspory energie [27].
PouZitfm Specifickfch lipdz napr. z Penicilium sp. (Lipase G), ktorii je
Specifickd pre MAG, je rnoZnd dosiahnrif priebeh reakcie poZadovanyrn sme-
rom (v smere worby MAG) t2l.

Reverzn6 reakcie hydrolfzy je moZn6 vyuZif nielen pre prfpravu Specidl-
nych tukov pre rdzne 6dely, napr. tzv. ndhradiek kakaov6ho masla [4,18,20],
alebo tukov vhodnych pre dietetick6 fdely [21], ale i pre pripravu emulg6-
torov typu MAG enzf rnovou glycerolyzou [27,281, tiel aj pri tzv. deacidi-
fikrfcii tukov a olejor' (alterrtatfva alkalickej neutraliziicie pri rafindcii
jedlfch tukovt []1. l7l. clalej pre prfpravu voskovych esterov napr. pre prf-
pravu voskor'. ch estero\ podobnlch jojobov6rnu oleju, vhodnfch pre koz-
rneticki priernl se I [11. pre pnpr:n u esterov cukrov a sorbitolu (pouZfvanlich
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podobne ako MAG ako emulgiitory v potravindrstve, ale i fannaceutickom
a kozlnetickom priemysle) [1,7], alebo esterov terpdnickfch alkoholov
(mentol, geraniol), pouZfvanych ako vonn6 ldtky [2] a pod.

II. Hydrolfza (Stiepenie) tukov

Prielnyselnli proces Stiepenia tukov za fdelom prfpravy parcidlnych
glycerolov, MK a glycerolu prebieha pri pomerne drastick;ich podrnienkach
(250"C,6.106Pa, vodnou parou), pridorn sa rozkladajf polynenasliten6 MK
a vznikajri neZiadrice trnavosfarben6 produkty, produkty polymerizScie,
ket6ny a uhlovodfky, ktor6 je nutn6 destiladne odstr6nif. V snahe minimali-
zovaf teplotnti degrad6ciuazniLiti spotrebu energie boli uskutodnen6 pr6ce
zarneranl na Stiepenie tukov enzymaticky, pouZitfm lipdz, za miernych
reakdnych podmienok [29). ZSujem o pouZitie lipdz, ako katalyzdtorov
enzyrnov6ho Stiepenia tukov, s rozvojom pripravy pomerne lacnych extra-
celuliirnych lipiiz (komer6ne vyrdbanych lipiiz), neustdle narasu{. V tejto
sfvislosti majri najv[dSf vliznam najrnli neregio5pecifick6 lipdzy (pre fplnti
hydrolfzu) [1].

Enzyrnov6 hydrolliza tukov za pouZitia ne5pecificklich lipriz napr. zCan-
dida rug,osa [30], Pseudomorrus sp. [31], poskytuje alternatfvny proces
totdlnej hydrolfzy tukov pre pr(pravu MK, ale za rniernych podmienok.
Pri pouZiti sn-1,3 Specifickfch lipi{z ide o parci6lnu hydrolfzu tuku, ktor6
m6Ze viesd ku vy55frn vlidaZkorn MAG, pouZfvanfch ako ernulgdtory [7].
eiasto6ni{ hyclrolliza tukov a olejov je vhodnii aj pre pripravu Speciillnych
MK nielen pouZitfrn sn-1,3 Specifickfch lip'irz, ale aj lipriz Specifickfch
pre urdit6 MK napr. z Geotric'hum candidunt, ktor6 preferendne pdsobf
na nenasften6 MK s cis dvojitou viizbou v polohe 9, ktord sf nurridne
vyznarnn6. Parciiilnou hydrolyzou surovych olejov s sn-1,3 Specifickou
lip6zou rn6Zerne zfskad mononenaslten6 dlhoretazcov6 MK (gadolejovii,
erukov6, nervonovd), ktor6 sf cenn6 v oleochemickom priernysle [2].

Zaujimav€ rnoZnosti pre vyuZitie lipiizou katalyzovanych reakcif, v sri-
vislosti so zvySen(m reakdnej rychlosti hydrolfzy, poskytuje systdm rzv.
reverznych rniciel, t.j. vodnliclt roztokov enzyrnu solubilizovanych v rozto-
ku lipidu v nepoldrnorn organickorn rozpfldadle pornocou PAL [74,32,33].
Tak6to syst6rny poskytujri velkf plochu fdzovdho rozhrania olej-voda, kde
lip'iza pdsobf [331. Pri St(rdiu dvo.jfdzovych syst6rnov sa ako najvhodnej5ie
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rilrzovanfch v rozto-
rou PAL U4,32,331.
rrania olej-voda, kde
x rko najvhodnej5ie

rozpfsfadlo uki{zal izooktiin [34]. Syst6my s reverznyrni rnicelarni majd

niekolko vfhod:
- na vytvorenie vel'k€ho fiizovdho rozhrania staif mdlo energie,

- jednoduchil separiicia produktov od enzyrnu,
- vylfEenie rnikrobi6lnej kontarniniicie a inhibicie substriitorn alebo pro-

duktom.
Biochernick6 cesta modifikdcie prirodnych tukov a olejov ukazuje sa ako

pomerne perspektfvna, o 6om svedEf i mnoZstvo publikovanfch prr{c tfka-
jricich sa uvedenej problernatiky. V porovnanf s chernickou cestou premien

prirodnych tukov a olejov, biotransforrnain6 reakcie katalyzovan6 lipiizami
prebiehajri za miernejSfch podrnienok, dfm sa dosiahne jednak fspora ener-

gie, a z6roveil sa zniZuje aj rnoZnosdtvorby vedlaj5ich produktov, vznikajri-

cich terrnicklim rozkladorn tukovlich l6tok. Lipiizarni (s polohovou
Specificitou alebo Specificitou pre urdit6 MK) katalyzovan6 reakcie, najrnti

preesterifik6cie, ale i hydrolytick6, urnoZilujri prfpravu takych produktov

s taklirni vlastnosdarni, ktor6 nie je moZn6 docielif chemickou cestou. Zhla-
diska moZnosti aplikdcie lipiiz i pre priemyseln6 ridely je nutn6 zabezpedif

dostato6n6 mnoZstvo dostupnych lipdz potrebnej aktivity a stability, cenovo

pristupnfch (zohl'adnenie i ekonornick6ho faktora). Za tymto ffelom sa

v sfdasnosti uZ vyr6bajf niektor6 lipdzy komerbne napr. pankreatickd hp6za
(S igrna), liplza z M u c o r m i e he i Lipozyme (Novo), C a n d id a ru g o sa (Meito,

Sangyo), Aspergillus niger (Amano), Rhizopus delemar (Arnano), Rhizopus

arrhizus (Sernpa), C hronrobacterium viscrtsunr (Toyo, Jozo), P seudomonas

fluorescens (Arnano) a pod' t3,351.
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Do redakcie doilo 4.12.1992.

Enzyme changes of triacylglycerols

Surnrnary

In the work we present possibilities of biornodification of sirnple lipides (fats and oils) by rhe lipase
effect. Enzyrne catalysed reactions of transesterification and esterification allove to obtain highquility
fats and oils with regard to their nutrition and utility value. These fats with requested physical, chernical
and biological characteristics rnay find its assertion not only in food industry, but also in pharrnace-
utical and cosrnetic industry. We also discuss about a possibility of these lipases applicalion for enzyrne
hydrolysis of fat.s with the airn of specific fatty acids preparation, or partial glycerols or glyceroi.
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