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Wstep

Naturalnie wystgpujace i spozywane tluszcze oraz oleje nie zawsze spehiaja
wymagania zywieniowe. Czgsto nie wykazuja takze pozadanych wlasciwosci fizyko-
chemicznych, np. temperatury topnienia lub krzepnigcia. Modyfikacja kompozycji
kwaséw tluszczowych, regio- i stereochemicznej struktury triacylogliceroli decyduje
0 poprawie ich wartosci zywieniowej oraz wiasciwosci fizykochemicznych.

Postep w zakresie otrzymywania, charakterystyki oraz doskonalenia wtasciwosci
lipaz powoduje zwigkszone zainteresowanie synteza modyfikowanych triacyloglice-
roli o pozadanej wartosci zywieniowej, w tym gtéwnie tzw. strukturyzowanych.tri- |
acylogliceroli (sSTAG). Obecnie sg one definiowane jako triacyloglicerole o dokfadnie.
‘okreslonej kompozycji i potozeniu kwaséw tluszczowych zestryfikowanych z glice-
rolem. W syntezie sSTAG stosowane s lipazy o okres$lonych wiasciwosciach bio-
katalitycznych, np. charakteryzujacych sie stereoselektywnoscia, selektywnoscia
pozycyjng oraz selektywnoscia w stosunku do kwaséw thuszczowych [2, 12, 20, 22].

Enzymatyczne metody modyfikacji lipidow sa alternatywa metod chemicznych. Za
zastosowaniem enzymatycznej modyfikacji lipidow przemawiaja gtéwnie: mozliwos¢
otrzymania czystych sTAG w fagodnych warunkach prowadzenia reakcji sprzyjajacych
wysokiej jakosci produktow, spetniajacych kryteria zywnosci funkcjonalnej [3, 4].

W opracowaniu przedstawiono kierunki i mozliwosci enzymatycznej mody-
fikacji lipidéw z uwzglednieniem wiedzy o wiasciwosciach lipaz oraz o warunkach
sterowania nimi, np. w $rodowisku o subkrytycznie niskiej zawartosci wody.

* e . -
Jest to tekst wystapienia zaprezentowanego na konferencji pt. ,,Biotechnologia w pro-

dukcji zywnosci” zorganizowanej przez Komitet Nauk o Zywnosci PAN 26 pazdziernika
2005 r. w Warszawie.
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Charakterystyka lipaz oraz warunkow modyfikacji lipidow

Lipazy stosowane w modyfikacji thuszczow lub olejow wykazuja trzy rodzaje

selektywnosci [42]:

— regioselektywnos¢: sn-1,3-regioselektywnos¢ oraz brak selektywnosci;

— selektywnos¢ w stosunku do kwaséw thuszezowych: dtugotancuchowych polieno-
wych kwasow ttuszczowych, nasyconych kwaséw thuszczowych, cis #-9 nienasy-
conych kwasow ttuszczowych oraz krétkotancuchowych kwasow thuszezowych;

— selektywnos¢ w stosunku do acylogliceroli: mono-, di- lub triacylogliceroli.
Selektywnos¢ lipaz zalezy od parametrow $rodowiska reakcji, m.in. polarnosé

rozpuszczalnika lub log P (wspotczynnika hydrofobowosci-hydrofilowosci), aktyw-

nosci wody, nosnika uzytego do immobilizacji etc. [48]. Na wiasciwosci lipaz mozna
oddziatywac stosujac techniki inzynierii Srodowiska reakcyjnego, jak réwniez mody-

fikujac je chemicznie lub pokrywajac enzymy surfaktantami lub lipidami [2, 49].

W tabeli I przedstawiono niektére informacje dotyczace selektywnosci lipaz, istotne

w syntezie sTAG.

Tabela 1. Charakterystyka selektywnosci lipaz stosowanych w syntezie sSTAG [30]

Zrédto lipazy Selektywnos¢ wzgledem  Regio- Literatura
kwasow tltuszczowych selektywnos¢é
Rhizopus delemar M,L>>S 1,3 >>2 [43]
Rhizomucor miehei S>M, L 1>3>2 [14]
Wieprzowa lipaza trzustkowa S>M, L 1,3 [11]
Humicola lanuginosa S,M, L 1,3>2 [11]
Pseudomonas sp. SSM,L 1,3>2 [44]
Penicillum camembertii nieselektywna 2 [52]
Candida antarctica M,L>S 2 [23]

S — kwasy krotkotancuchowe, M — kwasy $redniofancuchowe, L — kwasy dtugotancuchowe

Mozliwe jest takze rozréznianie przez lipazy enancjomerow lipidow. Chandler
1 in. [14] zastosowali lipazy z Rhizomucor miehei i Rhizopus delemar do syntezy
chiralnych triacylogliceroli. Badanie stereoselektywnosci immobilizowanej na zywi-
cy jonowymiennej lipazy z Rhizomucor miehei za pomoca rezonansu magnetycznego
C wykazalo, ze lipaza ta jest bardziej selektywna w stosunku do pozycji sn-1 nizsn-3
w triacyloglicerolach. W optymalnych warunkach (w srodowisku n-heksanu, tempe-
raturze 60°C, a, = 0,11), ponad 80% syntetyzowanych stereoizomeréw zidenty-
fikowano jako 1-stearynoilo-2-oleinoilo-3-palmitynoilo-sn-glicerol. W tych samych
warunkach, ale przy uzyciu lipazy z Rhizopus delemar powstata jedynie mieszanina
racemiczna triacylogliceroli.

Enzymatyczna synteza STAG moze by¢ prowadzona generalnie metodami jedno-
lub dwustopniowymi. Reakcja jednostopniowa polega na interestryfikacji dwoch
triacylogliceroli zawierajacych wazne kwasy tluszczowe, przy uzyciu sn-1,3-regio-
selektywnej lipazy albo na prowadzeniu acydolizy triacyloglicerolu z dwoma ekwi-
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oL OM

lipaza sn-1,3-selektywna . )
oL + MCOOH = OL + mieszanina TAG
rozpuszczalnik organiczny

oL OM

Rysunek 1. Jedno-stopniowa metoda syntezy sTAG (acydoliza). L — dtugo-, M — érednio-
tancuchowy kwas ttuszczowy

walentami kwaséw thuszczowych lub ich estrow (rys. 1). Wydajnos¢ syntezy sTAG
w reakcji enzymatycznej inerestryfikacji jest zblizona do uzyskanej z zastosowaniem
katalizatora chemicznego. Gtéwny problem polega na tym, ze otrzymane sTAG jest
trudno oddzieli¢ od pozostatych triacylogliceroli. Acydoliza triacylogliceroli z kwa-
sami tluszczowych prowadzi do otrzymania sTAG z wigksza wydajnoscia, gdyz
powstaje mniej produktéw ubocznych (tab. 2).

W metodzie dwustopniowej czyste triacyloglicerole lub naturalne thuszcze sa
W pierwszym etapie poddawane alkoholizie z uzyciem sn-1,3-regioselektywnej lipa-
zy. Celem prowadzenia tej reakcji jest uzyskanie czystych 2-monoacylo-sn-gliceroli
(2-MAG). Czyste 2-MAG nalezy wydzieli¢ z mieszaniny reakcyjnej w jak naj-
prostszy i najszybszy sposob, np. metoda krystalizacji. Otrzymane 2-MAG sa wyko-
rzystywane w drugim etapie do estryfikacji z kwasami thuszczowymi, celem uzyska-
nia pozadanych sTAG (rys. 2).

W celu uzyskania wysokiej wydajnosci syntezy (sSTAG) wskazane jest przepro-
wadzenie procesu alkoholizy zamiast hydrolizy, poniewaz w ten sposob mozna
unikna¢ migracji grup acylowych z pozycji sn-2 do sn-1 lub sn-3.

Rozszerzaniu zakresu mozliwosci enzymatycznej modyfikacji lipidow sprzyja
opanowanie procedur sterowania wiasciwosciami lipaz. Mozna to uzyskac dobierajac
warunki srodowiska reakcji enzymatycznej. W tym celu stosuje si¢ rozpuszczalniki
organiczne, ptyny nadkrytyczne, ciecze jonowe itp. [2, 13, 48] Skuteczne w tym

OR OH
(A) OR + EtOH Ipaza sn-1.3-selektywna OR + 2ROEt
rozpuszczalnik organiczny
OR OH
OH OR;,
lipaza sn-1,3-selektywna
(B) OR + 2R,COOH > OR +2H,0

rozpuszczalnik organiczny

OR
OH 1
Rysunek 2. Dwu-stopniowa metoda syntezy sTAG. (A) etanoliza, (B) estryfikacja
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Tabela 2. Przyktady jedno-stopniowej syntezy sTAG

Zrodto lipazy Reakcja Warunki Wydajnos¢ Literatura
reakcji wbudowywania
kwasow
ttuszczowych lub
syntezy sTAG
Candida transestryfikacja trioleinoilo  55°C w 62,0 mol % [21]
antarctica glicerolu 1 kaprynianu etylu  n-heksanie sTAG
Rhizopus acydoliza oleju z krokosza 30°C 45-50 mol %  [43]
delemar lub Inianego z kwasem wbudowania
kaprylowym kwasu 8:0
Rhizomucor transestryfikacja oleju 40°C w 35 mol % sTAG [46]
miehel z orzeszkéw ziemnych n-heksanie

Candida rugosa
Chromobacterium
viscosum

i trikapryloilo glicerolu

Rhizomucor acydoliza oleju rzepakowego 60°C 65 mol% [53]
miehei 1 kwasu kaprylowego wbudowania
kwasu 10:0
Rhizomucor transestryfikacja trikapryloilo 45°C w 53,5 mol % [17]
miehei glicerolu i trilinoleinoilo n-heksanie sTAG
Candida glicerolu
antarctica
Rhizomucor acydoliza trioleinoilo glicerolu 70°C 70 mol % sTAG [33]
miehei 1 kwasu laurynowego
Rhizomucor transestryfikacja trikapryloilo 40°C 87,0 mol % [19]
miehei glicerolu z estrem etylowym sTAG
EPA
Carica papaya  acydoliza tluszczu drobiowe- 65°C 23,4 mol % [27]
go z kwasem kaprylowym wbudowania
kwasu 8:0
Rhizopus delemar acydoliza tripalmitynoilo 40°C 59,0 mol % [45]
glicerolu z kwasem wbudowania
arachidonowym kwasu 20:4
Rhizopus transestryfikacja LCT i MCT 50°C 74 mol% sSTAG [34]
javanicus
Rhizopus acydoliza tripalmitynoilo 40°C w Okoto 1 mmol/L [7]
japonicus glicerolu z kwasem n-heksanie sTAG
stearynowym
Rhizomucor transestryfikacja EPAT i estru 40°C 64,5 mol % [23]
miehei etylowego kwasu kaprylowego sTAG

LCT - triacyloglicerole zawierajace dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe, MCT — triacylo-
glicerole zawierajace $redniofancuchowe kwasy tluszczowe, EPAT - triacyloglicerole zawie-
rajace kwas eikozapentaenowy
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zakresie s3 metody immobilizacji oraz wigzanie lipaz z surfaktantami lub lipidami
[49]. Zmiang¢ wiasciwosci lipaz mozna uzyska¢ oddziatywujac na nie mikrofalami,

wysokim cisnieniem, a takze dobierajac warunki liofilizacji [2] (tab. 3).

Tabela 3. Wybrane przyktady zmiany wtasciwosci lipaz

Zrodlo enzymu Metoda Wynik modyfikacji Literatura
Pseudomonas cepacia Liofilizacja enzymu 1,6-9,8 raza wigksza [31]
z cyklodekstranem aktywno$¢ transestry-
fikacyjna w eterze
cyklopentylometylowym
Candida rugosa, Liofilizacja enzymu 17 razy zwigkszona [32]
Pseudomonas cepacia z eterami koronowymi aktywnos¢ transestry-
fikacyjna w eterze
cyklopentylometylowym
Pseudomonas sp. Immobilizacja na CaCO, 5-krotnie wyzsza [41]
aktywnos¢ transestry-
fikacyjna
Candida rugosa Bioimprinting kwasem  20-krotny wzrost [16]
kaprylowym, aktywnosci
immobilizacja na Celite
Thermomyces lanuginosa, Sieciowanie agregatéw  10-krotny wzrost [28]
Rhizomucor miehei enzymow (CLEA) aktywnosci
Thermomyces lanuginosa Tmmobilizacja na poro- 770 razy zwigkszona [36]

watym polipropylenie,

aktywnos¢ enzymu

z roztworu soli fosfo-
ranowych (200 mM)

Poprawe enancjoselektywnosci lipaz mozna uzyska¢ stosujac funkcjonalng cks-
presje izoenzymow lub metody ukierunkowanej ewolucji [13].

Kierunki oraz metody modyfikacji lipidow

W tym zakresie zwraca sie uwage na doskonalenie wlasciwosci zywieniowych,
fizykochemicznych i sensorycznych lipidéw. Doskonalenie wasciwosci zywienio-
wych lipidéw uwzglednia:

— zmniejszenie spozycia kwaséw tluszczowych nasyconych oraz nienasyconych
izomerow trans;
— zwiekszenie udziatu kwasoéw tluszczowych polienowych, przede wszystkim

z grupy n-3 i n-6 w triacyloglicerolach, np. interestryfikacja thuszczow 1 olejow

z olejami rybimi, olejami rolinnymi (wiesiotek, ogérecznik, czarna porzeczka,

zmijowiec etc.); .

— zmniejszenie wartoéci energetycznej thuiszczéw i olejow (zwigkszenie udziatu
krétko- i sredniotanicuchowych kwaséw ttuszczowych, kwasu behenowego);
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— synteza diacylogliceroli (zamienniki triacylogliceroli);

— otrzymywanie thuszczéw 1 olejow funkcjonalnych o poprawionych witasciwo-
$ciach prozdrowotnych, np. triacyloglicerole o podwyzszonej zawartosci sprze-
zonych kwasow ttuszczowych;

— otrzymywanie zamiennikow mleka kobiecego (preparaty mlekozast¢pcze dla
niemowlat);

— modyfikacja fosfolipidéw, np. otrzymywanie fosfatydyloseryny.

W doskonaleniu wiasciwosci fizykochemicznych duze znaczenie maja:

— poprawa stabilnosci oksydacyjnej lipidow, zmiana temperatury krzepnigcia i top-
nienia, np. otrzymywanie zamiennikéw masta kakaowego, oleju jojoba, otrzy-
mywanie tluszczow piekarniczych, cukierniczych oraz olejow smazalniczych
(zmiana proporcji nasyconych i nienasyconych kwaséw ttuszczowych);

— interestryfikacja enzymatyczna jako alternatywa dla chemicznego uwodornienia
thuszczow (thuszcze pozbawione izomerdw trans);

— synteza estrow kwasow ttluszczowych 1 sacharydow;

— synteza mono- i diacylogliceroli;

— otrzymywanie zwiazkéw amfifilowych o wlasciwosciach, np. antyoksydacyjnych.
Do znanych kierunkéw enzymatycznej modyfikacji lipidéw zalicza si¢ takze

synteze zwiazkéw smakowo-zapachowych, gtownie estrow kwasow thuszczowych,

a takze otrzymywanie koncentratéw smakowo-zapachowych przypominajacych

organoleptycznie, np. sery [9].

Modyfikacja olejow roslinnych

W modyfikacji sktadu i whasciwosci olejow rodlinnych stosowane sg gtéwnie
metody genetyczne. Przykladem zastosowania manipulacji genetycznych w celu
doskonalenia zmian w sktadzie kwasow tluszczowych olejow roslinnych sg wyniki
badan firmy Calgene, w ktorych gen kodujacy laurynoilo-specyficznej-acyl-ACP
tioesteraze z Umbellularia californica wprowadzono do Brassica napus w celu
wczedniejszego przerwania prowadzonego w plastydach enzymatycznego wydtu-
zania tafcuchéw kwasoéw ttuszczowych. Olej z nasion rzepaku transgenicznego
charakteryzowat si¢ zwiekszona zawartoscia kwasu laurynowego poczatkowo do
24%, a w kolejnych generacjach do 40% [15, 26, 50, 51].

Innym przyktadem modyfikacji olejow jest ekspresja antysensowej kopii genu
desaturazy stearynoilo-ACP u Brassica napus i Brassica rape czgsciowo ogramcza-
jaca syntezg¢ kwasu oleinowego. W ten sposob u obu gatunkédw uzyskano zwigkszenie
zawarto$ci kwasu stearynowego do 40% [26]. Waznym kierunkiem badawczym jest
uzyskanie olejéw o zmienionej proporcji kwaséw tluszczowych nasyconych i niena-
syconych. Przyktadem moze by¢ uzyskanie transformanta rzepaku jarego Canola,
ktérego olej zawierat 83% kwasu oleinowego [29]. Byto to mozliwe po zablokowaniu
aktywnosci genu A-12 desaturazy. Dalsze prace polegajace na skrzyzowaniu otrzy-
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manych transformantéw Canola z mutantami desaturazy oleinowej doprowadzito do
zwigkszenia zawartosci kwasu oleinowego w oleju do 88% oraz zmniejszenia za-
wartosci kwasu linolenowego z 6,5% do 4,2% [29]. Wiadomo, ze wprowadzenie
antysensu genu desaturazy 18:2 do Canola umozliwia uzyskanie oleju z obnizona
0 7% zawartoscig kwasu linolowego, a antysenséw genow desaturazy A-12 i A-15
w soi sprzyja zwigkszeniu w oleju zawartosci kwasu oleinowego z 21% do 80% [29].
Technologiczna warto$¢ oleju sojowego o podwyzszonej zawartoéci kwasu oleino-
wego jest wigksza ze wzgledu na poprawe stabilnosci oksydacyjnej, ktéra w oleju
sojowym z nasion tych transformantéw jest czterokrotnie wyzsza niz w naturalnym
oleju stonecznikowym. Warto$¢ tlenowego indeksu oksydacyjnego OSI (Organ
Stability Index) zwigkszyta si¢ z 7 godzin do 81 godzin, wobec 18 godzin dla oleju
sfonecznikowego [26, 29].

Do bardzo wartosciowych olejéw o znaczeniu prozdrowotnym zalicza sie te,
ktore zawieraja kwas y-linolenowy (GLA). W olejach z powszechnie uprawianych
roslin oleistych kwas ten nie wystgpuje. Przyktadami doskonalenia genetycznego
roslin i uzyskania oleju zawierajacego GLA jest klonowanie genu A-6 desaturazy
z cjanobakterii lub z ogdrecznika i jego ekspresji w tytoniu. W oleju z lisci trans-
genicznego tytoniu zawarto$¢ GLA wynosita 13%, a kwasu stearynowego —10% [4].

Doskonalenie sktadu i jakosci olejow roslinnych jest gtdéwnym kierunkiem mani-
pulacji genetycznych roélin oleistych. Drugorzednym, cho¢ z punktu widzenia zywie-
niowego rowniez waznym, jest ingerencja genetyczna w celu zmiany zawartosci
i sktadu tokoferoli i fitosteroli rozpuszczonych w olejach. Ich zawarto$¢ w olejach
zalezy od stopnia dojrzatosci nasion. Na przyktad wzglednie krotki okres wegetacii
rzepaku w Kanadzie utrudnia osiaganie peinej dojrzatosci roslin, ktore w czasie
zbioru pozostaja zielone. Skrécenie okresu wegetacji rzepaku jest waznym zadarniem
stawianym inzynierii genetyczne;j.

O praktycznym wykorzystaniu roélin transgenicznych w produkcji olejow $wiad-
czy fakt, ze obecnie jest produkowany olej z B. napus o nazwie olej laurynowy (ang.
laurical oil). Zawiera on od 34,5 do 36% kwasu laurynowego oraz od 49 do 84,5%
nasyconych kwaséw thuszczowych i od 15 do 47% monoenowych kwasow thuszczo-
wych [51]. Olej laurynowy charakteryzuje si¢ konsystencja zblizona do masta i znaj-
duje szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym. Uwzgledniajac konsystench3
temperature topnienia oraz wys$mienity potysk znajduje on zastosowanie w produl_<cj1
cukierniczej, gtéwnie w technologii polew czekoladowych. Olej laurynowy zawiera
ponad 35% kwasu laurynowego i jest stosowany takze w produkcji seréw topionych
lub zabielaczy do kawy [51]. .

Innym przyktadem genetycznego doskonalenia sktadu lipidow jest otrzymywanie
transgenicznych mikroorganizméw, w ktérych, np. oddziatywujac na aktywnosc
A-5 desaturazy u Moritirrella aplina, zmodyfikowano skiad wielonienasyconych
kwaséw thuszczowych, gtownie Cjo4. Inaktywujac aktywnos¢ A-.IZ desaturazy
u Moritirrella aplina zintensyfikowano syntezg zywieniowo wartosciowego kwasu
eikozatrienowego [35, 47].
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Metodami inzynierii genetycznej doskonalone sa rowniez lipazy, gléwnie mikro-
biologiczne, ktére po rekombinacji genetycznej wykazuja korzystniejsze od rodzi-
mych wiasciwosci katalityczne. Przyktadem moze by¢ rekombinowana lipaza z Rhi-
zopus nivens o podwyzszonej optymalnej temperaturze dziatania, ktora zastosowano
do otrzymywania zamiennika masta kakaowego [2].

Interesujacym przykfadem modyfikacji olejow roslinnych jest otrzymywanie
enzymatycznie restrukturyzowanych triacylogliceroli lipidéw ztozonych z olejow
rybich i rodlinnych [3, 4, 37, 38, 39].

Wiadomo, ze oleje rybie sa waznym zrédlem polienowych kwaséw dtugotan-
cuchowych zrodziny n-3 (omega 3) szczegdlnie cenne ze wzgledéw zywieniowych sa
kwasy: cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenowy (EPA) C,s oraz cis-4,7,10,13,16,19-do-
kozaheksaenowy (DHA) Cy,6. Spozywanie produktéw zawierajacych kwasy thusz-
czowe z rodziny n-3 zapobiega chorobom serca, obniza poziom triacylogliceroli
i cholesterolu, reguluje cisnienie krwi itp.

Olej rzepakowy jest w poréwnaniu z olejami rybimi bardziej odporny na zmiany
oksydacyjne. Migdzy innymi kompozycja oleju rzepakowego oraz rybiego zapewnia
obecnos¢ kwaséw rodziny »-3, a takze stabilnos¢ oksydatywna. Z badan Ptasznika
1 1n. [39] wynika, ze stosujac preparaty lipaz Novozym 435 lub Lipozyme RMIM
mozna otrzymac¢ z mieszaniny olejow rybich i rzepakowego produkty restruktury-
zowane o zmienionej (w porownaniu do substratéw) strukturze, we wszystkich trzech
pozycjach triacylogliceroli (sn-1,3 i sn-2 TAG).

Innym przyktadem enzymatycznej modyfikacji olejow roslinnych jest gliceroliza
oleju palmowego z zastosowaniem immobilizowanej lipazy PS (Pseudomonas sp.) |
otrzymanie produktu koncowego zawierajacego ponad 56% monoacylogliceroli [24].

Modyfikacja lipidow zwierzecych

Zmniejszanie konsumpcji wysokottuszczowych produktéw mleczarskich, w tym
gtownie masta uzasadnia potrzeby modyfikacji sktadu i wlasciwosci ttuszczu mleko-
wego. Jest on mieszaning okoto 100 000 réznych triacylogliceroli, ktérych masa
czasteczkowa wynosi od 470 do 890 g - mol™, a liczba atoméw wegla w czasteczce
miesci si¢ w zakresie od 24 do 54 [6].

Profil kwasow tluszczowych w tluszczu mlekowym jest bardzo urozmaicony,
w przewazajacej czesci, okoto 50 mol % stanowig dlugotancuchowe, nasycone kwasy
thuszczowe, a 15 mol % to krétko i $redniotancuchowe kwasy ttuszczowe. W ogoélnej
liczbie okoto 400 réznych kwasow tluszczowych obecnych w ttuszczu mlekowym
45% stanowia diugotancuchowe kwasy tluszczowe, a wsérdéd nich wiekszos¢ to
wysokocholesterolemiczne zestryfikowane w pozycji sn-2.

Skfad oraz rozmieszczenie $rednio- i dlugotancuchowych nasyconych kwasow
ttuszczowych w czasteczkach triacylogliceroli thuszczu mlekowego decyduje o jego
wlasciwosciach fizykochemicznych, np. temperaturze topnienia. Do korzystnych
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wiasciwosci thuszczu mlekowego zalicza si¢ zestryfikowanie kwaséw thuszczowych
nasyconych, np. C;s W pozycji sn-2, co uzasadnia lepsze ich przyswajanie, gtéwnie
przez niemowleta niz z olejéw roslinnych, w ktérych odpowiednie kwasy sg estry-
fikowane w pozycji sn-1,3 [6].

Postep w zakresie pozyskiwania i stosowania lipaz sprzyja modyfikacji ttuszczu
mlekowego. Obecnie znanych jest kilkanascie dostgpnych w handlu produktow
z modyfikowanym thuszczem mlekowym. Wsrdd nich dominuja odzywki dla niemo-
wlat i dzieci oraz preparaty smakowo-zapachowe stosowane w produkcji sosow,
krakersow, pieczywa, wyrobow cukierniczych oraz kosmetykow [6].

Korzystne efekty modyfikacji ttuszczu mlekowego uzyskuje si¢ stosujac enzy-
matyczng interestryfikacje, polegajaca na wymianie i przemieszczaniu grup acylo-
wych w triacyloglicerolach thuszczu mlekowego. Skutecznosé tego procesu zalezy od
wilasciwosci lipaz oraz od warunkéw srodowiska reakcji, np. temperatury. Korzystne
efekty uzyskuje sie prowadzac reakcje interestryfikacji w rozpuszczalnikach orga-
nicznych, np. w izooktanie (tab. 4).

Tabela 4. Poréwnanie sktadu triacylogliceroli (mol %) w tluszczu mlekowym przed i po
enzymatycznej interestryfikacji. Opracowano na podstawie pracy Balcao i Malcata [6]

Liczba Thuszcz Thuszcz po interestryfikacji z udziatem

:Egg}g V‘; natywny lipazy lipazy z Pseudomonas fluorescens

Czasteczce zMucor ., rozpuszczalnika ~ w izooktanie

trllia::ce};g;;l Javanieus - roanicznego B
: 40°C 40°C  50°C  60°C  40°C 50°C  60°C
26 0,1-0,3 0,6 2,6 1,8 2,1 1,7 2,1 7,2
28 0,6-0,8 1,0 2,1 1,7 18 23 1,9 20
30 0,9-1,54 1,9 1,9 2,0 1,9 1,9 21 2,1
32 1,9-3,0 32 28 28 33 33 3,1 3,2
34 4,4-62 6,4 40 43 45 44 45 46
36 95-12,2 12,1 73 76 82 81 78 80
38 13,1-150 14,6 98 10,5 109 107 105 105
40 11,8-12,1 11,1 83 93 87 8 83 83
2 4,9-7,7 4,1 57 61 60 56 61 62
44 62-68 62 65 70 70 71 69 70
46 6,475 69 04 105 102 102 104 10,1
48 73-88 84 141 13,1 124 134 135 125
30 9.8-112 11,0 137 123 125 129 127 125
32 10,8 9,2 89 86 85 87 84 87

4 3846 34 o1 22 19 18 17 20
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Modyfikowany metoda interestryfikacji tluszcz mlekowy wykazuje korzyst-
niejsze wiasciwosci zywieniowe. Jego spozywanie sprzyja zmniejszeniu o 12%
zawartosci cholesterolu we krwi konsumentow [6].

Metoda interestryfikacji tluszczu mlekowego otrzymuje si¢ zamienniki masta
kakaowego, stosowane w produkcji czekolady [6].

W przetworstwie surowcdw zwierzgcych powstaja odpadowe thuszcze, np. 19
wolowy, tluszcze drobiowe oraz odzyskiwane ze Sciekow tzw. ttuszcze kanatowe.
W biotechnologicznym uszlachetnianiu wymienionych thuszczéow stosuje si¢ ich
modyfikacj¢ z udzialem drobnoustrojéw lub preparatéw enzymatycznych. Z badan
Bednarskiego 1 in. [8, 10] wynika, ze po hodowli wyselekcjonowanych szczepow
grzybow (drozdzy, grzybow strzepkowych) o aktywnosci lipolitycznej, w podlozu
zawierajacym t6) wolowy lub tluszcz drobiowy otrzymuje si¢ biomasg¢ drobno-
ustrojéw oraz pozostajace w podtozu lipidy o zmiennym w poréwnaniu do substratu
sktadzie kwaséw ttuszczowych. Stopien wykorzystania toju wotowego przez grzyby
wynosit 22%, a tluszczu drobiowego 38%. W lipidach pozostajacych w podiozu
zmieniony zostal udziat frakcji mono-, di- i triacylogliceroli oraz wolnych kwasow
thuszczowych [8].

W modyfikacji skfadu i wiasciwosci wymienionych thuszczow zwierzecych
stosuje si¢ rOwniez preparaty lipaz, gtownie mikrobiologicznych [1, 5, 30]. Ich
powszechne stosowanie utrudniaja wysokie ceny. Atrakcyjno$¢ ekonomicznag prze-
mystowego zastosowania enzymatycznej hydrolizy 1 modyfikacji lipidéw mozna
poprawi¢ stosujac immobilizowane preparaty lipaz. Sprzyja to takze uciagleniu
procesu biokatalizy [30]. W ten sposob obnizono w praktyce koszty tego procesu,
ktory jest korzystniejszy od chemicznej modyfikacji lipidow. Na przyktad w Japonii
zastosowano immobilizowany preparat z Candida rugosa w hydrolizie toju woto-
wego. Produkuje si¢ w ten sposob kilka tysiecy ton kwasow tluszczowych rocznie.
Znajduja one zastosowanie w przemysle chemicznym, farmaceutycznym i kos-
metycznym [42].

Korzystny stopien hydrolizy foju v=*owego —97,1% uzyskali takze Antczak i in.
[5], stosujac w tym celu lipazy z Mucor racemosus lub z Mucor circinelloides.

Waznym etapem procesu pozyskiwania produktéw hydrolizy lipidéw, np. kwa-
sow tluszczowych, jest ich wydzielenie i oczyszczenie, najlepiej w trakcie procesu
hydrolizy. Coraz powszechniej stosuje si¢ w tym celu techniki membranowe.

Postep w biokatalizie z udziatem lipaz umozliwia enzymatyczna syntezg acylo-
gliceroli o wymaganym sktadzie 1 wlasciwosciach.

Adamczak i Bednarski [1] prowadzac z udziatem lipazy z Chromobacterium
viscosum w srodowisku mikrowodnym (1-3% wody) glicerolize foju wotowego [ub
odpadowego thuszczu drobiowego otrzymali lipidy o zmodyfikowanym udziale mono-,
diacylogliceroli oraz wolnych kwaséw ttuszczowych. W sktadzie produktow glice-
rolizy na uwage zastuguje wysoki udziat monoacylogliceroli okoto 55%. _

W interestryfikacji toju wolowego MacKenzie i Stevenson [30] zastosowall
immobilizowany preparat lipazy Novozym 435 i w ten sposéb wzbogacili go w kwas
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oleinowy. W otrzymanym produkcie udziat kwaséw nienasyconych zostat zwigkszo-
ny do 60%, a konsystencja foju zmieniona z zestalonej na ptynng. Podobne efekty
uzyskali Kowalskiiin. [25] po interestryfikacji foju wotowego z olejem rzepakowym.

Interesujacy sposob enzymatycznej modyfikacji smalcu opracowali Yang i in.
[48]. W tym celu faczyli go w okreslonej proporcji z kwasami thiszczowymi oleju
sojowego i prowadzili acydolize¢ z udziatem sn-1,3 specyficznej lipazy z Rhizomucor
miehei. Sktad otrzymanych produktow reakcji acydolizy byt zblizony do sktadu
kwasow thuszczowych ttuszczu mleka kobiecego.

Innym przykfadem enzymatycznej modyfikacji smalcu jest metoda zapropono-
wana przez Gryglewicza i in. [18]. Polega ona na otrzymaniu specyficznych estréw,
np. neopentyloglikolu (NPG) lub trimetylopropylenu (TMP) po reakcji alkoholizy
estrow metylowych kwasow thuszczowych smalcu. Otrzymane estry charakteryzuja
si¢ w poréwnaniu do smalcu wyzsza termostabilnoscia oksydacyjna oraz lepsza
smarownoscia.

Podsumowanie

Przedstawiono kierunki i mozliwosci enzymatycznej modyfikacji lipidow oraz
otrzymywania triacylogliceroli o korzystnej warto$ci zywieniowej lub pozadanych
wiasciwos$ciach funkcjonalnych.

Zaprezentowano charakterystyke wlasciwosci biokatalitycznych lipaz, nr. ste-
reoselektywnosé, selektywnos$é pozycyjng oraz metody sterowania nimi.

Podano przyktady zastosowania lipaz w modyfikacji olejéw rodlinnych oraz
thiszczow zwierzecych, np. tluszczu mlekowego, toju wolowego i smalcu. W cha-
rakterystyce modyfikacji olejow roslinnych wskazano na metody genetyczne, w tym
ekspresje antysenséw genéw okreslonych desaturaz, np. w rzepaku lub soi, decy-
dujacych o sktadzie kwaséw thuszczowych w olejach.
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Enzymatic modification of lipids
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Summary

Paper discussed the derections and possibilities concerning enzymatic modifica-
tion of the lipids as well as obtaining the triacyloglicerols of advantageous nutritive
value or desired functional characters. Biocatalytic characteristics of the lipases, such
as stereoselectivity, positional selectivity, as well as the methods of their steering,
were presented. some examples of lipases’ application to modification of vegetable
oils animal fats,like the milk fat, beef tallow, lard, were given. In characteristics of
vegetble oil modification the genetic methods were indicated, including antisens gene
expression of particular desaturases, e.g. of the rape seed or soyabean, which deter-
mine the fatty acid composition in oils.



