Tadeusz Antczak Enzymatyczna synteza estrow
Instytut Biochemii Technicznej w srodowisku rozpuszczalnikow
Politechnika £6dzka organ iCZ nych .

Wybrane zagadnienia

1. Wstep

Woda, podstawowy skitadnik organizmoéw, jest naturalnym sSrodowiskiem dziatania enzy-
moéw, jednakze rozpuszczalniki organiczne, powszechnie znane jako substancje denaturujgce
biatka, moga stanowi¢ srodowisko reakcji dla wielu przemian enzymatycznych in vitro. Dotyczy
to zwilaszcza tych reakcji, ktérych substraty sa nierozpuszczalne w wodzie, lub dla ktérych
mozliwos¢ przesuniecia réwnowagi reakcji metodami chemii organicznej (dodanie nadmiaru
jednego z substratéw, usuwanie produktu, np. estru lub wody za pomoca destylacji mieszaniny
azeotropowej lub uzycie srodka odwadniajgcego) jest istotnie ograniczona.

Jedng z reakcji katalizowanych przez enzymy w Srodowisku rozpuszczalnikbw organicz-
nych jest synteza estrow kwasow karboksylowych z udziatem lipaz i esteraz. Lipazy (EC 3.1.1.3)
sg hydrolazami nierozpuszczalnych w wodzie estrow glicerolowych (1), natomiast enzymy hy-
drolizujgce estry glicerolu i innych alkoholi rozpuszczalne w wodzie, zaliczono do esteraz (2). Li-
pazy, ktére in vivo hydrolizujg jedynie acyloglicerole, w sSrodowisku rozpuszczalnikdw organicz-
nych wykazujg aktywnos¢ nie tylko w reakcji syntezy glicerydéw, lecz i innych estréow
réznorodnych alkoholi i kwaséw karboksylowych. Cechg charakterystyczng lipaz, ré6zniaca je od
innych enzymoéw, jest wspomniana wtasciwos¢ dziatania na substraty nierozpuszczalne w wo-
dzie, co decyduje o przebiegu reakcji na powierzchni rozdziatu faz z szybkoscia zalezng od
wielkosci tej powierzchni (3,4). W Srodowisku wodnym, (stezenie molowe wody 55,5M), jest pre-
ferowana reakcja hydrolizy. Poniewaz réznice w zmianach energii swobodnej zwigzane z kierun-
kiem reakcji hydroliza-synteza nie sg duze, zwlaszcza dla reakcji katalizowanych przez pepty™Ma-
zy i esterazy (5), dlatego zmieniajgc Srodowisko reakcji mozna tak przesunac¢ réwnowage, sSby
reakcja przebiegata w kierunku syntezy. Stwierdzono, ze tego rodzaju zmiane kierunku reakcji
mozna osiggna¢ zastepujac rozpuszczalnikiem organicznym czes$¢ lub catos¢ wody w uktadzie
reagujacym (5,6,7,8,9), a w krancowym przypadku prowadzac reakcje bez udziatu rozpuszczal-
nika, jedynie w srodowisku substratéw (10,11,12).

W ostatnich latach opublikowano wiele prac eksperymentalnych dotyczacych enzymatycz-
nej estryfikacji, a takze liczne artykuty przeglagdowe omawiajace dziatanie enzyméw w Srodowi-
sku rozpuszczalnikéw organicznych (5,13), enzymatyczng synteze konkretnych estréw (10),
biosynteze lipaz i esteraz oraz ich zastosowanie do syntezy i hydrolizy estréow (14), jak tez spo-
soby tworzenia optymalnych systemow biokatalitycznych enzym - rozpuszczalnik organiczny (15).

Prace doswiadczalne w tej dziedzinie koncentrujg sie na nastepujacych zagadnieniach;

e rozpoznaniu potencjalnych syntetycznych mozliwosci, lipaz i esteraz oraz zastosowaniu
ich preparatéw, czesto produkowanych juz' w skali przemystowej, do otrzymywania estréw o
znaczeniu uzytkowym,

= otrzymywaniu nowych preparatow enzymatycznych o ulepszonych wiasciwosciach katali-
tycznych (11,16,17,18),

« opracowaniu nowych konstrukcji aparatury do enzymatycznej syntezy i hydrolizy estrow
o okreslonych wiasciwosciach chemicznych i praktycznych (19,20,21),
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« badaniu mechanizmu katalizy enzymatycznej w srodowisku niewodnym lub difazowym, ze
szczegblnym uwzglednieniem wptywu wody i srodowiska reakcji na zachowanie katalitycznej

konformacji enzymu (5,7,8,22).

Kryteria podziatu

Rodzaj substratu

Przeglad prac doswiadczalnych

Literatura

alkohole

alifatyczne 111 i Il rzedowe
glicerole i glikole

alkohole cukrowe i cukry
alkohole terpenowe

kwasy

monokarboksylowe C4 - Ce
dikarboksylowe

wyzsze kwasy ttuszczowe
inne

aminy

wyzszych kwasoéw ttuszczowych

Budowa estru

monoestry
poliestry

Specyficznos¢ dziatania enzymu

szeroka

pozycyjna
stereospecyficzna
enancjoselektywna

Typ estryfikacji

prosta
interestryfikacja
wewnatrzczasteczkowa

Forma katalizatora

ciecz
ciato state

Srodowisko reakcji

monofazowe
difazowe
mikroemulsja

10, 23, 24, 25

10, 23, 26, 29, 30, 32
26, 27, 28, 33

10, 17, 31, 34, 35

10, 16, 23, 34

10,23

10, 16, 23, 25, 30, 76
32, 33, 34

76

10, 23
10, 23

16, 23, 24, 25
36, 37, 38, 39, 40
41

32, 34, 35, 42, 43

16, 23, 24, 25, 30
32, 40, 39, 44
45, 46, 47, 48, 49

11, 16,24, 29,50,51
25, 32, 39, 52, 53

11, 16, 24, 44, 50, 51
23, 26, 54
55, 56, 57

Tabelal

W tabeli 1| zamieszczono krétki przeglad prac doswiadczalnych, ktére podzielono w oparciu
o gtéwne zagadnienia badawcze, charakteryzujgce dang prace, tj. budowe syntezowanego
estru, specyficzno$¢ dziatania enzymu i jego stan skupienia oraz typ $rodowiska reakcji.
Oczywiscie jest to podziat arbitralny, poniewaz kazda z cytowanych prac dotyczy zwykle kilku

takich zagadnien.

W dalszych czesciach tego artykutu zwrécono uwage na kluczowe, zdaniem autora, zagad-
nienie wptywu sSrodowiska reakcji na syntetyczne wiasciwosci lipaz oraz pokrétce oméwiono

mozliwosci praktycznego wykorzystania tych enzymow do syntezy estrow.
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2. Wptyw Srodowiska reakcji na aktywnos¢ lipaz i esteraz

Dlaczego niektére lipazy i esterazy katalizujg synteze estréow w Srodowisku rozpuszczalni-
kéw organicznych, a inne nie wykazuja tej wkasciwosci? Czy powyzsza cecha jest wyrdzniajaca
czy tez przynalezna kazdemu enzymowi? Dzieki jakim czynnikom enzym wykazuje wtasciwosci
katalityczne w srodowisku rozpuczczalnika organicznego?

Obecnie trudno wyczerpujaco odpowiedzie¢ na te pytania.

Wydaje ste, ze zasadniczym czynnikiem, decydujacym o przebiegu reakcji w kierunku synte-
tycznym jest z jednej strony srodowisko samego rozpuszczalnika, niejako ,,wymuszajgce” kieru-
nek przemiany, z drugiej zas szczeg6lne molekularne wtasciwosci enzymu, tj. jego pierwszo-
rzedowa struktura, warunkujgca taka konformacje czasteczki, ktoéra przynajmniej w obrebie
centrum katalitycznego utrzymuje sie rowniez w srodowisku o statej dielektrycznej znacznie sie
réinjqcej od statej dielektrycznej wody (58,59,60).

Srodowisko reakcji, w ktérym zachodzi enzymatyczna synteza estréow sklada sie zazwyczaj
z jednego lub kilku rozpuszczalnikéw organicznych, wody oraz rozpuszczonych w nich substra-
téw i produktéw reakcji. Jak wplywaja te substancje na przebieg reakc;ji?

Woda stanowi zaréwno element Srodowiska, jak i jeden z produktow reakcji, a jej znaczenie
W procesie syntezy estrow nalezy uzna¢ za kluczowe (rys. 1). W $rodowisku rozpuszczalnikéw
organicznych woda wptywa nie tylko,na wartos¢ statej rownowagi reakcji, lecz wysycajac hydro-
filowe regiony biatka utrzymuje jego katalityczna konformacje w srodowisku hydrofobowym (62).
Tworzy ona bardzo cienka warstewke zewnetrzna, nie zwigzang kowalencyjnie z enzymem, lecz
stabilizujgcg jego aktywnos$¢ katalityczng i dlatego nazywang warstwa wody niezbednej (58,59).
Ilo$¢ wody potrzebng do funkcjonowania enzymu ustalono dla bardzo niewielu biokatalizatoréw.
Wiekszosc¢ takich badan przeprowadzono dotad dla lizozymu (13,63).

Rys.l. Rozmieszczenie wody w procesie enzymatycznej syntezy estréow w srodowisku rozpuszczalnikéw or-
ganicznych; 1) dotyczy systeméw stosujacych enzym immobilizowany na nos$niku, 2) nie dotyczy uktadéw
difazowych i mikroemulsji, 3) dotyczy uktadu difazowego i mikroemulsyjnego.
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Hydratacja biatka w Srodowisku rozpuszczalnikow organicznych skiada sie z kilku etapow.
Przy stezeniu ponizej 0,07 g wody na 1 g biatka, czasteczki wody oddziatujg przede wszystkim
z natadowanymi grupami biatka, natomiast przy wyzszym stezeniu, w zakresie 0,07-0,25 g/g, jej
czasteczki tworza agregaty pokrywajace wiekszg cze$¢ powierzchni enzymu. Wykazano, ze
aktywnos$¢ lizozymu mozna zmierzy€ juz przy stezeniu wody 0,2 g/g enzymu, przy ktérym okoto
potowa powierzchni biatka jest pokryta czasteczkami wody. Przy stezeniu 0,38 g/g lizozymu
(okoto 300 czasteczek wody na czasteczke biatka) czasteczki enzymu sa w petni uwodnione, a
aktywnosc¢ osigga 10% aktywnosci w sSrodowisku o stezeniu wody 55,55 M (13,63).

Na aktywnos¢ enzymu wywiera wptyw nie tylko wielko$¢ warstwy wody niezbednej, lecz tak-
ze obecnos¢ w niej dodatkowych jondw i sktadnikéw. Zaks i Klibanov (73) stwierdzili, ze zmiany
pH warstwy wody niezbednej prowadza do wyraznych zmian aktywnosci. Zastgpienie czesci
warstwy wody niezbednej substancja wykazujaca zdolnos$¢ tworzenia wigzan wodorowych
z biatkiem, np. formamidem, moze znacznie zwiekszy¢ aktywnos$¢ enzymu (74).

Rozpuszczalnik organiczny, odksztatcajgc warstwe wody niezbednej, moze spowodowac
denaturacje enzymu, dlatego tez znajomosc¢ stezenia wody w Srodowisku reakcji prowadzonej w
takim rozpuszczalniku jest bardzo istotna. Poniewaz bezposredni pomiar stezenia wody jest
w omawianym ukladzie klopotliwy. Hailing zaproponowat wyznaczanie termodynamicznej
aktywnosci wodnej, ktéra mozna zmierzy¢ wyznaczajac wzgledng wilgotnosé zréwnowazonej
fazy gazowej nad rozpuszczalnikiem (5,64). Znajomos$¢ aktywnosci wodnej ma szczegodlne zna-
czenie dla reakcji w systemach dwufazowych, w ktérych przebiega ona na granicy faz woda -
rozpuszczalnik organiczny. Jezeli prowadzi sie synteze w rozpuszczalnikach bezwodnych, wy-
dajnos¢ reakcji estryfikacji mozna zwiekszy¢ usuwajac wode ze srodowiska reakcji za pomoca
obojetnych chemicznie pochtaniaczy wody, np. sit molekularnych 4A (61) - rys. 1. W przypadku
syntezy zachodzacej w $Srodowisku rozpuszczalnika nasyconego woda, w uktadzie difazowym
i emulsyjnym, pochtaniacza wody nie stosuje sie.

Drugi czynnik srodowiska - rozpuszczalniki organiczne - bardzo réznie oddziatujg na enzy-
my. Moga sie one wigza¢ z enzymem specyficznie i nie dopuszcza¢ do tworzenia kompleksu
enzym-substrat, moga zmienia¢ Stan rownowagi katalizowanej reakcji i jej szybkos¢, moga tez
wchodzi¢ z enzymem w reakcje prowadzacg do jego stabilizacji lub destabilizacji (6).

Stwierdzono, ze niektére enzymy sa w rozpuszczalnikach organicznych ekstremalnie termo-
stabitne. Przyktadowo lipaza z trzustki wieprzowej, ktéra w srodowisku wodnym w temperaturze
100°C ulega natychmiastowej inaktywacji, w Srodowisku tributyryloglicerolu zachowuje aktyw-
nos¢ ponad 24 godziny (60), za$ lipaza Mucor javanicus T45 immobilizowana w mycelium po
godzinie ogrzewania w 100“C w rozpuszczalnikach apolarnych (eter naftowy, heksan, dekan)
zachowuje az 70-80% aktywnosci wyjsciowej (75).

W $rodowisku, jakich rozpuszczalnikdw moze przebiega¢ synteza enzymatyczna i dlacze-
go? Aby odpowiedzie¢ na pierwsza czes¢ pytania wystarczy przeprowadzi¢ reakcje w réznych
rozpuszczalnikach. OdpowiedZ na druga jego czes¢ wymaga usystematyzowania rozpuszczal-
nikébw w oparciu o jakie$ kryteria. Niektore z nich, wywodzace sie z fizycznych i chemicznych
wilasciwosci rozpuszczalnika, takich jak gestosé, lepkosé, stata dielektryczna, punkt krzepniecia,
aktywnos¢ protonodonorowa, moment dipolowy, zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych,
polarnos$é, rozpuszczalnos¢é w wodzie (6,59,65,66) nie wykazuja korelacji z aktywnoscig enzymu
wykazywang w srodowisku danego rozpuszczalnika.

Stwierdzono, ze parametrem dobrze opisujacym rozpuszczalnik i wykazujagcym stosunkowo
wysoka korelacje z aktywnoscig lipaz dziatajgcych w takim rozpuszczalniku jest tzw. wspotczyn-
nik polarnosci-hydrofobowosci, wyrazony jako log P (59). Wspodtczynnik ten stanowi sume hy-
drofobowych statych czgstkowych poszczegdlnych atomoéw czasteczki rozpuszczalnika i jest
obliczany sposobem podanym przez Harnischa i in. oraz Rekkera i in. (67,68). W pracy Laane i
in. (59) zamieszczono wartosci log P dla 107 najczesciej stosowanych w syntezie bioorganicz-
nej rozpuszczalnikéw. Stwierdzono, ze wspoétzaleznos¢ pomiedzy potarnoscig rozpuszczalnika
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organicznego i aktywnosciag enzymu wynika ze zdolnosci do odksztatcania przez rozpuszczalnik
warstwy wodnej, niezbednej do stabilizacji katalizatora. Rozpuszczalnik, przenikajac do tej war-
stwy, lub nawet w ostatecznym efekcie usuwajac ja, wykazuje zdolnos¢ modyfikacji wzajemnych
oddziatywan pomiedzy enzymem a czgsteczkami wody.

Analiza wynikéw Zaksa i Klibanova (69), dotyczacych dziatania réznych lipaz w réznych roz-
puszczalnikach organicznych dla reakcji interestryfikacji tributyryloglicerolu i alkoholu hep-
tylowego, dokonana w pracy Laane i in. (59) i polegajaca na znalezieniu zaleznosci A=f(logP)
(A-aktywnos$¢é enzymu w $rodowisku rozpuszczalnika o wspétczynniku polarnosci-hydro-
fobowosci P), wykazata z duzym prawdopodobienstwem sigmoidalny jej charakter. Zastosowa-
na metoda wyznaczania wspotczynnika polarnosci-hydrofobowosci nie uwzglednia budowy
chemicznej rozpuszczalnika, lecz jedynie jego elementarny skitad atomowy, co moze prowadzi¢
w przypadku niektérych rozpuszczalnikéw do pewnych odstepstw od znalezionej zaleznosci.
Antczak i in. (70) zaobserwowali, iz zaleznos¢ A=f(logP) w reakcji syntezy estrow wyzszych
kwasow tluszczowych przez lipazy Mucor javanicus T45 i M. racemosus A37 wykazuje maksi-
ma, ktérych miejsca wystepowania byty uzaleznione od rodzaju substratéw i Zrédta enzymu.

Laane i in. (59) stwierdzili, ze orientacyjnym wskaznikiem zmian aktywnosci enzymu zwigza-
nych z odksztatcaniem warstwy wody niezbednej moze by¢ rozpuszczalnos¢ rozpuszczalnikéw
organicznych w wodzie. Stwierdzono, ze biokataliza przebiega z niskg wydajnoscig w roz-
puszczalnikach organicznych o log P<2 , ktérych rozpuszczalno$s¢ w wodzie jest wieksza od
0,4%. Rozpuszczalniki takie, m.in. sulfotlenek dimetylu (log P = -1,3), acetonitryl (-0,33), aceton
(-0,23) silnie oddziatuja na warstwe wody niezbednej. ‘W rozpuszczalnikach o log P zawartym
pomiedzy 2 i 4, ktoérych rozpuszczalno$é w wodzie wynosi 0,4-0,04%, biokataliza przebiega ze
Srednig wydajnoscia. Rozpuszczalniki te w matym stopniu zakidcajg oddziatywania woda-en-
zym i moga wywierac trudny do przewidzenia wpltyw na aktywnos$¢ enzymatyczng. Nalezg do
nich; benzen (log P = 2), pentan (log P = 3), heksan (log P = 3,5), heptan (log P = 4). Biokata-
liza przebiega z najwyzsza wydajnoscig w rozpuszczalnikach wysoce apolarnych, dla ktérych
log P>4, a ich rozpuszczalno$s¢ w wodzie jest mniejsza od 0,04%. Rozpuszczalniki te, np. oktan
(logP=4,5), dekan (5,6) i heksadekan (8,8), nie odksztatcajg warstwy wody niezbednej, pozosta-
wiajac tym samym Kkatalizator w stanie aktywnym. W pracy Laane i in. (59) wyprowadzono zalez-
nos$¢ pomiedzy polarnoscia substratu (log Pj) i produktu (log Pp) oraz polarnoscia interfazy (mi-
krosrodowisko biokatalizatora log P,) i organicznej fazy ciagtej (log Pf?). Stwierdzono, ze
wyrazenia (log Pp log Pg) i (log P,e - log Pp) muszg by¢ minimalne, aby zapewni¢ wysokie stezenia
substratu w interfazie i produktu w fazie ciggtej, natomiast wyrazenia (log P,e - log Pg) i (logP| -
log Pp ) powinny by¢ maksymalne, aby utrzymac na niskim poziomie stezenia substratu w fazie
ciggtej i produktu w interfazie. Cytowani autorzy (59) uwazajg, ze prawdopodobnie wszystkie
uktady biokatalityczne dziatajace w rozpuszczalnikach organicznych moga by¢ ta droga opty-
malizowane, jak to stwierdzono dla myceli odwréconych, poniewaz powinno by¢ dla nich mozli-
we obliczenie wartosci log P, i log P,j. . Dla tych ukfadéw, ktére nie zawierajg prawdziwej interfa-
zy, takich jak np. enzymy w formie statej w apolarnych rozpuszczalnikach organicznych, log P|
jest taki sam jak log Pge. i dlatego srodowisko reakcji moze by¢ optymalizowane tylko w odniesie-
niu do wartosci log P i log Pp.

Jedynym wyjatkiem, wykazujacym inny zakres zaleznosci A=f(logP), jaki dotychczas opisa-
no (59,69), jest lipaza trzustkowa. Enzym ten zachowywat sie zupetnie odmiennie w tym sensie,
ze funkcjonowat w praktycznie wszystkich badanych rozpuszczalnikach (log P w zakresie od -
0,5 do +10), co sugeruje silniejsze zwigzanie warstwy niezbednej wody z molekutg enzymu.

Inada i in. (11) oraz Nishio i in. (16,17) opracowali metode modyfikacji chemicznej enzy-
mow, umozliwiajaca ich rozpuszczenie w srodowisku rozpuszczalnikdw organicznych bez utraty
aktywnej konformacji. Modyfikacja ta polega na kowalencyjnym zwigzaniu z czasteczkag biatka,
poprzez grupy aminowe, zwigzkéw o charakterze hydrofilowo-hydrofobowym, np. glikolu
monometoksypolietylenowego. Zmodyfikowana tym sposobem lipaza Pseudomonas fluore-
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scensis byla rozpuszczalna i aktywna w $rodowisku benzenu, chloroformu, 1,1,1-trichloroetanu,
toluenu i co wiecej, funkcjonowata nadzwyczaj wydajnie takze w niskich temperaturach bliskich
0° C oraz wykazywata duzg stabilnos¢ w srodowisku rozpuszczalnikéw.

3. Zastosowanie lipaz do syntezy estrow

Enzymatyczna synteza estréow w $srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych z udziatem li-
paz wykazuje szereg zalet w poréwnaniu z tradycyjng metoda chemiczng. Mozna do nich
zaliczy¢: wysoka specyficznos¢ dziatania katalizatora, matg ilos¢ produktow ubocznych, niska
energochtonnosc¢ procesu. O zastosowaniu tej metody w wiekszej skali decyduje oczywiscie ra-
chunek ekonomiczny. Duzg cze$¢ kosztéw procesu moze stanowi¢ cena samego katalizatora;
np. w syntezie 2-metylowalerianianu prenylu naklady na lipaze Candida cylindracea OF 360
wynosity okoto 60% catkowitych kosztéw (10). Mimo to uwaza sig, ze preparaty lipaz i esteraz
nie sa drogie (42), zwlaszcza dzieki mozliwosci ich wielokrotnego uzycia, wynikajgcej
z czestego stosowania immobilizowanej formy enzymu oraz ze wzgledu na cene syntetyzowa-
nych przy ich udziale wysoce specyficznych i trudnych do otrzymania innymi metodami estrow.
Dzieki réznej specyficznosci lipaz, zaleznej od pochodzenia enzymu, mozna je wykorzystywac
nie tylko w syntezie r6znorodnych estrow, ale tez do otrzymywania alkoholi czy kwasoéw. Zwiazki
te, czesto o budowie warunkujacej aktywnosc¢ biologiczng lub okreslone cechy uzytkowe moga
by¢ otrzymywane na drodze zaréwno syntezy, jak tez interestryfikacji, a nawet hydrolizy.

Otrzymanie zgdanego produktu moze nastgpi¢ w wyniku (71):

1) asymetrycznej hydrolizy

COOR2 + H20 -¢ R1COOH + R20H ,

lipaza hydrolizuje jeden z enancjomerdw, wegiel chiralny moze by¢ w reszcie kwasowej lub al-
koholowej,

2) asymetrycznej estryfikacji
R1COOH -I- R20H -* RICOOR2 + H20,

wegiel chiralny moze by¢ zlokalizowany w alkoholu lub kwasie,

3) asymetrycznej transestryfikacji
R1COOR2 - R3OH R1COORS3 + R20H ,

chiralny atom wegla moze by¢ zawarty w estrze lub alkoholu.

Yokozekl i in. (49) zastosowali jako jedni z pierwszych immobilizowana lipaze Rhizopus
delemar w $rodowisku heksanu do regiospecyficznej interestryfikacji ttuszczéw i olejéw. Wpro-
wadzajac reszty kwasu stearynowego w pozycje 1,3 glicerydu uzyskali namiastke masta kakao-
wego, ktéra obecnie jest produkowana na skale przemystowag (10). Reakcja interestryfikacji
katalizowana przez lipazy w bezwodnym srodowisku organicznym bywa czesto wykorzystywana
do modyfikacji masta (78) lub regioselektywnej acylacji glicerolu (33). Z zastosowaniem tej
wiasnie metody produkuje sie w skali preparatywnej wiele pierwszorzedowych monoacyloglice-
roli (52). Lipazy znajduja od kilku lat zastosowanie do rozdziatu racematéw alkoholi i kwasow
karboksylowych. Asymetryczna hydroliza odpowiednich estréw lub enancjoselektywna estryfika-
cja mieszanin racemicznych pozwalajg uzyska¢ z wysokg wydajnoscig zadane enancjomery.
Jednym z najczesciej stosowanych do tego celu enzymoéwijest lipaza Candida cylindracea pro-
dukowana na skale przemystowa przez firme Meito-Sangyo (Japonia), ktorej preparaty w zalez-
nosci od formy enzymu (rozpuszczalny lub immobilizowany) wystepuja pod nazwami Lipaza OF
360 i Lipaza MY. Kirchner i in. (42) zastosowali te lipaze oraz trzustkowag do otrzymywania estrow
réznych, optycznie czynnych alkoholi alifatycznych i R-chlorowcopochodnych kwaséw karbo-
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ksylowych. Reakcje prowadzono w skali preparatywnej, dodajac preparaty enzymatyczne w po-
staci suchego pudru bezposrednio do roztworu substratéw rozpuszczonych w heksanie. Uzy-
skano wysoka wydajnos¢ i stereoselektywnosé reakcji.

Te same preparaty, tj. Lipaza MY i OF mozna tez stosowac¢ w enancjoselektywnej i wysoko-
wydajnej (98%) syntezie roznorodnych estrow, np. 2-metylowalerianianu prenylu (10), stosowa-
nego w przemysle owocowo-warzywnym i perfumeryjnym, a takze w enancjoselektywnej estryfi-
kacji dl-mentolu (34,35), estryfikacji pochodnych a-cykloheksanoli oraz geraniolu (43).

Innym enzytriem produkowanym na skale przemystowa z przeznaczeniem do transestryfika-
cji i syntezy estrow w srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych, jest unieruchomiony na anio-
nicie preparat lipazy Mucor miehei o nazwie Lipozyme IM-20, wytwarzany przez firme Novo (Da-
nia). Wykazuje on specyficznos¢ wzgledem pozycji 1,3 w acyloglicerciach, a takze wzgledem
pierwszorzedowych alkoholi alifatycznych. W Srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych czas
pottrwania preparatu wynosi Ti/2=66 dni. Moze by¢ stosowany w zakresie temperatur 6Q-80®C
(36,37,38). Preparat ten w syntezie mirystynianu mirystylu wykazuje produktywnos$é 1,2 tony
estru na 1 kg katalizatora (77). Znalazt on takze zastosowanie do ciagtej modyfikacji ttuszczy (79).

Wazna grupg zwigzkdw otrzymywanych na drodze estryfikacji katalizowanej przez lipazy sa
estry cukrowe. Therisod i Klibanov (27,28) opisali regioselektywna acylacje cukréw, zas Seino
i in. (26), zastosowali lipaze Candida cylindracea do estryfikacji cukrow i sorbitolu. Lipazy
z trzustki i z Chromobacteridm viscosum Chopineau i in. wykorzystali do otrzymywania deter-
gentow (53) w reakcji transestryfikacji pomiedzy alkoholami cukrowymi a olejami roslinnymi w
Srodowisku pirydyny.

Makrocykliczne laktony” sg grupa zwigzkéw obdarzonych pizmowym zapachem i dlatego
niezwykle cennych dla przemystu perfumeryjnego. Mozna je otrzymaé¢ metoda wieloetapowe;j
wysokoenergochtonnej syntezy organicznej lub na drodze jednoetapowej, niskoenergochtonnej
syntezy enzymatycznej z udzialem lipaz, np. przez kondensacje kwasow dikarboksylowych i
dioli (45), laktonizacje estrow metylowych kwasoéw a>-hydroksykarboksylowych (46), laktoniza-
cje kwasow cw-hydroksykarboksylowych (47,48) lub kwaséw y-hydroksykarboksylowych (49).

4. Uwagi korncowe

o ile wiedza i szczescie w sposob zblizony decydujg o znalezieniu nowego zrédia enzymu,
o tyle opracowanie optymalnego srodowiska reakcji zawierajgcego rozpuszczalnik organiczny,
mimo niewatpliwego w ciggu ostatnich lat postepu w tej dziedzinie, jest ciagle zwigzane z przy-
padkiem. Z praktycznego punktu widzenia, niemozliwe jest zbadanie wptywu wszystkich rozpu-
szczalnikdw na aktywnos¢ interesujgcego nas enzymu. Musimy dokonac selekcji, podczas gdy
kryteria wyboru rozpuszczalnikbw sa dzis jeszcze mato precyzyjne. Okreslenie optymalnego
Srodowiska reakcji komplikuje fakt, ze w dodatku takie srodowisko moze stanowi¢ mieszanina
dwu lub wiecej rozpuszczalnikéw. Czesto réwniez asortyment rozpuszczalnikdw na potce w la-
boratorium decyduje, ktére z nich zastosuje sie jako potencjalne Srodowisko reakcji. Réwnie
wazne jak rodzaj rozpuszczalnika sag takze wzajemne relacje pomiedzy stezeniem substratow,
enzymu i rozpuszczalnika w srodowisku reakcji (72), co dodatkowo utrudnia jej optymalizacje.

Wydaje sie, ze trudnosci zwigzane z wyborem rozpuszczalnika i optymalizacjg procesu wy-
nikajg gtéwnie z faktu, ze wiasciwosci enzymoéw w Srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych
bada sie w kontekscie skutkdw ich dziatania (powstaty produkt), nie zas przyczyn, ktérymi sg
zmiany konformacyjne enzymu w takim Srodowisku.

Mimo tych ograniczen, badania nad dziataniem enzyméw w Srodowisku niewodnym rozwi-
jaja sie bardzo intensywnie i z pewnoscig tendencja ta bedzie sie dalej utrzymywac.

Aktywnos$¢ wielu enzymoéw w Srodowisku niewodnym, obok wszystkich waloréw poznaw-
czych i praktycznych, prowadzi réwniez do wniosku bardziej ogélnego, mozna ja bowiem
traktowac jako posredni dowod mozliwosci istnienia zycia biatkowego, wykorzystujgcego rozpu-
szczalnik inny niz woda (6).
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Enzymatic synthesis of esthers in organic solvents. Selected problems

Summary

Water, which is the natural environment of vital processes, is essential for lipases activity in vivo, but in
vitro it can be substituted by an organic solvent. Under these novel conditions lipases exhibit the ability of
esther synthesis. The replacement of water with an organic solvent is qualitatively and quantitatively limi-
ted because of chemical and physical properties of organic solvents. The qualitative limitations are the
consequence of the destruction of catalytic conformation (as a resulting from) polar reactions. The quanti-
tative limitations are also the result of polar reactions which are indirectly expressed as the ability of an or-
ganic solvent to mix with water and are realised as the penetration of environmental ingredients to the es-
sential water layer which covers the enzyme molecules. Both the limit and the kind of the penetration
directly affect the preservation of the enzyme catalytic conformation.

The indispensable water layer which thermodynamically stabilizes the enzyme molecule in the envi-
ronment of organic solvent is partially replaced by other environmental ingredients which form hydrogen
bonds with functional and active groups of protein i.e. formamide, DMF, pyridine, that in the final conse-
quence may cause an increase of en::> latic activity. In this paper the examples of lipases applications for
synthesis of various esthers are deser- ed.
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