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Enzymové premeny triacylglycerolov

SILVIA HURTOVA - JAROSLAV ZEMANOVIC - STEFAN SCHMIDT

Sthrn. V préci prehladne uvddzame moZnosti biomodifikacie jednoduchych lipidov (tukov a
olejov) G¢inkom lipdz. Enzymom katalyzované reakcie transesterifikdcie a esterifikdcie umoz-
fujd ziskat vysokohodnotné tuky a oleje s ohfadom na ich vyZivovii a dZitkovd hodnotu. Takéto
tuky so Ziadanymi fyzikalnymi, chemickymi a biologickymi vlastnosfami mdZu ndjst uplatne-
nie nielen v potravindrskom, ale aj farmaceutickom a v kozmetickom priemysle. V praci d'alej
diskutujeme aj o moZnosti vyuZitia tychto lipdz pre enzymovi hydrolyzu tukov s cielom
pripravy $pecifickych mastnych kyselin, resp. parcidlnych glycerolov alebo glycerolu.

Zdravy vyvin ¢loveka je neodmyslitelne spojeny s jeho spravnou vyzi-
vou. Ked'ze lipidy, popri sacharidoch a bielkovindch, patria medzi zdkladné
faktory ludskej vyzivy, problematika ziskania biologicky vysokohod-
notnych tukovych vyrobkov, s vopred zvolenym komplexom vyslednych
vlastnosti, ostdva stdle aktudlnou. V suCasnosti sa pre modifikdciu pri-
rodnych tukov a olejov vyuZiva v priemyselnom meritku najmi proces
medzimolekulovej preesterifikdcie za pouZitia bdzickych katalyzdtorov.
Popri tejto chemickej ceste, ukazuji sa velké moZnosti a perspektivy prie-
myslu tukov a olejov v sivislosti s vyuZitim lipdz pre biomodifikdciu
lipidov, najmi enzymovou transesterifikdciou prirodnych tukov a olejov,
za dcelom zmeny zlozenia ich Struktdr, a tym aj ich fyzikdlnych alebo
biologickych vlastnosti.

Moznosti ovplyviiovania triacylglycerolovych Struktir prirodnych tukov
a olejov rastlinného a ZivotiSneho pdvodu biochemickou cestou, t.j. pouZi-
tim lipdz, v porovnani s reakciami katalyzovanymi chemickymi Cinidlami,
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maji niekolko vyhod. Hlavnou vyhodou je fakt, Ze sa touto cestou dé
pripravit §irokd Skdla produktov rozneho zloZenia a vlastnosti, ktord vyplyva
zo 3pecificity lipdzy (pre uriti mastnu kyselinu alebo polohu na molekule
acylglycerolu) alebo jej stereoSpecificity [1]. DalSou vyhodou si mierne
reakéné podmienky, z ¢oho vyplyva menSia spotreba energie a mensie
tepelné poskodenie reaktantov a produktov [2].

Popredné miesto, o sa tyka reakcii katalyzovanych lipdzou, z hladiska
ich moznej aplikicie v priemysle tukov a olejov, zaujimaju reverzné reakcie
hydrolyzy, najmi reakcie transesterifikécie.

I. Reverzné reakcie hydrolyzy - transesterifikdcia a esterifikdcia

Lipdzy (glycerolesterhydroldzy), ¢i uz ZivoCiSneho, rastlinného alebo
mikrobidlneho povodu, posobia v heterogénnych systémoch, pretoZe kata-
lyzuju hydrolyzu esterovych vizieb dlhorefazcovych acylglycerolov na fa-
zovom rozhrani olej-voda (vo vode nerozpustnd substrdtovd fdza - vodnd
fdza s rozpustenym enzymom) [1]. Katalytické posobenie lipdz je reverzi-
bilné. Katalyzujui nielen hydrolytické Stiepenie tukov (esterov), ale aj ich
syntézu a transesterifikdciu. Priebeh reakcie je ovplyvneny obsahom vody
v reakénom médiu. Transesterifikdcia i esterifikdcia, ako reverzné reakcie
hydrolyzy, prebiehaji prednostne pri nizkom obsahu vody (pod 1%) {3].

Délezitym faktorom, z hladiska pouZitia lipdz na analytické tcely, ale i
moznej aplikdcie v priemyselnom meritku, ¢i uz sa jednd o reakcie hydro-
lyzy, alebo skor o reakcie transesterifikdcie, je ich Specificita (pre polohu
alebo urCitd mastnd kyselinu v molekule acylglycerolu). V sivislosti
s reakciami transesterifikdcie, pouZitim tzv. neSpecifickej lipdzy napr. lipdzy
z Candida rugosa, Pseudomonas aeruginosa, Chromobacterium viscosum,
Humicola lanuginosa a pod. t.. lipdzy, ktord nie je Specifickd ani pre urCitd
mastnu kyselinu, ani pre polohu na molekule glycerolu, produkované tria-
cylglyceroly (TAG) sirovnaké ako tie, ziskané€ chemickou preesterifikdciou
t.j. acylové skupiny mastnych kyselin (MK) si ndhodne distribuované
v acylglyceroloch [4], ale za miernejSich reakénych podmienok. Zdujem sa
preto sustred’uje viac na preesterifikdciu jedlych tukov s tzv. sn-1,3-poloho-
vo Specifickou lipdzou napr. pankreatickd lipdza, lipdza z Mucor mieheli,
Rhizopus delemar a pod., pri ktorej acylovd migrdcia sa obmedzuje len
na vonkajSie polohy TAG, a ktorou je mozné ziskat zmesi TAG, ktoré nie je
mozné pripravit chemicky [4]. Vyhodou tejto reakcie je, Ze popri miernej-
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Sich podmienkach, a s tym stvisiacej Gspore energie a zniZenej tvorbe
vedlajSich produktov, sa biologicky vyznamnd poloha sn-2 (3pecifickd
pre vyskyt najmi kyseliny olejovej, linolovej, prip. linolénovej) [S], nemeni
[6]. Dalsou vyhodou, v porovnani s alkalickou preesterifikdciou, je moznost
usmeriiovania priebehu reakcie a jej ukonCenie pri dosiahnuti poZzadovaného
stupiia premeny [6]. Z aplikatného hladiska ma tento typ reakcie vyznam
pre pripravu vysokohodnotnych ndhradiek kakaov€ho masla z lacnejSich
surovin, vhodnych pre priemysel cukroviniek napr. interesterifikdcia palmo-
vého oleja s tristearinom alebo acidolyza s kyselinou stearovou (ide o pri-
pravu dominantnych TAG Struktir kakaového masla typu POSt a StOSt;
P-palmitoyl, O-oleoyl, St-stearoyl) [3,4,7]. PouZitim lipdzy napr. z Geotri-
chum candidum [1] dochddza ku selektivnej vymene nenasytenych
mastnych kyselin s dvojitou viizbou v polohe 9 v cis konfigurdcii v zmesi
TAG alebo TAG a MK napr. preesterifikdciou zmesi olivového oleja s ky-
selinou linolénovou a stearovou pouZzitim imobilizovanej lipdzy z Geotri-
chum candidum sa tvoria TAG, ktoré su obohatené o kyselinu linolénovi
na ukor olejovej [4].

Reakcie transesterifikdcie, v sivislosti s biomodifikdciou prirodnych
tukov a olejov, zaujimaji vyznamné miesto, o Com sved¢i aj mnozstvo
publikovanych prdc venovanych tejto problematike, najmid v posledne;j
dekdde. Niektori autori sledovali vplyv roznych faktorov na priebeh trans-
esterifikdcie napr. vplyv nelipidického materidlu [8], polarity substritu,
aktivity vody a obsah vody na aktivitu enzymu [9], vplyv fosfolipidov [10],
tlmivého roztoku [11], alebo teploty [12]. Niekolko pric bolo venovanych
priebehu transesterifikdcie v organickych rozpuStadldch. Procesy katalyzo-
vané lipdzou, ktoré prebiehaju v organickych rozpua$tadlidch, maji priemy-
selny vyznam, lebo odstrafiuji nevyhody biologickej katalyzy v zriedenych
roztokoch (zvysi sa rozpustnost tukov a olejov, rovnovdha sa postiva v smere
reverznej reakcie hydrolyzy t.j. transesterifikdcie). Musi sa v§ak zabezpecit
stabilita lipdzy napr. ich imobilizdciou alebo modifikdciou. Pritomnost
organickych rozpustadiel detailne Studovali napr. Zaks a Klibanov [13].
Miller a kol. [14] sledovali kinetiku lipdzou katalyzovanej preesterifikicie
TAG v cyklohexdne. Osterberg a kol. [15] uskutoCnili transesterifikdciu
trioleinu s kyselinou stearovou, a-linolénovou a y-linolénovou a transeste-
rifikdciu TAG obsahujtcich +y-linolénovi kyselinu s kyselinou linolovou
za pouzitia sn-1.3-Specifickej lipdzy z Rhizopus delemar v systéme tzv. re-
verznych miciel vytvorenych PAL a izooktdnom (fosfatovy tlmivy roztok).
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Délezitym faktorom z hladiska pouzitia lipdz ako interesterifikacnych
katalyzdtorov je popri ich aktivite aj stabilita, najmi v prostredi organického
rozpustadla, ktord je mozné zvysif ich imobilizdciou na réznych nosi¢och,
aj na ukor ur€itého zniZenia aktivity. Ako najefektivnejSie nosice sa ukdzali
Hyflo Supercel (kremicitd zemina) pre imobilizaciu lipdzy napr. z Rhizopus
arrhizus, Aspergillus sp. [8], Pseudomonas fluorescens [16], dalej makro-
pérové iénovymenné€ Zivice pre lipdzu z Mucor miehei, komer&ne vyrabani
pod ndzvom Lipozyme [12]. Zaujimavi je aj aplikdcia PEG-modifikovanej
lipdzy pre reakcie esterovej vymeny napr. medzi trilaurinom a triolefnom
[17] pre pripravu zmesi s nizSou teplotou topenia.

PociatoCné prace, ktor€ sledovali mozné aplikdcie lipdz v oblasti trans-
esterifikdcie sa zameriavali na pripravu produktov podobnych kakaovému
maslu, Co sa tyka ich TAG Struktiry a fyzikdlnych vlastnosti, z lacnejsich
materidlov. Takéto produkty, ktoré maji velky vyznam pre vyrobu cukrovi-
niek, farmaceuticky i kozmeticky priemysel, boli pripravené napr. acido-
lyzou olivového oleja s kyselinou stearovou posobenim sn-1,3-3pecifickej
lipdzy z Rhizopus delemar [18], alebo s kyselinou palmitovou s vyuzitim
Lipozyme (Mucor miehei) [19], alebo transesterifikdciou palmového oleja
s lipdzou z Aspergillus sp. [20].

Transesterifikdcia rastlinného oleja (napr. slne¢nicového) so strednore-
tazcovymi MK umoziiuje pripravit TAG s obsahom acylov strednej dizky
v polohe sn-1,3 a dlhorefazcové MK v polohe sn-2. Tieto produkty, v prirode
sa nevyskytujice a chemicky fazko pripravitelné, mdzu ndjst uplatnenie
v dietetickych vyrobkoch [21].

MozZnosti aplikdcie transesterifikdcie sa ukazuji aj ako alternativny pos-
tup rafinatného procesu, zameraného na odstranenie kyseliny linolénove;j
zo séjového oleja, ktord zniZuje jeho stabilitu voéi oxiddcii. Znizenim
obsahu tejto kyseliny pod 3% acidolyzou séjového oleja s pankreatickou
lipdzou imobilizovanou na Celite (kremicitd zemina), mdZeme zlepsif kva-
litu s6jového oleja [22].

Popri reakcidch transesterifikicie maji vyznamné miesto i reakcie este-
rifikdcie. V zdvislosti na 3pecificite lipdzy si tvorené rozne estery, ako
produkty esterifikdcie karboxylovych skupin a alkoholu (alifatického alebo
glycerolu). Esterifikécia, podobne ako transesterifikdcia, prebieha v dvojf4-
zovom reakénom systéme vytvorenom z vo vode nerozpustného substritu
rozpusteného v rozpiStadldch nemieSatelnych s vodou napr. hexdn [23] a
z vodného roztoku enzymu. Aby sa dosiahla pozadovand rychlost enzymo-
vej reakcie, vyzZaduje sa dobrd homogenizicia (zabezpeCend mieSanim) a
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pritomnost emulgétorov a stabilizdtorov na vytvorenie velkej medzifizove;
plochy medzi vo vode nerozpustnym substrdtom a vodnym roztokom en-
zymu, kde reakcia prebieha [2]. Ked'Ze tvorba esterov, rovnako ako tvorba
produktov transesterifikdcie, striktne zdvisi od obsahu vody (pod 1%, nie
v8ak dplne bezvodé prostredie, aby sa lipdza neinaktivovala), reakciou
vytvorend voda musi byt z reakéného prostredia odstrdnend (spontdnnym
odparenim alebo za védkua) [24]. Pri pouZiti organickych rozpustadiel
v reak&nom systéme je opif nutné zabezpeCif enzym pred denaturiciou
imobilizdciou alebo jeho chemickou modifikdciou napr. s PEG. Aplikicia
PEG-modifikovanej lipdzy napr. z Pseudomonas fluorescens bola uvedend
pre pripravu lauroylesterov v benzéne (zkyseliny stearovej a laurylalkoholu)
alebo pre syntézu metylbenzoanov pouZitim modifikovanej lipazy z Candi-
da cylindracea [24].

Enzymov4 esterifikdcia mdZze prebiehat aj bez pritomnosti rozpistadla
napr. syntéza esterov z kyseliny olejovej a glycerolu s imobilizovanou
lipdzou z Mucor miehei [25], alebo priprava strednorefazcovych acylglyce-
rolov syntézou s kyselinou dekdnovou a glycerolom bez pritomnosti PAL,
ktoré si vhodné do dietetickych produktov, alebo ako rozpustadld pre aro-
matické latky, steroidy, farbivd, vonné latky v kozmetickom a farmaceutic-
kom priemysle a nosice lipofilnych 14tok a lie¢iv [26].

Reakcie esterifikdcie (podobne ako transesterifikdcie) katalyzované lipa-
zou je mozné vyuzif pre pripravu monoacylglycerolov (MAG), pouZivanych
ako emulgdtory v potravindrskom priemysle. Uskuto¢nenim tzv. glycero-
lyzy za pouzitia lipdz sa vdaka miernym reakénym podmienkam zniZzi
tvorba neziaddcich tmavosfarbenych vedlajSich produktov, ¢im sa zabezpe-
i vyssia kvalita produktov, s ohfadom na chut, vonu, farbu (v porovnani
s procesom priemyselnej glycerolyzy), za siCasnej uspory energie [27].
Pouzitim S3pecifickych lipdz napr. z Penicilium sp. (Lipase G), ktord je
Specifickd pre MAG, je moZné dosiahniif priebeh reakcie pozadovanym sme-
rom (v smere tvorby MAG) [2].

Reverzné reakcie hydrolyzy je mozné vyuZif nielen pre pripravu $pecidl-
nych tukov pre rozne ucely, napr. tzv. ndhradiek kakaového masla [4,18,20],
alebo tukov vhodnych pre dietetick€é Gcely [21], ale i pre pripravu emulga-
torov typu MAG enzymovou glycerolyzou [27,28], tieZ aj pri tzv. deacidi-
fikdcii tukov a olejov (alternativa alkalickej neutralizdcie pri rafindcii

jedlych tukov) [22. 27], dalej pre pripravu voskovych esterov napr. pre pri-
pravu voskovych esterov podobnych jojobovému oleju, vhodnych pre koz-
meticky priemysel [2]. pre pripravu esterov cukrov a sorbitolu (pouZivanych
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podobne ako MAG ako emulgdtory v potravindrstve, ale i farmaceutickom
a kozmetickom priemysle) [1,7], alebo esterov terpénickych alkoholov
(mentol, geraniol), pouzivanych ako vonné litky [2] a pod.

II. Hydrolyza (Stiepenie) tukov

Priemyselny proces Stiepenia tukov za tU¢elom pripravy parcidlnych
glycerolov, MK a glycerolu prebieha pri pomerne drastickych podmienkach
(250°C, 6.10°Pa, vodnou parou), pri¢om sa rozkladaji polynenasytené MK
a vznikaji neZiadice tmavosfarbené produkty, produkty polymerizicie,
ketény a uhlovodiky, ktor€ je nutné destilaCne odstrdnif. V snahe minimali-
zovaf teplotnd degraddciu a zniZif i spotrebu energie boli uskutonené prace
zamerané na Stiepenie tukov enzymaticky, pouZitim lipdz, za miernych
reakénych podmienok [29]. Zdujem o pouzitie lipdz, ako katalyzdtorov
enzymového Stiepenia tukov, s rozvojom pripravy pomerne lacnych extra-
celuldrnych lipdz (komerCne vyrdbanych lipdz), neustdle narastd. V tejto
stivislosti majui najvicsi vyznam najmi neregioSpecifické lipazy (pre dplni
hydrolyzu) [1].

Enzymova hydrolyza tukov za pouzitia neSpecifickych lipdz napr. z Can-
dida rugosa [30], Pseudomonas sp. [31], poskytuje alternativny proces
totdlnej hydrolyzy tukov pre pripravu MK, ale za miernych podmienok.
Pri pouziti sn-1,3 $pecifickych lipdz ide o parcidlnu hydrolyzu tuku, ktord
mdZze viest ku vy3§im vytazZkom MAG, pouzivanych ako emulgdtory [7].
Ciasto¢n4 hydrolyza tukov a olejov je vhodnd aj pre pripravu $pecidlnych
MK nielen pouzitim sn-1,3 Specifickych lipdz, ale aj lipdz Specifickych
pre urCité MK napr. z Geotrichum candidum, ktord preferencne pdsobi
na nenasytené MK s cis dvojitou viizbou v polohe 9, ktoré si nutri¢ne
vyznamné. Parcidlnou hydrolyzou surovych olejov s sn-1,3 Specifickou
lipdzou mdzZeme ziskat mononenasytené dlhoretazcové MK (gadolejovid,
erukovd, nervonovd), ktoré€ sii cenné v oleochemickom priemysle [2].

Zaujimavé moznosti pre vyuZitie lipdzou katalyzovanych reakcif, v sd-
vislosti so zvySenim reakCnej rychlosti hydrolyzy, poskytuje systém tzv.
reverznych miciel, t.j. vodnych roztokov enzymu solubilizovanych v rozto-
ku lipidu v nepoldrnom organickom rozpistadle pomocou PAL [14,32,33].
Takéto systémy poskytuji velki plochu fizového rozhrania olej-voda, kde
lipdza posobi [33]. Pri Stidiu dvojfazovych systémov sa ako najvhodnejsie
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rozpustadlo ukdzal izooktdn [34]. Systémy s reverznymi micelami maji
niekolko vyhod:

- na vytvorenie velkého fazového rozhrania staci mélo energie,

- jednoduchd separdcia produktov od enzymu,

- vylii¢enie mikrobidlnej kontamindcie a inhibicie substrdtom alebo pro-
duktom.

Biochemickd cesta modifikdcie prirodnych tukov a olejov ukazuje sa ako
pomerne perspektivna, o ¢om svedCi i mnoZstvo publikovanych préc tyka-
jicich sa uvedenej problematiky. V porovnani s chemickou cestou premien
prirodnych tukov a olejov, biotransformacné reakcie katalyzované lipdzami
prebiehaji za miernejsich podmienok, ¢im sa dosiahne jednak ispora ener-
gie, a zdroveii sa zniZuje aj moznost tvorby vedlajsich produktov, vznikaju-
cich termickym rozkladom tukovych ldtok. Lipdzami (s polohovou
$pecificitou alebo 3pecificitou pre urCit¢ MK) katalyzované reakcie, najmi
preesterifikdcie, ale i hydrolytické, umoziuju pripravu takych produktov
s takymi vlastnostami, ktoré nie je mozné docielif chemickou cestou. Z hla-
diska moznosti aplikdcie lipdz i pre priemyselné tcely je nutné zabezpeCit
dostato&¢né mnozstvo dostupnych lipdz potrebnej aktivity a stability, cenovo
pristupnych (zohladnenie i ekonomického faktora). Za tymto ucelom sa
v si¢asnosti uz vyrabaju niektoré lipdzy komerCne napr. pankreatickd lipdza
(Sigma), lipdza z Mucor miehei Lipozyme (Novo), Candida rugosa (Meito,
Sangyo), Aspergillus niger (Amano), Rhizopus delemar (Amano), Rhizopus
arrhizus (Sempa), Chromobacterium viscosum (Toyo, Jozo), Pseudomonas
fluorescens (Amano) a pod. [3,35].
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Enzyme changes of triacylglycerols

Summary

In the work we present possibilities of biomodification of simple lipides (fats and oils) by the lipase
effect. Enzyme catalysed reactions of transesterification and esterification allove to obtain highquality
fats and oils withregard to their nutrition and utility value. These fats with requested physical, chemical
and biological characteristics may find its assertion not only in food industry, but also in pharmace-
utical and cosmetic industry. We also discuss about a possibility of these lipases application for enzyme
hydrolysis of fats with the aim of specific fatty acids preparation, or partial glycerols or glycerol.
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