YWNO . Nauka. Technologia. Jako , 2006, 2 (47) Supl., 190 - 197

EWA MAJEWSKA, EWA BIA ECKA-FLORJA CZYK, KINGA SU OWSKA

DRO D EPIEKARSKIE JAKO BIOKATALIZATOR REAKCJI
HYDROLIZY ESTROW

Streszczenie

Jedn  z metod modyfikacji tuszczOw jest reakcja enzymatycznego przeestryfikowania,
wykorzystuj ca enzymy lipolityczne. Z uwagi na z o ony proces izolacji enzymy te s reagentami
kosztownymi i trudnodost pnymi. Alternatywnym rozwi zaniem mo e by u ycie mikroorganizmow
produkuj cych enzymy, bez konieczno ci wydzielania ich w czystej postaci. Rol t mog spenia
dro d e piekarskie (Saccharomyces cerevisiae), ktére s réd em r6 nych enzymoéw, wykazuj cych
katalityczny wp yw na przebieg wielu reakcji chemicznych.

Celem pracy by o wst pne rozpoznanie mo liwo ¢i wykorzystania dro d y piekarskich do
modyfikacji triacylogliceroli. Jako modelow reakcj wybrano hydroliz dioctanu heksano-1,2-diolu —
estru zawiergj cego grupy acetylowe o r6 ne rz dowo ci. Proces hydrolizy prowadzono w obecno ci
dro d y liofilizowanych, dro d y prasowanych lub biomasy szczepu Saccharomyces cerevisiae 102, jako
biokatalizatoréw, w roztworze wodnym, w temp. 30°C przy staym mieszaniu. Post p reskcji
kontrolowano metod chromatografii gazowej. Stwierdzono, e hydrolazy wydzielane przez dro d e
wykazyway regioselektywno w stosunku do grup acetylowych o ré ngl rz dowo ci, powoduj ¢
dwukrotnie szybsz  hydroliz  grupy pierwszorz dowej, co stwarza praktyczne perspektywy
wykorzystania dro d y piekarskich w przemianach acylogliceroli. Rodzaj u ytych dro d y piekarskich
niemia znacz cego wp ywu naszybko reakcji.

Sowakluczowe: dro d e piekarskie, triacyloglicerole, lipazy, hydroliza

Wprowadzenie

T uszcze — estry glicerolu i d ugo a cuchowych kwasow t uszczowych — stanowi
jeden z podstawowych sk adnikobw po ywienia cz owieka, peni ¢ w organizmie
funkcje energetyczne i metaboliczne. S one strukturaln cz c¢i b on komoérkowych
oraz bogatym réd em wielu substancji biologicznie czynnych, takich jak witaminy A,
D, E, K czy niezb dne nienasycone kwasy t uszczowe (NNKT).
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W a ciwo ci funkcjonalne i ywieniowe, takie jak: plastyczno , konsystencja,
temperatura topnienia czy stabilno  oksydatywna, r6 nych produktow spo ywczych
ksztatowane s g oOwnie przez tuszcze i zale nie tylko od rodzaju kwasdéw
t uszczowych estryfikowanych w triacyloglicerolach, ae réwnie od rozk adu tych
kwasow w cz steczkach triacyloglicerali. Procesem pozwalgj cym na zmian tych
w a ciwo ci, w celu uzyskania produktu o po danych parametrach, jest modyfikacja
t uszczOw, ajednym z je sposobow jest reakcja enzymatycznego przeestryfikowania z
u yciem enzymow lipolitycznych zwanych lipazami. Lipazy zdefiniowano jako
hydrolazy estréw glicerolowych; enzymy hydrolizuj ce estry innych akoholi ni
glicerol zaliczono do esteraz [3].

W procesie modyfikacji t uszczow lipazy katalizuj wiele reakcji m.in.: hydroliz ,
estryfikacj , interestryfikacj , akoholiz czy acydoliz. Mechanizm dziaania
katalitycznego wi kszo ci znanych lipaz zale y od w a ciwo ci substratu i warunkéw
procesu. Reakcje hydrolizy i resyntezy, zachodz ce podczas enzymatycznego
przeestryfikowania, s odwracalne. W roztworze wodnym przebiega hydroliza,
natomiast reakcjaresyntezy przewa aw rodowiskach o ograniczonej zawarto ci wody
[5].

Wiele lipaz wykazuje regioselektywno , poleggi ¢ na rozrd nianiu w
cz steczce triacyloglicerolu pozycji zewn trznych (pierwszorz dowe wi zania
estrowe) od pozycji wewn trznegj (drugorz dowe wi zania estrowe). W czasie lipolizy
lipaza sn-1,3 regiospecyficzna preferuje hydroliz wi za estrowych w pozycjach sn-1
i sn-3triacyloglicerolu (rys.1).

C':HZOER sn-1
]
E @)
RCQOs=—C == H sn-2
]
o |
CHZOﬁR" sn-3
@)

Rys. 1. Pozycjesn-1, sn-2, sn-3w cz steczkach triacylogliceroli.
Fig. 1.  Representation of sn-nomenclature of triacylglicerols.

Prowadzi to do powstania rownomolowej mieszaniny sn-1,2 diacylogliceroli i sn-
2,3 diacylogliceroli, ktéra nast pnie mo e hydrolizowa dae do sn-2
monoacylogliceroli.

Enzymy lipolityczne otrzymywane s z grzybow, bakterii oraz tkanek
zwierz cych i ro linnych. W skali przemys owej stosowane s lipazy pochodzenia
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zwierz cego oraz mikrobiologicznego, uzyskiwane g dwnie z grzybow strz pkowych
oraz dro d vy, takich jak Candida rugosa i Candida antartica [11]. Z uwagi na
skomplikowany procesizolacji i oczyszczania enzymdw oraz may rynek zbytu, lipazy
s reagentami kosztownymi. Wygodniejszym rozwi zaniem by oby zastosowanie
mikroorganizmow, azw aszczadro d y piekarskich (Saccharomyces cerevisiae), ktore
w przeciwie stwie do enzymow s surowcem tanim, dost pnym i atwym w u yciu
(nie wymagaj sterylnych warunkéw hodowli). Komérki drody s w sanie
syntetyzowa kilkaset enzyméw [10], (takich jak oksydoreduktazy i hydrolazy), a
tak e koenzymy niezb dne do przebiegu wielu procesow utleniania i redukcji.

Dro d e piekarskie s z powodzeniem wykorzystywane od lat w syntezie
chemiczng [2, 9], gownie w reakcjach redukcji zwi zkéw karbonylowych.
Stwierdzono, emaj oneréwnie wp yw na przebieg innych reakcji chemicznych np.
reakcj hydrolizy. Mo naje stosowa w postaci prasowanej, suche, liofilizowanej czy
immobilizowangj, a reakcje z ich udziaem zachodz zaréwno w wodzie, jak i w
rozpuszczal nikach organicznych.

Obecno  enzymdéw lipolitycznych w dro d ach piekarskich udowodniono ju
dawno [6], a nawet wydzielono i scharakteryzowano lipaz z frakcji mitochondrialnej
dro d y piekarskich i potwierdzono jg aktywno w stosunku do triacylogliceroli [8].
Ostatnio wzroso zainteresowanie tym zagadnieniem w kontek cie in ynierii
genetyczngj [1, 7], np. poprzez ekspres genu lipA koduj cego lipaz A z Bacillus
subtilis m.in. w dro d ach piekarskich zwi kszono ilo wytwarzang przez nie lipazy.
Dotychczas jednak nie podj to préby zastosowania komoérek dro d y w przemianach
acylogliceroli.

Celem pracy by o wst pne rozpoznanie mo liwo ci wykorzystania dro d y
piekarskich do modyfikacji triacylogliceroli. Poniewa cech decyduj c o
przydatno ci lipaz w tej reakcji jest ich regioselektywno , pierwszym etapem bada
by o poréwnanie katalitycznego efektu dro d y w reakcji hydrolizy estrow akoholi
pierwszo- i drugorz dowych. Jako modelow reakcj wybrano hydroliz dioctanu
heksano-1,2-diolu — estru zawierg) cego grupy acetylowe o ré nej rz dowo ci.

Materia i metody bada

Proces hydrolizy prowadzono w obecno ci dro d y liofilizowanych (S. 1.
Lesaffre), dro d y prasowanych (Jozeféw) lub biomasy szczepu Saccharomyces
cerevisiae 102 (wyhodowanego w Zak adzie Biotechnologii i Mikrobiologii  ywno ci
WT SGGW), jako biokatalizatoréw, w roztworze wodnym, w temp. 30°C przy
staym mieszaniu.

Do hodowli wg bne szczepu Saccharomyces cerevisae 102 zastosowano p ynne
podo e YPD o0 nast puj cym sk adzie: 2% glukozy, 2% peptonu i 1% ekstraktu
dro d owego. Do przechowywania dro d y na skosach stosowano pod o e YPD z 2%
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agarem. Wszystkie pod 0 a wyjaowiono w autoklawie w temp. 121°C przez 20 min, a
ich pH ustalono na poziomie 50. Do przygotowania podoy u ywano wody
degjonizowang).

Biomas szczepu Saccharomyces cerevisiae 102 namna ano w pod o u YPD
posiewanym materiaem komorkowym z hodowli na skosie (YPD z 2% agarem).
Hodowle prowadzono w kolbach o poj. 500 cm®, zawieraj cych 80 cm®pod o a, na
wytrz sarce posuwisto-zwrotngg SM-30 Control (Edmund Buhler, Niemcy) o
cz stotliwo ci drga 250 cykli na min, w temp. 28°C przez 48 godz. Zawarto  kolb
przenoszono do uprzednio zwa onych gilz i wirowano przez 10 min przy 3500
obr./min (Centrifuge type MPW — 365, Polska). Supernatant zlewano znad osadu, a
odwirowane dro d e, po oznaczeniu suchel masy, u ywano do reakgji.

Dioctan heksano-1,2-diolu otrzymano w reakcji heksano-1,2-diolu (6,0 g, 0,05
moli) z nadmiarem bezwodnika octowego (15,5 g, 0,15 moli). Produkt z mieszaniny
poreakcyjng ekstrahowano chloroformem (3 x 50 cm®) i destylowano ( temp. wrzenia
85°C, 2 mm Hg).

Reakcja hydrolizy: w kolbie okr g odenngf umieszczano 3,0 g drody (w
przeliczeniu na such mas ), 3,0 g sacharozy oraz 60 cm® wody. Zawiesin mieszano
mieszad em magnetycznym przez 30 minw temp. 20 2°C. Nast pnie dodawano 0,3 g
(1,5 mmola) dioctanu heksano-1,2-diolu rozpuszczonego w niewielkigj ilo ci etanolu
(0,5 cm’). Reakcje kontynuowano przez 9 godz., pobieraj ¢ probki do kontroli
przebiegu reakcji w ci gu tego czasu. Z pobranych probek dioctan heksano-1,2-diolu i
produkty jego hydrolizy ekstrahowano chloroformem (2 x 5 cm®). Reakcj
prowadzono w dwoOch wariantach: bez stabilizacji pH (woéwczas pH mieszaniny
reakcyjnej wynosio okoo 4,5) i w buforze o pH 7. Proby wykonywano w
dwukrotnym powtorzeniu, uzyskuj ¢ porownywalne wyniki.

Prébki mieszaniny reakcyjnej analizowano przy u yciu chromatografu gazowego
Shimadzu GG-171, wyposa onego w detektor p omieniowo-jonizacyjny. Zastosowano
kolumn kapilarn BPX 70. Rozdzia chromatograficzny rejestrowano z u yciem
programu CHROMAX 2005 w nast puj cych warunkach: temp. 60°C przez 1 min,
przyrost 10°/min do 200°C, 5 min w 200°C.

Produkty rozpadu estru analizowano metod spektrometrii  masowej, po
uprzednim rozdziale w kolumnie chromatograficznegg BPX 70, w warunkach 55°C
przez 1 min, przyrost 4°/min do 220°C, 3 min w 220°C, w aparacie Shimadzu GCMS
2010. Na widmie masowym izomeru 1 zaobserwowano pik molekularny M=159 oraz
nast puj ce piki jonéw fragmentacyjnych: m/z = 129, m/z = 117, m/z = 87, m/z = 74,
m/z = 69. W przypadku izomeru 2 zaobserwowano: M = 159, m/z = 103, m/z = 87, m/z
= 74, m/z = 69, a na widmie substratu zaobserwowano: M = 202, m/z = 129, m/z =
117, m/z = 100, m/z = 86, m/z = 82.
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Wyniki i dyskusja

Hydroliza dioctanu heksano-1,2-diolu w obecno ci dro d y piekarskich
prowadzi a do powstania dwdch monooctanéw, w zale no ci od tego czy hydrolizie
uleg a pierwszorz dowa (izomer 1) czy drugorz dowa grupa acetylowa (izomer 2)
(rys. 2).

Post p reakcji hydrolizy ledzono za pomoc chromatografii gazowej. Oznaczano
jedynie wzgl dn zawarto dioctanu i monooctanéw, ktdre w przeciwie stwie do
stosunkowo dobrze rozpuszczalnego w wodzie heksano-1,2-diolu, ulegay cakowitej
ekstrakcji  chloroformem. Przyk adowy chromatogram mieszaniny reakcyjnej
przedstawiono na rys. 3. Poszczegélne piki zidentyfikowano na podstawie ich widm
masowych.

Wyniki kolejnych préb przedstawiono w tab. 1.

O
I
CH3—C—OCH2C|:HCH2CH2CH2CH3
O—ﬁ—CHg,
@]
9
HOCHz(IZHCHZCHzCHZCHg + CH3—C—OCH2(.ITHCH2CH2CH2CH3
izomer1 O—C—CHjs OH  izomer2
isomer 1 g isomer 2

Rys. 2. Schemat hydrolizy dioctanu heksano-1,2-diolu.
Fig. 2. The scheme of hexane-1,2-diol diacetate hydrolysis.

We wszystkich przypadkach stwierdzono regioselektywny przebieg reakcji —
hydroliza pierwszorz dowej grupy acetylowej zachodzi a w przybli eniu oko o
dwukrotnie szybcigj. Prawid owo t zaobserwowano tak e w przypadku reakcji
prowadzongl w roztworze buforowym o pH = 7, przy czym stabilizacja pH w
niewielkim stopniu zwi kszaa zarowno wydagjno , jak i regioselektywno reakcji
hydrolizy. Taki wp yw pH na przebieg reakcji hydrolizy enzymatycznej jest zgodny z
0golnym mechanizmem dzia ania hydrolaz [4]. Nie stwierdzono natomiast istotnego
wp ywu rodzaju dro d y piekarskich ani na wydajno , ani na regioselektywno
reakcji. Zatem w dalszych etapach pracy celowe b dzie zastosowanie dro d y
liofilizowanych, ktore w przeciwie stwie do pozosta ych cechuje wi kszatrwao |, co
pozwalanaos ganie powtarzalnych i poréwnywalnych wynikéw.



DRO D E PIEKARSKIE JAKO BIOKATALIZATOR REAKCJI HYDROLIZY ESTROW

2,09
mv]

1.573

1,045

substrat
0523 substrate
0.013 / \
o izomer 2 izomer 1
isomer 2 isomer 1
AOEF—————— — —_— —————
10.01 1251 15.01 17,50

Rys. 3. Chromatogram mieszaniny poreakcyjnej 1apo 4 godz.

Fig. 3. GC profile of the reaction mixture la after 4 hours.
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Tabelal

izomerycznych monoacetyloheksanodioli w mieszaninie poreakcyjnej [%0].

The percentage of isomeric monoacetylhexanediols content in the reaction mixture.

Dro d eliofilizowane

la Liofilized baker’s yeast
Bez buforu Bufor pH 7
Czas reakcji [godz] Without buffer Buffer pH 7
Reaction time [h] Izomer 1 |zomer 2 Izomer 1 |zomer 2
Isomer 1 |somer 2 Isomer 1 |somer 2
0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
1 10,5 0,0 15,0 4,0
2 11,0 5,0 24,0 12,0
3 25,6 11,4 34,0 12,0
4 34,0 16,0 34,0 14,0
7 36,0 17,0 45,0 15,0
9 38,0 19,0 46,0 18,0
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cd. tab. 1
1b Dro d e prasowane
Fresh baker’s yeast
Bez buforu Bufor pH 7
Czas reskeji [godz] Without buffer Buffer pH 7
Reaction time [h] Izomer 1 Izomer 2 Izomer 1 Izomer 2
Isomer 1 |somer 2 Isomer 1 |somer 2
0,5 2,0 3,0 0,0 0,0
1 10,0 8,0 4,0 3,0
2 15,0 12,0 13,0 7,0
3 16,0 17,0 27,0 13,0
4 26,0 18,0 28,0 20,0
7 41,0 19,0 35,0 25,0
9 44,0 21,0 43,0 26,0
1c Szczep Saccharomyces cerevisiae 102
The breeding strain Saccharomyces cerevisiae 102
Bez buforu Bufor pH 7
Czas reskdji [godz] Without buffer Buffer pH 7
Reaction time [] lzomer 1 |zomer 2 lzomer 1 |zomer 2
Isomer 1 Isomer 2 Isomer 1 Isomer 2
0,5 3.0 5,0 0,0 0,0
1 7,0 8,0 6,0 8,0
2 13,0 14,0 12,0 12,0
3 22,0 18,0 24,0 17,0
4 24,0 20,0 31,0 17,0
7 42,0 21,0 50,0 30,0
9 45,0 23,0 50,0 30,0

Whnioski

1. Enzymy produkowane przez dro d e wykazuj regioselektywno w stosunku do
grup acetylowych o r6 ng rz dowo ci: estry alkoholi pierwszorz dowych s
hydrolizowane w przybli eniu dwukrotnie szybcigj ni  drugorz dowych.

2. Rodzg u ytych dro d y piekarskich nie ma znacz cego wp ywu na szybko
hydrolizy estru.

3. Uzyskane wyniki stanowi podstaw do podj cia bada nad wykorzystaniem
enzymow hydrolitycznych wydzidlanych przez dro d e w przemianach
acyloglicerali.
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BAKER'SYEAST ASBIOCATALYST OF ESTERSHYDROLYSIS
Summary

One of the methods of fats modifications is enzymatic interesterification, which uses lipalitic
enzymes. Taking their complex isolation process into account, these enzymes are quite expensive and
difficult to obtain. The employment of microorganisms, which release enzymes, may be the alternative
solution to this problem, for example baker’s yeast (Saccharomyces cerevisiae) could be possibly used.
Baker’'syeast are agreat source of various enzymes, which may catalyze many chemical reactions.

The objective of this study was to carry out initial investigations, aiming at employing baker’'syeast in
triacylglicerols modifications. As a model reaction a hydrolysis of hexane-1,2-diol diacetate (an ester
containing esters groups of different order) was chosen. The experiments were carried out in the presence
of liofilized and fresh baker's yeast as well as the breeding strain. The progress of the reactions was
monitored by gas chromatography. It was proved that hydrolases released by baker's yeast showed
positional specificity towards acetyl groups of different order — hydrolysis of primary group proceeded
twice as fast. It may create practical opportunities for utilizing baker's yeast in triacylglicerols
modifications. The variety of used yeast had not influenced on the speed of reaction.

Key words: baker’syeast, triacylglicerols, lipases, hydrolysis



