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ENZIMSKA SINTEZA MONOACILGLICEROLA

Monoacilgliceroli (MAG), zahvaljujuci svojoj amfipaticnoj strukturi, imaju veliki zna-
Caj i primenu kao emulgatori u prehrambenoj industriji. Koriste se i u kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji za pripremu emulzija ulje/voda (U/V) i za poboljsanje kon-
zistencije krema i losiona. Konvencionalni hemijski postupci hidrolize masti imaju
znacajnih nedostataka jer se odvijaju na visokim temperaturama i pritiscima uz ko-
riscenje neorganskih katalizatora. Pri ovako drasticnim procesnim uslovima, obrazuju
se proizvodi promenjene boje i neprijatne arome, koji se moraju naknadno precisca-
vati Sto poskupljuje proizvodnju. Enzimski postupci za dobijanje monoacilglicerola
imaju znacajnih prednosti, a to su pre svega blagi reakcioni uslovi, usmerenost reak-
cije kao i znatno manji troskovi za energiju. U ovom radu razmatrani su osnovni
nacini enzimskog dobijanja monoacilglicerola kao Sto su parcijalna hidroliza masti i
ulja poziciono specificnim lipazama, esterifikacija masnih kiselina i alkohola i glicero-
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Monoacilgliceroli (monogliceridi) jesu monoestri
alkohola glicerola i masnih kiselina. Zahvaljujuci svojoj
amfipati¢noj strukturi, odnosno, sadrzaju i lipofilnih
(ostaci masnih kiselina) i hidrofilnih (hidroksilne) gru-
pa, monoacilgliceroli su nejonske povrsinski aktivne
materije na ¢emu se zasniva njihova velika primena u
prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji. Javljaju se u dva
izomerna oblika u zavisnosti u kom poloZaju glicerolo-
vog lanca je vezana masna kiselina (o, [~ izomer).
S-Monoacilgliceroli su mnogo nestabilniji i lako izome-
rizuju u prisustvu kiselina u industrijski znacajnije o~
-izomere. Mono- i diacilgliceroli masnih kiselina su jed-
ni od najefikasnijih emulgatora u prehrambenoj indus-
triji (E 471) koji se dodaju radi stvaranja postojanih
emulzija Zeljenih svojstava. Veoma su delotvorni u stva-
ranju stabilne disperzije Sorteninga pri proizvodnji pe-
karskih testa, kolaca i1 preliva, hleba, masnih namaza,
sladoleda, mle¢nih dezerta, proizvoda od mesa i slicnih
proizvoda [1]. Imaju veliku primenu i u kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji za pripremu emulzija ulje/voda
(U/V) i za poboljsanje konzistencije krema i losiona.

Konvencionalno se proizvode hemijskim postup-
cima koji se odvijaju na visokim temperaturama (i do
250 °C) 1 pritiscima, uz kori$¢enje neorganskih katali-
zatora. Pri ovako drasti¢nim procesnim uslovima, nasta-
ju proizvodi promenjene boje i neprijatne arome, koji se
moraju naknadno preciscavati metodama molekulske
destilacije, $to dodatno poskupljuje njihovu proizvodnju
[2,3]. Sve veca primena monoacilglicerola i sve strozije
regulative o uslovima upotrebe aditiva u namirnicama
podstakli su intezivna istrazivanja enzimskih postupaka
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liza masti i ulja, sa posebnim osvrtom na prednosti i nedostatke svakog od njih.

proizvodnje, koji omoguéavaju dobijanje proizvoda bo-
ljeg kvaliteta, ustede energije i ouvanje zZivotne sredine
i prirodnih resursa.

Na osnovu pregleda velikog broja radova i patenata
u ovoj oblasti, moze se zaklju€iti da se lipaze, naroCito
mikrobne, ve¢ dugo ispituju kao potencijalni katalizatori
u proizvodnji ovih vaznih emulgatora [3,4]. Za ove pro-
cese su razvijeni razliciti sistemi i uredaji, neki od njih i
do nivoa komercijalne primene. Medutim, o primerima
masovnih komercijalnih proizvodnji monoacilglicerola
lipazama u potpuno kontrolisanim uslovima u svetu se
jos uvek ne moze govoriti, dok kod nas do sada nisu
realizovani ni eksperimentalni sistemi na nivou pilot po-
strojenja. Osnovni razlozi su mala aktivnost i stabilnost
lipaza u industrijskim uslovima, visina cene i neekono-
mican nacin njihove primene. Ovaj rad ima za cilj da
prodiskutuje razli¢ite nac¢ine enzimske proizvodnje mo-
noacilglicerola u velikom broju sistema sa lipazama, sa
osvrtom na prednosti i nedostatke svakog od njih.

HEMIJSKI POSTUPCI ZA DOBIJANJE
MONOACILGLICEROLA

Monoacilgliceroli se uglavnom komercijalno dobi-
jaju reakcijom transesterifikacije masti i glicerola, pri
c¢emu nastaje ravnotezna smeSa mono-, di- i triacilgli-
cerola, glicerola i masnih kiselina. Ova reakcija se srece
u literaturi pod nazivom gliceroliza i obi¢no se izvodi
kao preliminarni proces kod pripremanja alkidnih smola
u istim reaktorima koji se koriste za dalju reakciju sa
smolama [2]. Za potrebe prehrambene industrije, mono-
acilgliceroli se pripremaju pazljivije u specijalnim reak-
torima od nerdajuceg celika, aluminijuma ili nikla, koji
su snabdeveni mehanickom mesalicom i opremom za
snizen pritisak. U mast se dodaje 25-40% glicerola i
0,05-0,2% baznog katalizatora. Katalizator sa mastima
stvara sapune koji povecavaju rastvorljivost glicerola u
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masnoj fazi i na taj nacin ubrzavaju reakciju. Reakcija
se izvodi na visokoj temperaturi, od 160 do 180 °C. Hil-
di¢ (Hilditch) i Rig (Rigg) istakli su da je stepen konver-
zije reakcije ograni¢en zbog nemesanja glicerida i slo-
bodnog glicerola [5]. Koli¢ina glicerola koja moze biti
iskori$¢ena zavisi od temperature i krece se od 22,5% u
odnosu na mast na 200 °C do 40% na 250 °C [2]. Do-
datkom hemijskih katalizatora moze se postici velika br-
zina reakcije na viS§im temperaturama, ali to ima druge
nezeljene efekte. Naime, usled neselektivnosti hemij-
skih katalizatora, stvaraju se brojni sporedni proizvodi,
pa su zahtevi za prec¢is¢avanjem finalnog proizvoda ve-
liki [6,7]. Pri tome su prosecni prinosi monoacilglice-
rola relativno mali. Tako, reakciona smeSa posle 1 h re-
akcije na 200-250 °C, sadrzi 35-60% monoacilglicerola,
35-50% diacilglicerola, 1-20% triacilglicerola, 1-10%
glicerola i 1-10% masnih kiselina i njihovih soli [8].
Teorijski prinos monoacilglicerola koji iznosi 70% ne
moze se ostvariti ni na temperaturi od 250 °C jer dolazi
do polimerizacije i stvaranja neZeljenih kondezacionih
proizvoda koji sadrze vezani glicerol. Osim toga, ovakvi

Uljef
Masna kiselina Glicerol Terc-butanal

hemijski procesi nisu pogodni za sintezu termolabilnih
monoacilglicerola koji sadrze polinezasi¢ene masne ki-
seline [9]. Ovi monoacilgliceroli se zahvaljujuci velikim
nutritivnim vrednostima sve vise koriste u prehrambenoj
i farmaceutskoj industriji, pa stoga njihova sinteza ima
veliki komercijalni znacaj [6,7,10]. Proizvodi, koji sadr-
ze oko 50% monoacilglicerola, moraju da se precisca-
vaju molekulskom destilacijom $to znacajno povecava
proizvodne troskove i pri tome se dobijaju destilati sa
90-97% monoacilglicerola.

U velikom broju patenata opisan je niz metoda za
dobijanje jestivih monoacilglicerola, ukljuujuci patente
Edelera (Edeler) i Kristensena (Christensen), po kojima
se reakcija izmedu masti i glicerola odvija i bez prisus-
tva katalizatora, ali ¢e brzina reakcije biti dovoljno ve-
lika tek na vrlo visokom temperaturama (170-205 °C)
[11,12]. Neki istrazivaci su probali da povecaju pro-
cenat iskori§c¢enja glicerola tako §to se reakcija odvija u
rastvaracu visoke temperature kljucanja u kome su i gli-
cerol i gliceridi rastvorljivi. Hildi¢ i Rig preporucuju
fenol ili krezol [5]. Na slici 1 prikazana je patentirana
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Slika 1. Sematski prikaz odabranog postupka hemijske sinteze monoacilglicerola.
Figure 1. Schematic presentation of a selected chemical process for monoacylglycerols production.
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Sema postupka za izvodenje hemijske glicerolize u pri-
sustvu terc-butanola kao rastvaraca [13]. Medutim, jo$
uvek nije nadeno dovoljno dobro resenje koje bi pove-
¢alo efikasnost hemijskog postupka. Zbog velikih ener-
getskih troskova, loSeg kvaliteta dobijenog proizvoda,
odvijanja sporednih reakcija i brojnih drugih nedosta-
taka sve viSe se ispituju enzimski postupci proizvodnje
monoacilglicerola.

ENZIMSKI POSTUPCI ZA DOBIJANJE
MONOACILGLICEROLA

Enzimski postupci imaju znacajnih prednosti u od-
nosu na hemijske. To su pre svega usmerenost reakcije,
mogucénost koriS¢enja znatno nizih temperatura i dobi-
janje proizvoda boljeg kvaliteta i u veéem prinosu. Od-
vijanje procesa na nizim temperaturama dodatno omo-
gucava sintezu termolabilnih monoacilglicerola. Sinteza
monoacilglicerola pomoc¢u lipaza se moze ostvariti na
tri naCina: a) hidrolizom masti i ulja [14], b) esterifika-
cijom masnih kiselina i glicerola [15] i ¢) transesterifi-
kacijom masti i ulja glicerolom (gliceroliza) [16,17].
Navedene reakcije su Sematski prikazane na slici 2. Gli-
ceroliza je naroCito atraktivna jer se u reakciji koristi
glicerol koji je nusprodukt drugih grana industrije, kao
$to je sinteza biodizela [18].

OR
+ 2 HO
RO OR
Mast/Ulje
OH O
P
* R o~
HO OoH
Glicerol Masna Kiselina
OR OH
+ 2
RO OR OH OH
Mast/Ulje Glicerol

a)

b)

©)

Hidroliza

Pored nekih prednosti dobijanja MAG enzimskom
hidrolizom triacilglicerola, kao §to je moguénost koris-
¢enja prirodnih, obnovljivih sirovina (masti i ulja), os-
novni nedostatak ovog nacina proizvodnje su mali pri-
nosi proizvoda i sloZenija kontrola i regulacija procesa
zbog moguénosti potpune hidrolize nastalih MAG do
masnih kiselina i glicerola [19]. Dobijanje monoacilgli-
cerola hidrolizom masti i ulja se, ocito, najefikasnije iz-
vodi primenom 1,3-sn-specifi¢nih lipaza (slika 2a). Me-
dutim, ¢ak i primenom poziciono specifi¢nih lipaza mo-
ze do¢i do potpune hidrolize triacilglicerola zbog pre-
mestanja acilnih ostataka iz 2-polozaja u 1- ili 3-polozaj
u toku reakcije.

Enzimska hidroliza masti/ulja ispitana je sa razli-
¢itim uljima i lipazama razli¢itog porekla u nekoliko
razli¢itih reakcionih sistema kao $to su dvofazni sistemi
voda/ulje bez organskog rastvaraca, dvofazni sistemi
voda-rastvor supstrata u organskom rastvarac¢u, homo-
geni sistemi mikroemulzija i reverznih micela kao i
membranski sistemi. Najvece brzine reakcija su postig-
nute u sistemima reverznih micela i membranskim sis-
temima jer oni imaju znacajno veéu grani¢nu povrsinu u
odnosu na druge sisteme [14,20].

Dokumentovan je veliki broj radova o hidrolizi ma-
sti i ulja pomoéu lipaza. Tsai (Tsai) i Cang (Chang) su

OR
1,3-sn-spec. lipaza
2 R-COOH
HO OH
2-MAG
OH(R)
lipaza
——

HO ORH)

12)-MAG

OH(R)

lipaza
Ho OR(H)
12)-MAG

Slika 2. Tipovi reakcija katalizovanih lipazama od znacaja za dobijanje monoacilglicerola; a) hidroliza triglicerida, b) esterifikacija

masih kiselina i glicerola i ¢) gliceroliza triglicerida.

Figure 2. Lipase-catalyzed methods for the synthesis of monoacylglycerols; a) hydrolysis, b) esterification of fatty acids with glycerol

and c) glycerolysis.
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ispitivali kinetiku hidrolize maslinovog ulja u dvofaz-
nom sistemu, dok su Kor (Khor) i saradnici ispitivali
hidrolizu palminog ulja u prisustvu n-heksana [21,22].
U velikom broju ispitivanja kao supstrati su se koristila
ulja dobijena iz semena uljarica [23,24]. Flenker (Flen-
ker) i Spener (Spener) ricinusovo ulje su hidrolizovali
koriste¢i 1,3-sn-specificnu lipazu iz Rhizopus arrhizus
[25]. Utvrdeno je da pH ima znacajan uticaj na brzinu
reakcije 1 prinos MAG i da je optimalni pH 7,5 pri ¢emu
je ostvaren prinos od 23% MAG (pretezno monorici-
nolein) 1 66% ricinooleinske kiseline nakon 3 h reakcije.
Prinos MAG se mogao povecati do 65% kada se izvrsi
talozenje kiseline dodatkom soli usled pomeranja ravno-
teze reakcije u pravcu nastajanja proizvoda.

MAG se mogu efikasno dobijati i u dvofaznom
sistemu koji sadrzi model triglicerid (Cg.g—C4,), n-hek-
san, alifaticni alkohol (na primer 2-butanol) i vodeni
rastvor pufera i 1,3-sn-specific¢ne lipaze [26]. Navedeni
dvofazni sistem voda/organski rastvara¢ omogucava
biokatalizu lipofilnih supstrata jer obezbeduje i polarnu
fazu za rastvaranje enzima i nepolarnu fazu za rastva-
ranje supstrata. Medutim, kako se lipaze aktivne na gra-
nici faza, brzina reakcije je mala u ovim sistemima us-
led relativno male grani¢ne povrsine. lako se pomera-
njem ravnoteze reakcije ne utice na brzinu reakcije i
performanse ovih sistema, veéi prinosi MAG se mogu
postici ako se vrsi esterifikacija obrazovanih masnih ki-
selina alifatiénim alkoholom u drugom stepenu reakcije.
Prinosi MAG dobijenih na ovaj nacin iznosili su oko
70%. Ovaj nacin sinteze je narocito podesan za trigli-
ceride koji sadrze ostatke masnih kiselina ¢ija duzina
lanca iznosi od C 8:0 do C 14:0 [26].

Enzimska hidroliza ulja za dobijanje MAG inten-
zivno se proucavala i u sistemima mikroemulzija i re-
verznih micela. Mikroemulzije su homogene, visoko
transparentne tecne faze koje se sastoje od vodene faze,
masne faze i emulgatora (povrSinski aktivne materije).
Mikroemulzije se uspesno koriste kao reakcioni medi-
jum za odvijanje lipolitickih reakcija: eliminise se pro-
blem nerastvorljivosti lipida, lipaza je dosta stabilna u
mikroemulziji i moze se izdvojiti i ponovo koristiti, me-
dufazna povrsina je dovoljno razvijena i sadrzaj vode se
moze menjati u Sirokom intervalu zahvaljujuci ¢emu se
moze uticati na enzimsku aktivnost [27]. Holmberg
(Holmberg) i Osterberg (Osterberg) ispitivali su uslove
za dobijanje MAG enzimskom hidrolizom masti u sis-
temu mikroemulzija na bazi bis(2-etilheksil)natrijum-
-sulfosukcinata (AOT) u izooktanu [14]. lako je pri
optimalnim uslovima (1,3-sn-specifi¢na lipaza iz R. ar-
rhizus, molarni odnos pufera i PAM 1:12, pH 7,5, 35 °C,
3 h) ostvaren visok molski prinos monoacilglicerola
(80%), za proizvodnju hrane i lekova mikroemulzije n-
-heksana i fosfolipida imaju veci znacaj zbog velike tok-
sinosti izooktana i AOT-a [28].

378

Specifi¢nost lipaze je od presudnog znacaja za do-
bijanje monoacilglicerola primenom reakcije hidrolize.
Kako je potrebno da se odigra parcijalna hidroliza mas-
ti/ulja do monoacilglicerola, o¢ekivano je da su 1,3-sn-
-specificne lipaze (Mucor miehei, Mucor javanicus,
Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar,
Pseudomonas fragi, itd.) efikasniji biokatalizatori. Me-
du najaktivnijim se pokazala lipaza iz R. arrhizus za ko-
ju je utvrdeno da je gotovo striktno poziciono specificna
u nepolarnim organskim rastvarac¢ima u kojima je brzina
premestanja acil grupa iz 2- u 1- i 3-polozaj veoma
spora [29]. Medutim, lipaze mogu pokazivati i druge
vrste specificnosti kao Sto je prema duzini i strukturi
masnih kiselina (acil ostaci) i prema vrsti estra na koje
deluju (tri-, di- ili monoacilgliceroli). Grupa autora je
ispitivala kataliticko dejstvo nekoliko mikrobnih lipaza
iz razli¢itih izvora u model reakciji hidrolize palmine
masti u sistemu reverznih micela. Dobijeni su intere-
santni rezultati koji su pokazali da se najveci prinosi
monoacilglicerola u datom sistemu mogu postici sa lipa-
zom iz R. miehei 1 sirovom lipazom iz Penicillium cyc-
lopium [28,30,31]. Lipaza iz Candida rugosa je zbog
pozicione nespecifi¢nosti i velikog afiniteta prema tri-
gliceridima palminog ulja najefikasnije katalizovala pot-
punu hidrolizu do masnih kiselina i glicerola, ali su mo-
noacilgliceroli obrazovani u tragovima [19,32-34]. Ve-
liki uticaj na brzinu hidroliticke reakcije i na prinos mo-
noacilglicerola u mikroemulzijama i micelarnim rastvo-
rima imali su vrsta organskog rastvaraca i surfaktanta.
Utvrdeno je da se dobijaju veci prinosi u mikroemul-
zijama organskih rastvaraca vece hidrofobnosti i pri do-
datku nejonskih povrSinski aktivnih materija (PAM)
[14,28]. Jonske PAM, naroCito katjonske, inaktiviraju
enzim i pri malim koncentracijama, dok nejonske cak
doprinose stabilnosti i aktivnosti enzima. Rastvaranjem
enzima u mikroemulzijama izooktana pri dodatku leci-
tina kao emulgatora ne menjaju se osobine lipaze u od-
nosu na vodene rastvore (pH profil, temperaturni profil
aktivnosti) 1 u ovom sistemu je moguce posti¢i prinos
monoacilglicerola od 62% pod optimalnim uslovima [28].

Savremena istrazivanja su usmerena ka ispitivanju
enzimske hidrolize masti/ulja u dvofaznim membran-
skim sistemima. Imobilizacija lipaza u porama membra-
ne, koja ujedno razdvaja faze, predstavlja efikasno rese-
nje za procese koji se sastoje iz polarne (vodene) faze u
kojoj je rastvoren jedan supstrat i enzim, i nepolarne
(uljane) faze, u kojoj je rastvoren drugi supstrat. U ovim
sistemima moze se ostvariti velika medufazna povrSina
bez upotrebe emulgatora i mesanja, omoguceno je odvi-
janje reakcije 1 separacije proizvoda u istoj jedinici, a
enzim imobilisan na membrani se moze Koristiti viSe
puta u $arznom ili kontinualnom postupku [20,35]. Naj-
vecu primenu u hidrolizi ulja imaju kapilarni moduli sa
membranama u obliku Supljih vlakana jer omogucavaju
najvecu kontaktnu povrsinu po jedinici zapremine mo-
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dula i zbog male debljine membrana. Najvazniji faktori
ovakvih sistema su pored parametara same reakcije,
operativni rezim rada reaktora: nacini proticanja reak-
cione smese kroz reaktor, naini imobilizacije i jacina
vezivanja enzima na membrani, protoci faza i drugo.
Knezevi¢ i saradnici su pokazali da u reakciji hidrolize
palminog ulja u membranskom reaktoru brzina reakcije
i prinos proizvoda u mnogome zavise od rezima proti-
canja uljane i vodene faze, koji se mora optimizovati za
svaki odreden reakcioni sistem. Ukoliko je protok uljane
faze, koja protice kroz Suplja hidrofilna vlakna sa strane
sa koje je imobilisana lipaza suvise mali, izrazena su
ograniCenja uslovljena prenosom mase, a ukoliko je su-
vise veliki, dolazi do desorpcije enzima sa membrane
[20]. Tan (Tan) i saradnici su projektovali novi mem-
branski reaktor sa polivinil-alkohol/hitozan kompozit-
nom membranom za izvodenje reakcije hidrolize palmi-
nog ulja do monoacilglicerola. U pocetnim ispitivanjima
optimizovali su postupak imobilizacije lipaze na kom-
pozitnu membranu (uticaj pH, koncentracije enzima,
metalnog jona i umrezavajuceg agensa) pri ¢emu su do-
bili aktivnu membranu standardne hidroliticke aktiv-
nosti 2,64 IU/cm”. Imobilisani membranski sistem se
pokazao kao efikasan i stabilan i u realnom sistemu za
hidrolizu palminog ulja i utvrdeno je da se sistem moze
koristiti za izvodenje najmanje devet uzastopnih Sarzi sa
prinosima monoacilglicerola od 35-52% [37].

Esterifikacija

Sinteza monoacilglicerola reakcijom esterifikacije
masnih kiselina i glicerola omogucena je izolovanjem i
konstrukcijom lipaza koje pokazuju veliku stabilnost u
sistemima sa redukovanim sadrZzajem vode. Naime, ka-
ko se supstrati i u ovom slu¢aju ne mesaju, formira se
dvofazni sistem u kome se reakcija odvija na granici
faza. Na osnovu pregleda literature moze se zakljuditi
da su za ove reakcije uglavnom koris¢ena cCetiri tipa re-
akcionih sistema na laboratorijskom nivou i to: 1) skoro
anhidrovani organski rastvara¢ koji rastvara oba sups-
trata, 2) dvofazni sistem bez rastvaraca, 3) sistem mik-
roemulzija i reverznih micela i 4) dvofazni membranski
reaktor.

U prvom slucaju bira se organski rastvara¢ koji
dobro rastvara i glicerol i masnu kiselinu, tako da se do-
bija monofazni (homogeni) sistem. To su naj¢esce ace-
ton, n-heksan, metilizobutil-keton i drugi. Pokazano je
da aktivnost lipaza u ovim sistemima znacajno zavisi od
polarnosti rastvaraca, ali i od prirode samog enzima. Bel
(Bell) i saradnici su objavili visoku kataliticku aktivnost
lipaze iz R. arrhizus u sintezi monoacilglicerola u ace-
tonu [38], dok su Miler (Miller) i saradnici pokazali da
je lipaza iz M. miehei prakticno neaktivna u acetonu za
istu reakciju [39]. Kako priroda samih supstrata (vrsta
masne kiseline), moze znac¢ajno da uti¢e na brzinu reak-
cije 1 da maskira uticaj samog biokatalizatora, obi¢no su
se reakcije vrsile na model sistemu — sintezi monooleil-

glicerola (MOG). Na datom model sistemu, utvrdeno je
da lipaza G iz Penicillium sp. pokazuje znacajno vecu
specificnost i aktivnost pri sintezi MOG od komerci-
jalne lipaze Lipozyme IM, kada su se obrazovali di- i
trioleoilgliceroli kao glavni proizvodi [40].

Od znacaja je naglasiti da u slucaju anhidrovanih
organskih rastvaraca kao reakcionih medijuma za odvi-
janje sinteze monoacilglicerola, struktura i polarnost or-
ganskog rastvaraca predstavlja jedan od presudnih para-
metara procesa. Pastor (Pastor) [41] i Otero (Otero) sa
saradnicima [42] na model sistemu ispitivali su uticaj
polarnosti organskog rastvaraca na brzinu sinteze MOG
katalizovane lipazom iz C. antarctica i utvrdili da se u
n-heptanu ne mogu dobiti prinosi MOG veéi od 7,2%,
dok se u acetonu postize prinos od 68% ve¢ posle 2 h.
Iako nije postajala jasna zavisnost izmedu brzine reak-
cije i kvantitativne mere polarnosti rastvaraca (tzv. log P),
jasno je da je biokatalizator bio aktivniji i selektivniji
prema sintezi do monoacilglicerola u polarnijim organs-
kim rastvara¢ima, kao $to je acetonitril. U nekim sluca-
jevima istovremeno je koris¢eno vise organskih rastva-
ra¢a. Monteiro i saradnici su izveli reakciju esterifika-
cije laurinske kiseline i glicerola pomocu komercijalne
imobilisane 1,3-sn-specificne lipaze, Lipozyme IM, u
sistemu sa sme$om organskih rastvaraca n-heksan/terc-
-butanol. Prisustvo rastvaraca je dovelo do obrazovanja
monofaznog sistema i1 pri molarnom odnosu glice-
rol:masna kiselina 5:1, prinos je iznosio 65% [43].

Kao i u prethodnom slucaju dobijanja monoacil-
glicerola hidrolizom masti i ulja, sistemi mikroemulzija
i reverznih micela su jedni od najznacajnijih reakcionih
medijuma za izvodenje reakcije esterifikacije masnih ki-
selina i glicerola. Reverzne micele su vodene kapljice
nanometarskih dimenzija koje su obuhvacene slojem
povrsinski aktivne materije (PAM) i dispergovane u
organskom rastvaracu. Spontano se formiraju dodatkom
PAM u nepolarne organske rastvarace koji sadrze male
koli¢ine vode. To su homogeni sistemi koji su termodi-
namicki stabilni, visoko uredeni, opti¢ki Cisti i koji ne
mrznu ni na temperaturama ispod nule. Reverzne micele
imaju mnogo vecu granic¢ni povrsinu u odnosu na dvo-
fazni sistem voda—organski rastvara¢ ¢ime su postignute
vece aktivnosti lipaza [34]. Inkaspulacijom glicerola u
ove sisteme prevazilazi se problem slabe rastvorljivosti
glicerola u organskom rastvaracu jer se glicerol rastvara
u polarnom vodenom jezgru reverzne micele. Hajes
(Hayes) i Gulari (Gulari) prvi su uspeli da izvrSe reak-
ciju esterifikacije lipazom iz R. delemar, inkapsulira-
njem glicerola u reverzne micele i ostvarili prinos od
50-60% MAG [44]. Flecer (Fletcher) i saradnici su os-
tvarili veée prinose sa lipazom iz Chromobacterium vis-
cosum §to se objasnjava razli¢itim specifi¢nostima ispi-
tanih enzima kao i razli¢itoj lokaciji enzima unutar mi-
cele [45]. Tako, veliki broj lipaza, kao npr. lipaza iz R.
delemar, ima viSe izrazen hidrofilan karakter usled cega
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su viSe u kontaktu sa vodenim jezgrom micele (model a
na slici 3). Lipaza iz Candida rugosa je u interakciji sa
zidom micele, jer u njen sastav ulaze aminokiseline sa
ve¢im udelom hidrofobnog karaktera (model b), dok su
izrazito hidrofobne lipaze veoma retke (model c). Ove
razlike u ponasSanju razlicitih lipaza u sistemima rever-
snih micela potvrduju neka istrazivanja, koja su se od-
nosila na ispitivanje esterifikacije laurinske kiseline i
glicerola koriste¢i lipazu iz Pseudomonas cepacia u re-
versnim micelama na bazi AOT-a [46]. Pokazano je i da
stabilnost sistema varira u zavisnosti od porekla bioka-
talizatora. Tako je lipaza iz C. viscosum pokazala veliku
stabilnost u AOT reverznim micelama, dok je u istom
sistemu R. delemar imala malu stabilnost [44,45].
Primenom dvofaznih membranskih reaktora preva-
zilaze se nedostaci izvodenja lipoliti¢kih reakcija u mik-
roemulzijama kao $to su primena emulgatora i potreba
za intenzivnim me$anjem i nemogucnost reciklacije bio-
katalizatora. Njihova primena doprinosi ukupnim tehno-
loskim performansama i ekonomiji procesa jer se omo-
gucava visekratna upotreba enzima u $arznim procesima
ili kontinualno izvodenje reakcije. Medutim, razvoj efi-
kasnog imobilisanog membranskog sistema za sintezu
monoacilglicerola je slozen problem jer dolazi do spira-
nja enzima sa membrane i difuzionih otpora prenosu
supstrata i proizvoda reakcije do/ili od membrane sa
imobilisanim enzimom. Hok (Hoq) i saradnici su pro-
jektovali hidrofobni membranski sistem sa ravnim
membranama od polipropilena, pri ¢emu je lipaza bila
imobilisana sa strane preko koje proti¢e polarna vo-
da/glicerol faza [47]. U datom sistemu, ostvaren je pri-
nos monoacilglicerola od oko 90%, tako §to je imobili-
sana velika koli¢ina lipaze u obliku aktivnog monomo-
lekulskog sloja na membrani, kao i odrzavan nizak sa-
drzaj vode (3—4%) u polarnoj fazi. Generalno, prednost
hidrofobnih membrana je u tome $to je moguce imobi-
lisati velike kolicine lipaze obi¢nom adsorpcijom zbog
velikog afiniteta lipaza prema hidrofobnoj povrsini. Ko-
licina imobilisane lipaze je zavisila od vrste lipaze,

strukture i sastava membrane kao i uslova odvijanja ad-
sorpcije i kretala se od 0,14 do 3,40 g m* membrane
[48]. Nedostatak ovih sistema je velika desorpcija lipaze
u toku rada reaktora jer se enzim lako desorbuje u kon-
taktu sa polarnom fazom.

Pat (Padt) i saradnici su medu prvima imobilisali
lipazu iz C. rugosa na hidrofilnu membranu od regene-
risane celuloze u obliku Supljih vlakana s ciljem izvo-
denja reakcije esterifikacije kaprinske kiseline i glice-
rola i postigli zadovoljavajuce prinose primenom malih
koli¢ina imobilisanog enzima [49]. Na slici 4 Sematski
je prikazan mehanizam odvijanja reakcije esterifikacije
visih masnih kiselina i glicerola lipazom imobilisanom
na hidrofilnim vlaknima. Velika prednost hidrofilnih
membranskih reaktora u odnosu na hidrofobne je veca
stabilnost sistema zbog smanjene desorpcije enzima sa
membrane. Naime, enzim je imobilisan sa strane preko
koje proti¢e nepolarna faza. Jo$ jedna prednost hidro-
filnih membrana je veca postojanost na visoke pritiske
(grani¢ni transmembranski pritisak >10° N m?) tako da
teze dolazi do prodora jedne faze u drugu i njihovog
mesanja. Nedostatak membranskih procesa sa hidrofil-
nim membranama je mala koli¢ina imobilisanog enzima
i to §to se enzim nanosi na membranu mehanic¢ki pod
pritiskom, najéesce ultrafiltracijom.

Reakcija esterifikacije masnih kiselina i glicerola je
povratna reakcija hidrolize. Zbog toga je vazno da us-
lovi reakcije budu podeseni tako da enzimi vrse reakciju
sinteze, pre nego reakciju hidrolize, odnosno neophodno
je odrzati mali sadrzaj vode i nisku aktivnost vode u
sistemu [50,51]. Takode, problem u ovoj reakciji je i
slaba rastvorljivost glicerola u organskom rastvaracu. U
tabeli 1 dat je pregled razli¢itih metoda za dobijanje vi-
sokog prinosa monoglicerida i spre¢avanje reakcije hid-
rolize, kao $to su dodavanje molekulskih sita ili odigra-
vanje reakcije pod snizenim pritiskom [39,52,53].

Jamaguci i Mase (Yamaguchi i Mase) [52] ostvarili
su velike prinose monoacilglicerola kori§¢enjem lipaze
iz Penicillium camemberti u prisustvu molekulskih sita

Slika 3. Sematski prikaz molekula lipaze u reversnoj miceli; a) hidrofilna lipaza, b) povrSinski aktivna lipaza i ¢) hidrofobna lipaza.
Figure 3. Schematic presentation of a lipase molecule in reverse micelle; a) hydrophylic lipase, b) surface active lipase and

¢) hydrophobic lipase.
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Nepolarna faza
(vi$a masna kiselina
u organskom rastvaracu)

Polarna faza
(glicerol)

Slika 4. Sematski prikaz odigravanja reakcije esterifikacije visih masnih kiselina glicerolom sa lipazom imobilisanom na hidrofilnim

Supljim vlaknima u membranskom reaktoru.

Figure 4. Schematic presentation of the esterification of fatty acids with glycerols by using an lipase immobilized onto hydrophylic

hollow fibers in a membrane reactor.

Tabela 1. Metode sinteze monoacilglicerola u reakcijama esterifikacije
Table 1. The methods of monoacylglycerols synthesis in the esterification reaction

Metoda Princip Literatura
Dodavanje molekulskih sita Uklanjanje vode [52]
Snizen pritisak Uklanjanje vode [39]
Adsorpcija glicerola na ¢vrste nosace Pomeranje ravnoteze, povecana selektivost [55]
Adsorpcija monoacilglicerola na kolone Pomeranje ravnoteze, povecana selektivost [53]
Dodatak rastvaraca n-heksan/terc-butanol Povecana rastvorljivost glicerola [43]

koji imaju funkciju da uklanjaju vodu iz sistema. Pod
optimalnim uslovima i pri stepenu konverzije od 90%,
vise od 70% nastalog proizvoda su monoacilgliceroli.
Takode je uoceno da dodatak molekulskih sita favori-
zuje i prevodenje diglicerida u monogliceride. Problem
male rastvorljivosti glicerola u nepolarnim organskim
rastvaracima je resen prethodnom adsorpcijom glicerola
na cvrste nosace (silika gel, celit) [3,54]. Reakcioni sis-
tem se sastoji iz glicerola, u obliku suvog praha, koji je
suspendovan u organskom rastvaracu (terc-butilmetil-
etar, dietiletar-heksan), acil-donora i 1,3-sn-specifi¢ne
lipaze (R. delemar, R. miehei i C. viscosum). Nakon za-
vrSene reakcije, enzim i ¢vrsti nosa¢ se uklanjaju filtra-
cijom dok produkti esterifikacije ostaju u rastvoru. Pod
optimalnim uslovima, stepen konverzije iznosi 70% [55].
Da bi se sprecilo naknadno acilovanje, koje moze da se
desi u reakciji esterifikacije sa Cistim glicerolom, neko-
liko autora je koristila modifikovani glicerol. Ovaj nacin
sinteze je pogodan i za dobijanje monoglicerida speci-
ficne strukture. Reakcija se izvodi tako $to su dve od tri
hidroksilne grupe u molekulu glicerola blokirane. Na-
kon esterifikacije, blokirne grupe se uklanjaju pri ¢emu
se dobija ¢isti monoacilglicerol [56-58]. Za uklanjanje

blokirane grupe kori$éene su razlicite metode, od blagih
reakcija hidrolize sa bornom kiselinom u 2-metoksieta-
nolu ili jodom u metanolu, do reakcija sa koncentrova-
nom hlorovodoni¢nom kiselinom [56,57]. Maksimalna
konverzija oleinske kiseline esterifikacijom sa 1,2-O-
rac-isopropildien-sn-glicerolom, ostvarena je u sistemu
sa n-heptanom i n-dodekanom. U ovoj rekaciji, gde je
katalizator Pseudomonas cepacia, ostvaren je prinos od
84% [59].

U literaturi postoje razli¢iti podaci o raznovrsnosti
lipaza koje se koriste kao katalizatori u reakciji este-
rifikacije. Utvrdeno je da lipaze iz Aspergillus niger ili
Rhizopus delemar esterifikuju oleinsku kiselinu iskljuci-
vo na sn-1 ili sn-3 poziciji glicerola, dok lipaze iz Geo-
trichum candidum 1 Penicillum cyclopium esterifikuju
samo vise masne kiseline pri ¢emu se esterifikovanje vr-
§$i nasumicno [60]. Ispitan je i uticaj duzine lanca mas-
nih kiselina na reakciju esterifikacije. Ve¢i prinos mo-
noglicerida je ostvaren sa masnim kiselinama kraceg
lanca u reakciji sa polarnim rastvaracem, dok je veéi
pronos di- i tri- glicerida ostvaren sa masnim kiselinama
duzeg lanca u reakciji sa nepolarnim organskim rastva-
racima [61].
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Metode za dobijanje monoglicerida esterifikacijom
su opisane u brojnim patentima [62,63]. Navedeni i
ostali postupci esterifikacije, imaju nedostatak Sto se
kao polazne sirovine koriste masne kiseline i glicerol
koji predstavljaju skupe supstance. Sroder i Oba (Shro-
der 1 Oba) patentirali su kontinualni postupak sinteze
monoglicerida, gde se iz sistema kontinulano izvodi deo
reakcione smese, koja se zatim hladi, uklanja se istalo-
zeni monoglicerid, a preostali rastvor se koji sadrzi ne-
proreagovale masne kiseline i malu koli¢inu di- i trigli-
cerida kontinualno vraca u reakcioni sistem (slika 5)
[64]. Omer i saradnici [58] ostvarili su visoke prinose
monoacilglicerola reakcijom esterifikacije isopropildien
glicerola i masnih kiselina, ali je i ovaj postupak oce-
njen kao skup jer zahteva dva hemijska postupka: kon-
denzaciju i hidrolizu.

Gliceroliza

Reakcijom enzimske glicerolize triacilglicerola, teo-
retski je moguce ostvariti veliki prinos monoacilglice-
rola. Objavljeno je puno radova o glicerolizi monoacil-
glicerola pomocu lipaza i to u sistemu sa [6,10,65] ili
bez organskog rastvaraca [66—68], sa imobilisanim ili
slobodnim enzimom [69-71], kao i u sistemu sa natkri-
tiénim fluidom [72-74]. U tabeli 2 dat je pregled uslova
reakcije glicerolize sa lipazama razli¢itog porekla. En-
zimski katalizovana gliceroliza postaje sve atraktivnija
za sintezu monoglicerida, zbog znatno blazih reakcionih
uslova, nize temperature i boljeg finalnog proizvoda u
poredenju sa hemijskom. Medutim, velika mana enzim-
ske glicerolize je Sto se reakcioni sistem sastoji iz tri
faze: hidrofobne uljane faze, hidrofilne faze glicerola i
Cvrste faze enzima. Kako enzimi imaju hidrofilni karak-
ter, glicerol se vezuje za Cestice enzima i otezava pristup
molekulu ulja, §to za posledicu ima nizak prinos mono-
glicerida [6]. Zbog toga je u u slucaju odvijanja glice-
rolize neophodno uvesti organske rastvarace u reakcioni
sistem kako bi se povecala slaba rastvorljivost hidro-
fobnih jedinjenja. Ipak, upotreba organskih rastvaraca

Neproreagovale

moze da dovede do nezeljenih promena na molekulu en-
zima §to zavisi, kako od upotrebljenog rastvaraca, tako i
od koris¢enog enzima. Kevtong i Kitikun (Kaewthong i
H-Kittikun) koristili su smeSu aceton/izooktan (3:1) za
glicerolizu palminog ulja [10]. Druga grupa istrazivaca
je koristila aceton kao organski rastvarac¢ za alkoholiozu
ribljeg ulja pomocu lipaze PS-C [75], dok su Pavongrat
(Pawongrat) i saradnici kao najbolji rastvarac izdvojili
terc-butil-metil-etar [9]. Damstrup (Damstrup) i sarad-
nici su ispitivali uticaj niza rastvaraa na glicerolizu
suncokretovog ulja pomocu lipaze Novozym 435 [6].
Kao parametar uticaja rastvaraca su koristili log P,
logaritamski koeficijent raspodele datog organskog ras-
tvaraa u dvofaznom sistemu n-oktanol/voda. Visoke
vrednosti log P karakteriSu nepolarna jedinjenja, dok
niske ili negativne vrednosti ukazuju na izrazito polarna
jedinjenja. Ispitivanja su pokazala da su sa hidrofilnim
rastvaracima (kao $to su izopropanol i etanol, sa log P
vrednostima 0,05 i —0,30) ostvareni veci prinosi mono-
acilglicerola, nego sa hidrofobnim rastvaracima (n-hep-
tan, n-heksan, izooktan; log P vrednosti 4,5; 4,0; 5,15,
redom). Ipak, najbolji prinosi su ostvareni kada su se
kao rastvaraCi koristili terc-butanol i ferc-pentanol. I
druga ispitivanja su dala sli¢ne rezultate [7,76]. Utvr-
deno je da ne samo polarnost, nego i funkcionalna grupa
rastvaraca ima veliku ulogu u reakciji glicerolize. Opti-
malno je da rastvara¢ ima i hidrofilne i hidrofobne ka-
rakteristike kako bi kao rastvara¢ bio pogodan i za ulje i
za glicerol.

Pokazano je da se odli¢ni rezultati u reakciji glice-
rolize masti i ulja mogu posti¢i primenom odredenog
temperaturnog rezima koji se zasniva na postepenom
snizavanju temperature reakcione smese i njenim prevo-
denjem u Cvrsto stanje (eng. solid-phase glycerolysis)
[77]. Pocetni dvofazni sistem koji se sastoji iz faze ulja i
faze glicerola u kojoj je suspendovan enzim zagreje se
na odredenu temperaturu (25-50 °C) i odrzava na toj
temperaturi samo nekoliko pocetnih Casova reakcije, a
zatim se ohladi na temperaturu ispod kriti¢éne vrednosti
koja je karakteristicna za odredenu masti/ili ulje. Na

masne kiseline,
di-, tri-gliceridi

R
{ Hladenje ) Monogliceridi

Glicerol, lipaza

Masne kiseline, nepolarni rastvarac

Slika 5. Sema kontinualnog enzimskog postupka sinteze monoacilglicerola.
Figure 5. Schematic presentation of a continuous enzymatic process for monoacylglycerols production.
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Tabela 2. Pregled uslova reakcije glicerolize sa lipazama razlicitog porekla
Table 2. Review of reaction conditions for lipase-catalyzed glycerolysis

Lipaza Substrat Rastvarac Literatura

Candida antarctica Suncokretovo ulje terc-butanol, terc-pentanol, [6]
aceton, heksan, izooktan,

Pseudomonas fluorescens Tuna ulje terc-butil-metil-etar [9]

Pseudomonas fluorescens Maslinovo ulje, palmino ulje Ne [65]

Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens, Candida Triolein Ne [3]

rugosa, Rhizopus delemar, Mucor javanicus, Rhizopus

oryzae, Chromobacterium viscosum

Pseudomonas sp., Chromobacterium viscosum, Maslinovo ulje Ne [78]

Pseudomonas pseudoalkali

Rhizopus arrhizus 1,3-palmitin-2-olein Ne [69]

Candida antarctica Maslinovo ulje Ne [72]

Pseudomonas sp. Triolein Aceton/izooktan [9,81]

Candida antarctica, Mucor miehei Maslinovo ulje Ne [66]

Candida antarctica Suncokretovo ulje terc-pentanol [74]

Pseudomonas cepacia Buterno ulje Ne [64]

Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar, Porcine Palmino ulje Ne [16]

pancreas

Pseudomonas sp., Candida rugosa, Penicillium Palmino ulje, govedi loj Ne [79]

camembertii, Geotrichum candidum, Mucor miehei,

Humicola lanuginosa

Mucor miehei Ulje uljane repica izooktan [78]

Rhizopus delemar

Palmino ulje

n-heksan, n-oktan, izooktan [13]

Pseudomonas fluorescens, Chromobacterium Palmino ulje, kokosovo ulje, Ne [77]
viscosum, Mucor miehei kukuruzo ulje, ulje uljane repice
Chromobacterium viscosum, Pseudomonas cepacia, Triolein Ne [75]

Rhizopus delemar

kriticnoj temperaturi dolazi do oc¢vr$cavanja reakcione
smeSe 1 izdvajanja nastalih monoglicerida kristalizaci-
jom §to prouzrokuje pomeranje ravnoteze u pravcu nji-
hovog nastajanja. Na taj nacin, zahvaljuju¢i osobini da
nastali monogliceridi imaju viSu temperaturu topljenja
od pocetnih triglicerida, moguce je ostvariti visoke pri-
nose [78]. Tako je glicerolizom kukuruznog ulja pomo-
¢u lipaze iz Pseudomonas fluorescens u diskontinual-
nom sistemu, postignut prinos od 20,4% [79]. Povecanje
prinosa je postignuto na taj nacin Sto je reakcija prvo
izvodena u te¢nom emulzionom sistenu, zatim hladena
do oc¢vrsc¢avanja smese i kristalizacije nastalih monogli-
cerida, pri ¢emu je ostvaren prinos iznosio 70-99%.
Najvazniji parametar ovog procesa je reakciona tempe-
ratura, odnosno ,.kriticna temperatura“ koja ostro raz-
dvaja oblast visokog prinosa od oblasti niskog prinosa
monoacilglicerola. Vrednost kriti¢ne temperature, 7, za-
visi od vrste triglicerida. Za masti sa visokom tempera-
turom topljenja 7, iznosi 35-45 °C, dok za ulja vrednost
T, je izmedu 5-10 °C [78,80]. Rosu (Rosu) i saradnici
su izveli glicerolizu maslinovog ulja pomoc¢u imobili-
sane lipaze iz Pseudomonas sp. pri ¢emu je pocetna
temperatura reakcione smese bila 25 °C. Nakon sat vre-
mena, reakciona temperatura je sniZzena na 10 °C, a na-

kon 23 h na 5 °C. Nakon 72 h reakcije, prinos monoacil-
glicerola je iznosio 90% [81]. Imobilisani enzim je po-
kazao i veliku stabilnost pri uzastopnom korisc¢enju, ta-
ko da se mogao koristiti pet puta bez gubitka aktivnosti.
Ostali parametri od kojih zavisi prinos monoglicerida su
sadrzaj vode, molarni odnos trigliceridi/glicerol i koli¢i-
na i vrsta lipaze. Aktivnost i stabilnost lipaza razli¢itog
porekla je analizirana na modelu trioleina i utvrdeno je
da su bakterijske lipaze znatno stabilnije, dok su neke
gljivi¢ne lipaze pokazale slabu aktivnost [78]. Medutim,
iako je glicerolizom u ¢vrstom stanju moguce ostvariti
visoke prinose ona i dalje nije prihvatljiva za industrij-
sku proizvodnju jer se javlja problem uklanjanja mono-
glicerida iz reaktora i reciklacija neproreagovalog mate-
rijala [82].

Razvijeni su i brojni sistemi za kontinualnu glice-
rolizu kao $to su membranski bioreaktori i reaktori sa
pakovanim slojem. Kevtong i saradnici su ispitivali de-
vet komercijalnih lipaza za glicerolizu u $arznom sis-
temu 1 kao najbolja od njih se pokazala Psudomonas sp.
imobilisana na Accurel EP100. Prinos monoacilglice-
rola u sistemu bez rastvarata nakon 24h je iznosio
20,74%. U reaktoru sa pakovnim slojem u istom sistemu
prinos je, nakon 96 h, iznosio samo 14,1% [16]. Uvode-
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njem rastvaraca u ovakav sistem (aceton/izooktan) pri-
nos je u Sarznom sistemu iznosio 56% za 24 h, dok je u
reaktoru sa pakovanim slojem prinos monoacilglicerola
iznosio 70,1% nakon 24 h, pri ¢emu je produktivnost
povecéana 11 puta u odnosu na $arzni reaktor [83].
Mnogi drugi postupci za dobijanje monoacilglice-
rola alkoholizom masti i ulja su opisane u literaturi. Je-
dan od patentiranih postupaka izvodenja reakcije enzim-
ske transesterifikacije je prikazan na slici 6. Farmaceut-
ska kompanija ,,Amano* je komercijalizovala postupak,

Triolein

Etancl

kontinualnim procesima jo$ uvek nisu u potpunosti re-
Sene.

ZAKLJUCAK

Monoacilgliceroli su monoestri alkohola glicerola i
masnih kiselina, a zahvaljuju¢i sadrzaju i lipofilnih (ma-
sne kiseline) i hidrofilnih (hidroksilne) grupa poseduju
znacajnu povrsinsku aktivnost. Na ovoj osobini se za-
sniva njihova velika primena u prehrambenoj i pekar-

Voda

Y4

&

ipaza iz P&b‘u‘n‘mrbna?\
fluorescens _j

¥

r

Reakcija se odigrava na 20 C,
tokom 10 h

Smesa glicerida
(pretezno monogliceridi}

Odvajanje enzima filtracijom

Vakum uparavanje

Zaustavijanje reakcije

Enzim
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{10

Preti&évanje monaglicerida na silika gel koloni

Cisti monogliceridi

Slika 6. Sema postupka izvodenja enzimske sinteze monoacilglicerola.

Nedistoce

Figure 6. Schematic presentation of enzymatic production of monoglycerides.

ali je on vrlo brzo ocenjen kao skup i jos uvek nekon-
kurentan hemijskom postupku. Iako enzimska reakcija
glicerolize ima brojnih prednosti u poredenju sa hemij-
skom, ali i sa enzimskom hidrolizom i esterifikacijom,
stabilnost biokatalizatora u prisustvu organskog rastva-
raca i glicerola kao i njegova reciklacija u Sarznim i
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skoj industriji, kao i u farmaceutskoj i kozmetickoj in-
dustriji. Konvencionalni hemijski nacini proizvodnje
monoacilglicerola imaju znacajnih nedostataka zbog pri-
mene visokih temperatura koje dovode do odvijanja
sporednih reakcija, smanjenog prinosa i kvaliteta proiz-
voda. Alternativa hemijskoj sintezi su enzimski postupci
koji imaju znacajnih prednosti. Enzimska sinteza mono-
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acilglicerola pomocu lipaza se moze ostvariti na tri na-
¢ina: hidrolizom masti i ulja, esterifikacijom masnih ki-
selina i glicerola i transesterifikacijom triglicerida i gli-
cerola (gliceroliza), kao jedan od najperspektivnijih na-
¢ina njihovog dobijanja. lako enzimski postupci jo$
uvek nisu zaziveli na industrijskom nivou, prednosti
takve proizvodnje kao i sve vedi interes za prirodnim
proizvodima, koji se dobijaju biotehnoloskim putem,
svakako Ce uticati na sve vece ispitivanje i istrazivanje
ovakvog nacina sinteze.
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SUMMARY
SYNTHESIS OF MONOACYLGLYCEROLS BY ENZYMATIC METHODS

Milena R. Bradi¢!, Nevena D. Ognj anovic!, Dejan I. Bezbradica', Sanja 7. Grbavéié!, Nataga Avramovic?,
Dusan Z. Mijin', Zorica D. KneZevi¢-Jugovi¢'

'Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Karnegijeva 4, Belgrade, Serbia
’Institute for Chemistry, School of Medicine, Visegradska 26, Belgrade, Serbia

(Review paper)

Monoacylglycerols are non-ionic surfactants widely used in the food Kljuc¢ne reci: Lipaze o Esterifikacija o
industry. They are also important in cosmetic and pharmaceutical indus- Hidroliza e Gliceroliza e Monoacil-
tries as drug carriers and for consistency improvements in creams and lo- gliceroli
tions. The current process for their production is based on the glycerolysis Key words: Lipases o Esterification e
of natural fats and oils in the presence of inorganic catalysts at tempe- Hydrolysis e Glycerolysis ® Mono-
ratures higher than 220 °C. The major drawbacks of this process include acylglycerols

high-energy consumption, low yield, and poor product quality. The use of
lipases for monoacylglycerols production offers environmental advantages
and a reduction in energy consumption. Besides, the same surfactants pre-
pared by the enzymatic synthesis may be labeled as “natural”. Recent
progress in the application of highly-stable lipases in the organic solvents
offers the possibility of employing various methods to the enzyme-cataly-
zed synthesis of monoacylglycerols, such as selective hydrolysis of fats
and oils using 1,3-regiospecific lipases, the esterification of glycerol with
fatty acids and the glycerolysis of fats or oils. In this review, different re-
action systems such as aqueous—organic two-phase systems, microemul-
sions and reverse micelles systems, anhydrous organic solvents, solvent-
-free systems with free or immobilized lipases, as well as the use of two-
-phase membrane reactor systems are presented. We discuss some of the
key factors, such as control of water content, removal of products from
reaction system, and the effects of solvent on the lipase activity and se-
lectivity, that must be addressed in order to obtain an efficient reaction
system with high yields of monoacylglycerols. Engineering of the enzy-
matic monoacylglycerols synthesis processes requires also optimization of
other factors such as: molar ratio of substrates, temperature, type of lipase
immobilization and supports (if any), reactor design and operating regime.
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