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W tej czesci artykutu przedstawiono problematyke immobilizacji fizycznej lipaz obejmujqcq techniki zamykania w sieci zZelu,
w mikro (makro) emulsjach, kapsutkowanie oraz otoczkowanie. Przedyskutowano wplyw procesu immobilizacji na aktywnosé,

stabilnos¢ oraz selektywnos¢ unieruchomionych enzymow.

WPROWADZENIE

Lipazy (EC 3.1.1.3), hydrolazy estrow gliceryny, naleza
do najczesciej stosowanych biokatalizatorow w syntezie che-
micznej, zarowno w skali laboratoryjnej jak i przemystowe;j
[3, 16]. O atrakcyjnosci biotransformacji z udziatem lipaz, jak
tez 1 innych enzymdw, w poréwnaniu z klasycznym procesem
chemicznym decyduje szereg wlasciwosci, m.in. tagodne wa-
runki reakcji, energooszczgdnos¢, mozliwosé przeprowadzenia
reakcji trudnych badZ niemozliwych do wykonania metodami
chemicznymi, wykorzystanie regio- i stereoselektywnosci bio-
katalizatoréw. Lipazy stosowane sa w katalizie w postaci roz-
puszczalnej lub immobilizowanej. Enzymy immobilizowane
wykazuja szereg zalet, a do najwazniejszych naleza: mozliwos¢
wielokrotnego zastosowania oraz znaczne uproszczenie me-
todyki wydzielania produktow. Wybdr metody immobilizacji
i zwiazana z tym ostateczna forma enzymu, w wielu przypad-
kach narzuca ograniczenia jego praktycznego zastosowania.

Immobilizacja enzymow

Immobilizacja polega na zwiazaniu biatka enzymatycz-
nego z nosnikiem nierozpuszczalnym w $rodowisku reakcji,
badz tez na zamknigciu enzymu w przestrzeni ograniczonej
struktura zelu lub membrang (rys. 1).
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Rys. 1.  Sposoby immobilizacji enzymow [29].
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Wsrod technik immobilizacji mozna wyr6zni¢ procedury
unieruchamiania enzymow poprzez wiazanie kowalencyjne
(metody chemiczne) oraz wigzanie niekowalencyjne (me-
tody fizyczne). Do grupy pierwszej zaliczymy techniki wia-
zania kowalencyjnego biatek enzymatycznych z no$nikiem
oraz sieciowanie biatka rozpuszczonego w formie agregatow
badz krysztatow. W grupie drugiej znajda si¢ metody oparte
na adsorpcji enzymow na nosniku i inkluzji, tj. inkludowanie
w sieci zelu, w kapsutkach, w emulsjach, w membranie ultra-
filtracyjnej i otoczkowanie [5].

Opracowanie to stanowi kontynuacj¢ problematyki unie-
ruchamiania lipaz metodami fizycznymi. W pierwszej czgsci
artykutu przedstawiono zagadnienia zwigzane z adsorpcja li-
paz na no$nikach statych.

Celem artykulu jest zaprezentowanie probleméw doty-
czacych immobilizacji lipaz poprzez pulapkowanie w sieci
zelu, zamykanie w mikro (makro) kapsulkach, w mikro
(makro) emulsjach, w materiale membrany oraz otoczko-
wanie.
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w przypadku lipaz mozna stosowa¢ powlekanie biatka enzy-
matycznego lipidowym substratem [1, 2, 13, 28]. Metodg za-
mykania enzymu w sieci polimerowej uznaje si¢ za technike
tania i dajaca trwate preparaty. Wadami omawianego sposobu
immobilizacji sa duze opory dyfuzyjne reakcji, brak mozliwo-
$ci odzysku no$nika, ograniczenie zastosowan do niskocza-
steczkowych substratow i produktow.

W badaniach dotyczacych immobilizacji lipaz w sieci spo-
limeryzowanych zwiazkéw naturalnych stosowano agaroze
[4], chitozan [4, 22], alginian [1, 2, 4, 12, 17, 23, 33], kara-
genian [2] i krzemiany [23]. Wérdd polimeréw syntetycznych
dominowaty zele z poli (glikolu propylenowego) [13], poli
(alkoholu winylowego) [18, 27, 28] oraz polisulfonowe [31].

Betigeri i Neau [4] poréwnywali wydajno$¢ putapkowania
lipazy Candida rugosa w roznych, pod wzgledem fizycznym
i chemicznym, polimerach pochodzenia naturalnego. Kulecz-
ki agarozy, w warunkach procesowych wykazywaly niepoza-
dane pgcznienie i z tego wzgledu polimer ten nie byt uzywany
w dalszych do$wiadczeniach. Zel alginianowy i chitozano-
wy przygotowano w wyniku zelowania jonowego z uzyciem
CaCl, lub trojpolifosforanu sodu jako czynnika sieciujacego
w zelujacym roztworze. Stwierdzono, ze niezaleznie od ste-
zen alginianu i chitozanu, wydajno$¢ putapkowania enzymu
przez oba polimery byla podobna (43-50%). Aktywnos¢ bio-
katalizatora zwigzanego z chitozanem byta $rednio 4-krotnie
wigksza od osiaganej przez enzym zamknigty w alginianie.

Preparaty otrzymane przez inkluzj¢ w sieci polimeru w za-
sadzie zawieraja enzym w formie niezmienionej. W porow-
naniu z enzymem nieimmobilizowanym aktywnos$¢ biokata-
lizatora jest zblizona lub nizsza. Glowna zaleta tej techniki
unieruchamiania jest wzrost stabilnosci i/lub aktywnosci en-
zymu w kontakcie z rozpuszczalnikiem organicznym. Badano
wplyw roznych rozpuszczalnikow organicznych na aktyw-
no$¢ immobilizowanej lipazy Pseudomonas. Enzym unieru-
chomiono w sieciowanej $wiattem zywicy poli (glikolu pro-
pylenowego) [13]. W kazdym testowanym uktadzie najlepsze
efekty reakcji estryfikacji osiagano w obecnosci eteru diizo-
propylowego. Wzmocniona zostata takze stabilno$¢ tempera-
turowa i odporno$¢ na dziatanie srodowiska organicznego. Po
inkubacji w benzenie w 60°C enzym immobilizowany zacho-
watl 75% wyjsciowej aktywnosci, natomiast lipaza natywna
byta aktywna w 28%.

W badaniach Antczaka i wsp. [2] dotyczacych lipaz kap-
sutkowanych w zelach alginianu wapnia i karagenianu potasu,
optymalnym $rodowiskiem dla prowadzenia reakcji estryfika-
cji byt eter naftowy z dodatkiem bezwodnego siarczanu sodu
jako czynnika usuwajacego wodg. Ponadto decydujacy wpltyw
na efektywno$¢ dziatania unieruchomionych lipaz wywarla
impregnacja enzymow kwasem oleinowym.

Aktywno$¢ otrzymanych biokatalizatorow w $rodowisku
hydrofobowym limitowana jest szybko$cia wymiany masy
przez warstwg alginianu. Jedna z mozliwosci przyspieszenia
dyfuzji reagentow przez btong polisacharydowa jest utworze-
nie systemu mikroporéw w warstwie zelu, w ktorej zawieszo-
ny jest enzym. Zwigkszenie porowato$ci matrycy polimerowe;j
mozna osiagnac przez dodanie zwiazkow wielkoczasteczko-
wych do roztworu wodnego podczas formowania si¢ kapsutki
alginianu. Stosowane zwiazki porotworcze to oligomery tlen-
ku etylenu (Polikol) oraz celuloza mikrokrystaliczna [1].

Ostatnio szczegdlnym zainteresowaniem ciesza sig tzw.
preparaty zol-zel, otrzymywane glownie z alkoholanéw
krzemu [7, 9, 10, 11, 14]. Zwiazki te sa poddawane wstep-
nej hydrolizie, a nastgpnie polikondensacji. W zaleznosci od
sposobu postgpowania przyjgtego po etapie polikondensacji,
otrzymuje si¢ hydrozele, kserozele (po suszeniu) lub aeroze-
le (po suszeniu w nadkrytycznym CO,). Cenna cechag tech-
nologii zol-zel jest mozliwo$¢ tworzenia ich z domieszkami
roznych czastek, jak np. czastki magnetyczne, utatwiajace od-
dzielenie nosnika z bialkiem enzymatycznym od mieszaniny
reakcyjnej [11] oraz tworzenie zeli mieszanych z naturalnymi
lub syntetycznymi polimerami [9, 11]. W celu zwigkszenia
odporno$ci mechanicznej mozna stosowaé¢ dodatek wiokien
ceramicznych [7].

Problemem w procedurze immobilizacji enzymow
w zol-zelu jest uwalnianie si¢ podczas polimeryzacji alkoholu
(gtownie etanolu), co dziata denaturujaco na wiele biokata-
lizatoréw. Z tego wzgledu opracowywane sa techniki oparte
na transestryfikacji prekursoréw krzemionkowych z wyzej
rzgdowym alkoholem jak glicerol. W ten sposob uzyskuje si¢
nowe prekursory, ktore nie wydzielaja szkodliwego alkoholu
podczas zelowania. Inng alternatywa jest uzycie jako prekur-
soréow krzemionki — krzemianow sodu zamiast alkoholanow.
Niemniej najprostsza technika jest hydroliza wstgpna prekur-
sorow krzemionkowych w warunkach, gdzie hydroliza jest
szybka a kondensacja wolna. Odparowanie tworzonego alko-
holu przeprowadzane jest przed dodaniem enzymu. Ta metoda
byta zastosowana do unieruchomienia lipazy Candida rugo-
sa w aerozelu krzemionkowym w badaniach prowadzonych
przez Buisson i Pierre [7].

Zaobserwowano wyjatkowy wzrost aktywnosci tej sa-
mej lipazy po putapkowaniu w sieci zelu zsyntetyzowanego
z tetrametoksysilanu i alkilotrimetoksysilanu [11]. Wydajno$¢
immobilizacji wynosita 95% biatka w no$niku, a aktywnos¢
specyficzna byta 59 razy wigksza w poréwnaniu z lipaza nie-
immobilizowana. Czynnikiem zasadniczo wplywajacym na
aktywnos$¢ enzymu byta dtugos$¢ tancucha weglowodorowe-
go grupy alkilowej RSi (OCH,) ,. Wedtug autordw, lipofilowe
oddziatywanie grup alkilowych w zelu z czasteczkami lipazy
podczas tworzenia no$nika moze utrzymywac biokatalizator
w aktywnej, otwartej konformacji wywolujac efekt podobny
do aktywacji migdzyfazowej. Jednak trudno tak duzy wzrost
aktywnosci przypisywac tylko temu zjawisku. Prawdopodob-
nie wystepuja tutaj takze inne interakcje no$nik — lipaza, a jed-
nym z waznych czynnikow jest lepsze rozproszenie enzymu.
System z immobilizowana lipaza odznaczat si¢ duza stabil-
noscia termiczng. Po uwigzieniu biokatalizatora w zol-zelu
odporno$¢ enzymu na podwyzszong temperatur¢ wzrosta 55
razy w poréwnaniu z odpowiednikiem natywnym.

Nalezy wspomnie¢ takze o immobilizacji enzymow
w porach membrany przy zastosowaniu procesu ultrafiltracji.
Zgodnie z Bryjak [6] oraz Giorno i Drioli [15] przyjgto, ze
wspomniang technike mozna potraktowac jako odmiang im-
mobilizacji w materiale membrany polimerowe;j.

Po opracowaniu procedury wytwarzania membran asyme-
trycznych przez inwersj¢ faz pojawily si¢ nowe mozliwosci
w zakresie unieruchamiania enzyméw. Uzyskanie struktury
asymetrycznej jest mozliwe w przypadku, kiedy polimeryza-
cja przebiega szybciej od inwersji faz. Po tej stronie membra-
ny, z ktorej doprowadza si¢ Srodek wywotujacy polimeryzacje
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(precypitat), tworzy si¢ mikroporowata warstwa aktywna lub
»haskorkowa” o grubosci od 0, 1 do 1 pm. ,,Skoérka” ma pory
0 znacznie mniejszych rozmiarach od warstw lezacych gle-
biej lub moze mie¢ nawet strukturg jednorodna (bez poréw).
W tej warstwie uzyskuje si¢ wlasciwy efekt sita molekular-
nego. Pozostaly przekroj membrany, makroporowata warstwa
nosna o strukturze od typowo gabczastej do palczastej, spetnia
funkcj¢ nosnika nadajacego membranie ksztalt i wytrzyma-
os¢. Stanowi ona wprost idealng przestrzen dla umieszczenia
w niej czasteczek enzymu. Wprowadzenie enzymu do goto-
wej membrany odbywa sig przez filtrowanie roztworu zawie-
rajacego enzym przez asymetrycznag membrang w kierunku
odwrotnym do normalnego przeplywu ultrafiltracyjnego. Ten
sposob immobilizacji wymaga dobrania odpowiedniej wiel-
kosci porow warstwy podporowej membrany w stosunku do
wielkosci biatka enzymatycznego. Aby zapobiec wymywaniu
enzymu z nosnika mozna dodatkowo stosowa¢ czynnik sie-
ciujacy, np. aldehyd glutarowy [29].

Innym prostym sposobem immobilizacji jest wykorzysta-
nie zjawiska polaryzacji st¢zeniowej towarzyszacej procesowi
ultrafiltracji. Podczas ultrafiltracji roztworu enzymu stgzenie
jego czasteczek przy powierzchni membrany moze by¢ na tyle
duze, ze wytworzona w ten sposob warstwa uzyskuje struktu-
re zelu [29].

Z najnowszych doniesien dotyczacych lipaz immobilizo-
wanych metoda ,,wtloczenia” w pory membrany nalezy wspo-
mnie¢ o pracy Wang i wsp. [32]. Zaprojektowano membrang
o specjalnej mikrostrukturze ztozona z hydrofilowego octa-
nu celulozy i hydrofobowego politetrafluoroetylenu. No$nik
ten wykorzystano do immobilizacji przez ultrafiltracje lipazy
Candida rugosa. Enzym putapkowany byl na granicy warstwy
hydrofilowej i hydrofobowej membrany kompozytowej oraz
w gabczastej czgséci octanu celulozy. Unieruchomienie katali-
zatora na granicy warstw nosnika jest zbiezne z granicq fazy
wodnej i organicznej, co w przypadku lipaz, jest korzystne
dla katalizy. Zastosowana technika immobilizacji nie naruszy-
fa struktury enzymu, stad utrzymywat on wysoka aktywnos¢.
Po immobilizacji wzmocniona zostala enancjoselektywno$¢
lipazy w hydrolizie mieszaniny racemicznej ibuprofenu. Czas
utraty 50% wyjSciowej aktywnosci bialka enzymatycznego
sprzezonego z polimerem wynosit 183, 3 godziny, co stano-
wi 373% czasu potowicznego zaniku aktywnosci natywnego
odpowiednika.

OTOCZKOWANIE

Metoda polega na zamknigciu czasteczek enzymu poprzez
otoczenie go réznymi zwigzkami wielkoczasteczkowymi jak
polielektrolity, lipidy lub surfaktanty [25, 26, 34].

Zamknigcie enzymu z wykorzystaniem polielektrolitow
zachodzi podczas traktowania bialka enzymatycznego kolej-
no polianionem i polikationem (kolejnos$¢ zalezy od fadunku
biatka). Pierwszy z polimerdw, adsorbujac si¢ na czasteczkach
enzymu powoduje jego wytracanie (flokulacjg), a utworzone
kompleksy polimer — biatko sa nastgpnie stabilizowane i po-
wigkszane przez dodanie polimeru o tadunku przeciwnym.
Zaleta metody jest szybka i efektywna preparatyka, bez mo-
dyfikacji chemicznej, bez rozpuszczalnikoéw organicznych
i bez koniecznosci stosowania st¢zonych roztworéw enzy-
moéw. Technika ta jest jednak rzadko stosowana ze wzgledu
na znaczne ograniczenia transportu masy, szczeg6lnie gdy

otrzymanie stabilnych i nierozpuszczalnych preparatow wy-
maga utworzenia wigkszej ilosci warstw polielektrolitow [5].
Aktywno$¢ immobilizowanych enzyméw ta metoda zalezy
od warunkéw procedury: wartosci pH podczas tworzenia
kompleksu, stosunku stgzenia polielektrolitu i enzymu oraz
masy molowej polielektrolitow [34]. Kompleksowe badania
immobilizacji lipaz w ukladach z polielektrolitami zostaty
przeprowadzone przez Zaitseva i wsp. [34]. Unieruchomieniu
poddano trzy preparaty lipaz: forme¢ nieoczyszczona, liofilizo-
wang oczyszczona Pseudomonas fluorescens oraz z trzustki
wieprzowej. Stosowane polielektrolity to Na-poli (sulfonian
styrenu) jako polianion oraz poli (chlorek diallilometylo-
amoniowy) jako polikation. Najwyzsza aktywno$¢ enzymu
w kompleksie polielektrolitow (ok.62-68%) mierzona wzgle-
dem aktywnosci lipazy w supernatancie stwierdzono dla pH
9 1 wysokiej nadwyzce polielektrolitu (100 razy) w stosunku
do lipazy. Uzycie buforu fosforanowego jako rozpuszczal-
nika dla lipaz i polelektrolitow pozwolito uzyska¢ biokatali-
zatory o wyzszej aktywnosci niz enzymy natywne. Efekty te
najprawdopodobniej spowodowane byly zaréowno hydrofobo-
wymi, jak i elektrostatycznymi oddziatywaniami pomigdzy
lipaza a otoczka polielektrolitow.

ZAMYKANIE LIPAZ W MIKRO (MAKRO)
EMULSJACH

Mikro (makro) emulsja to uktad obejmujacy wodne mi-
kroobszary otoczone czasteczkami polarnego surfaktanta,
ktérego tancuchy hydrofobowe kontaktuja si¢ z otaczajacym
niepolarnym rozpuszczalnikiem organicznym [5]. Enzymy
zamykane w mikro (makro) emulsjach zwykle znajduja si¢
w fazie wodnej, a biatko enzymatyczne wprowadza si¢ do
emulsji w formie wodnego roztworu lub liofilizatu. Stosuje
si¢ tez dodawanie enzymu do roztworu odwrdéconych miceli
[26, 30]. Efektem tych dziatan jest otrzymanie dynamiczne-
go uktadu stabilizowanego oddziatywaniami hydrofobowymi,
van der Waalsa, elektrostatycznymi i wodorowymi. O stabil-
nos$ci i reaktywnos$ci uktadu decyduje rodzaj i stezenie en-
zymu, surfaktanta (kosurfaktanta), elektrolitow, substratow
i produktéw oraz stosunek molowy wody do surfaktanta [5,
19, 26]. Zaletami tego systemu sg: duza powierzchnia kontak-
tu faz bez ograniczen transportu masy, brak agregacji biatka,
przejrzysto$¢ optyczna umozliwiajaca bezposrednie pomiary
spektrofotometryczne, zwigkszona solubilizacja niepolarnych
reagentow, mozliwos$¢ przesunigecia rownowagi termodyna-
micznej w kierunku produktow, zwigkszona stabilnos¢ ter-
miczna enzymow. Do najwigkszych ograniczen tej metody
nalezy czgsta denaturacja enzymoéw w obecnosci surfaktan-
tow 1 rozpuszczalnikéw organicznych oraz utrudniony odzysk
produktu i enzymu [5].

Powyzsze uklady reakcyjne stosowane sa w: asymetrycz-
nej transestryfikacji lipidéw, syntezie makrocyklicznych lak-
tonow, hydrolizie thuszczow, produkcji emulgatoréw, synte-
zach enancjoselektywnych oraz biotransformacjach steroidow
[5, 8]. Stad tez najczes$ciej mikro (makro) emulsje tworzone sa
z lipazami [8, 19, 20, 21, 26, 30].

W badaniach Persson i wsp. [26] do immobilizacji lipaz
zastosowano Span 60 (monostearynian sorbitanu). Aktywno$é
uzyskanych uktadéw w heksanie porownywano ze specyficz-
na aktywnoscia (w przeliczeniu na ilo$¢ biatka enzymatyczne-
g0) sproszkowanych preparatow handlowych. Lipazy w ukta-
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dzie z surfaktantem byty od 1, 9 do 150 razy bardziej aktywne
niz ich ,,surowe” odpowiedniki. Istotnym elementem wpty-
wajacym na aktywnos¢ katalityczna biokatalizatora byla ilo$¢
lipazy w uktadzie z surfaktantem. Przy mniejszym stgzeniu
enzymu w emulsji aktywno$¢ specyficzna lipazy byla wyzsza,
natomiast wigksza zawartos$c¢ biatka powodowata ograniczenia
transportu masy. Z powodu stabej rozpuszczalnos$ci w medium
reakcyjnym preparaty lipaza — surfaktant tworzyly agregaty.
Autorzy publikacji postawili hipotezg, ze lipazy adsorbuja si¢
na nierozpuszczalnym surfaktancie, ktorego czasteczkg mo-
zemy traktowac jak nosnik do immobilizacji. Zgodnie z tym
zatozeniem oczekiwano, ze zwigkszenie powierzchni Span 60
zaowocuje wigkszym obsadzeniem biatkiem enzymatycznym.
Homogenizacja surfaktanta zwigkszyta ilos¢ lipazy w uktadzie
z4,5do9,2%. Zaleznos¢ iloSci wiazanego biatka od stosunku
wagowego Span 60/biatko wskazywala na adsorpcjg wielowar-
stwowa, gdzie enzym wiaze sig preferencyjnie z zaadsorbowa-
na juz warstwa lipazy a nie bezposrednio z no$nikiem.

W pracy tej testowano takze unieruchamianie lipaz w sys-
temie odwréconych micel ztozonych z AOT/izooktan/woda.
AOT jest anionowym surfaktantem o nazwie systematycznej
[bis (2-etyloheksylo) sulfobursztynian sodu]. Zastosowanie
tego uktadu pozwolilo przeprowadzi¢ efektywna estryfikacje
1-fenyloetanolu kwasem kapronowym, ale specyficzna ak-
tywno$¢ katalizatora byta duzo nizsza w porownaniu z lipaza
modyfikowana Span 60.

W badaniach Lopez i wsp. [21] do immobilizacji lipazy
z Candida rugosa opracowano uktad mikroemuls;ji, w ktorej
sie¢ zelatynowa z wodnymi ,,pretami” stabilizowano warstwa
kationowego surfaktanta CTAB (bromek heksadecylometylo-
amoniowy). Ze wzgledu na stosowang strukturg mikroemulsji
(staty zel), enzym mozna bylo wykorzysta¢ w kilku cyklach
reakcyjnych, przy czym nie zaobserwowano znaczacego ob-
nizenia aktywnosci biokatalizatora.

ZAMYKANIE LIPAZ W MIKRO (MAKRO)
KAPSULKACH

Metoda zamykania lipaz w mikro (makro) kapsutkach
jest rzadko stosowana w immobilizacji enzymow [5]. Istota
tej metody polega na zamykaniu fazy wodnej zawierajacej
enzym w polprzepuszczalnej membranie polimerowej, otrzy-
mywanej w wyniku polikondensacji na granicy faz lub mig-
dzyfazowej koacerwacji i podwdjnego emulgowania [5, 24].
Wielkoé¢ kapsutek waha si¢ od 1 um do kilku milimetrow,
przy grubosci $cianki od 0, 01 do 1 pm. Wadami tej meto-
dy sa duze ograniczenia w odniesieniu do wielkosci substratu
i produktu oraz mozliwa denaturacja enzymu w warunkach
tworzenia si¢ kapsutek. Membrany mikro (makro) kapsutek
najczesciej wytwarzane sg na bazie azotanu lub octanu celu-
lozy, poliuretandéw, poliamidu, nylonu, polichlorku winylu,
polietylenoiminy, poliakryloamidu, karaginianu lub z btony
komoérkowej erytrocytow [5].

Zespot Matsumoto [24] podjat probe zamknigcia lipazy
Candida rugosa w mikrokapsutkach utworzonych przez po-
limeryzacje diwinylobenzenu oraz chlorku wapnia z krze-
mianem sodu. Rozmiar mikrokapsutek organicznych wynosit
63, 3 um, a nieorganicznych 34, 7 um. Pomimo, ze szybkos¢
reakcji hydrolizy trimaslanu katalizowana przez lipazy kap-
sulkowane byta niska w poréwnaniu z enzymem wolnym, to
reakcja ta zachodzita efektywnie. Ograniczenie szybkosci ka-

talizy w mikrokapsutkach organicznych wywotlane bylo naj-
prawdopodobniej termiczna dezaktywacja enzymu podczas
polimeryzacji. Natomiast kapsutkowanie lipazy w polimerze
nieorganicznym spowodowato prawie catkowita utratg aktyw-
nosci biokatalizatora.

PODSUMOWANIE

Unieruchomienie lipaz ma na celu zwigkszenie ich wy-
dajnos$ci w procesach przemystowych poprzez wielokrotne
uzycie biokatalizatora. Z powodu réznorodnos$ci systemow
reakcyjnych, w ktérych mozna wykorzystaé lipazy, procedura
opracowania preparatu z immobilizowanym enzymem powin-
na uwzglednia¢ rézne punkty widzenia. Sposob przygotowa-
nia optymalnej immobilizowanej pochodnej lipazy zalezy od
typu katalizowanej reakcji. Dodatkowo lipazy, jak wigkszo§¢
enzymoOw, nie sa perfekcyjnymi chemicznymi katalizatora-
mi. Moga by¢ niestabilne i nie osiaga¢ ani maksymalnej ak-
tywnosci, ani optymalnej enancjo- lub regioselektywnosci.
W zwiazku z tym, immobilizacja lipaz, oprocz dopasowania
do okreslonego projektu przemystowego, powinna by¢ tez
narzedziem poprawiajacym i optymalizujacym niektore pa-
rametry aktywnosci i stabilno$ci. Ponadto, procedura immo-
bilizacji musi uwzglednia¢ skomplikowany mechanizm akcji
katalitycznej tych enzymow. Tak wigc opracowanie odpo-
wiedniej techniki unieruchomienia kazdej lipazy do r6znych
biotransformacji jest kombinacja czynnikéw takich jak me-
chanizm katalizy, wymagania procesowe i aparaturowe oraz
konieczno$¢ ulepszenia niektorych wlasciwosci enzymu.

Immobilizacja lipaz jest niekonczacym si¢ wyzwaniem
dla naukowcow chemii bio-organiczne;.
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PHYSICAL IMMOBILIZATION OF LIPASES

Part 11

IMMOBILIZATION OF LIPASES
BY ENTRAPMENT

SUMMARY

This paper summarizes methods of lipases physical immo-
bilization, including entrapment within the membrane and in
polymeric matrices, coating, microencapsulation and micro
(macro) emulsion system. The influence of immobilization
process on changes of enzyme activity, stability, selectivity
and other properties important in practical applications are
considered.



