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IMMOBILIZACJA KOWALENCYJNA LIPAZ®

Lipazy stanowig bardzo wazng grupe enzymow o wszechstronnych mozliwosciach wykorzystania w procesach biotechnologicz-
nych. W artykule przedstawiono problematyke immobilizacji lipaz poprzez wigzanie kowalencyjne z nosnikiem oraz sieciowanie.
Scharakteryzowano rozne nosniki pochodzenia organicznego i nieorganicznego oraz oceniono ich przydatnos¢ w unieruchamia-

niu lipaz.

Znajomos¢ poruszanych w artykule zagadnien moze pomoc w planowaniu eksperymentow zwigzanych z unieruchamianiem lipaz

metodami chemicznymi.

WPROWADZENIE

Lipazy (EC 3.1.1.3) zdefiniowano zgodnie z zalecenia-
mi Miedzynarodowej Unii Biochemicznej jako hydrolazy
estrow glicerolowych. Pozytywne wyniki badan ostatnich
dziesieciu lat dotyczace poszukiwania nowych zrédet pozy-
skiwania lipaz, poznania ich wlasciwos$ci oraz opracowania
efektywnych metod ich otrzymywania zwiekszyly zaintere-
sowanie ta grupg biokatalizatorow. Perspektywy zastosowa-
nia lipaz w procesach biotechnologicznych sa szerokie ze
wzgledu na aktywnos¢ katalityczna tych enzymow, zarow-
no w wodzie, jak i w rozpuszczalnikch niewodnych. Enzy-
my lipolityczne moga w tych §rodowiskach katalizowaé re-
akcje hydrolizy i syntezy estrow, amidow, estréw tiolowych
i wodoronadtlenkéw. Dodatkowym atutem niektérych lipaz
jest ich regio- i enacjoselektywnos$¢ [1,2].

Glowne zastosowanie przemystowe tych enzyméw doty-
czy wykorzystania ich jako sktadnikoéw detergentow. Prepara-
ty lipaz stosowane sa ponadto w produkcji lekdéw, zwigzkow
smakowo-zapachowych, lipidow strukturyzowanych, produk-
tow specjalnego przeznaczenia i bioemulgatorow [2].

Potencjalne mozliwosci lipaz nie sg jednak w pelni wy-
korzystane i tylko niewielka czg¢$¢ reakcji katalizowanych
przez te enzymy znalazta zastosowanie w skali przemystowe;j.
Wynika to z wysokich kosztow otrzymania i oczyszczenia
biokatalizatora, trudnosci w odzyskaniu enzymu z miesza-
niny reakcyjnej lub/oraz drogich procedur oczyszczenia pro-
duktu z domieszek biatkowych. Czynnikiem ograniczajacym
zastosowanie przemystowe enzymow jest ich wrazliwo$¢ na
podwyzszong temperatur¢ i obecno$¢ rozpuszczalnikow or-
ganicznych. Czg$¢ z tych problemow mozna rozwigzaé wy-
korzystujac w procesach przemystowych enzymy w formie
immobilizowanej.

Metody immobilizacji

Techniki unieruchamiania bialek enzymatycznych ze
wzgledu na charakter wigzania mozna podzieli¢ na procedury
wykorzystujace metody chemiczne, miedzy innymi obejmu-
jace wigzania kowalencyjne, oraz techniki opierajace si¢ na
oddziatywaniach fizycznych. W celu unieruchomienia biatka
enzymatycznego mozna wybra¢ jedng z wielu znanych metod
immobilizacji (Tab.1). Wybor techniki jest jednak niezwykle
trudny, szczegbélnie gdy ma ona na wzgledzie praktyczne za-
stosowanie preparatu immobilizowanego.

Tabela 1. Metody unieruchamiania enzymow

Metody immobilizacji

chemiczne
wigzanie kowalencyjne z no$nikiem
sieciowanie rozpuszczonego biatka

fizyczne
wigzanie adsorpcyjne z nosnikiem
wigzanie specyficzne z no$nikiem

sieciowanie agregatéw biatkowych zamknigcie w sieci palimeru

sieciowanie krysztatow biatka zamkniecie w mikro(makro)emulsjach
kapsutkowanie

otoczkowanie

Biorgc pod uwage wplyw proponowanych technik na
strukture bialka enzymatycznego wydaje si¢, ze metody fi-
zyczne nie wywieraja istotnego wptywu na form¢ enzymu.
Natomiast zwigzanie kowalencyjne biatka z nosnikiem moze
prowadzi¢ do pewnej modyfikacji enzymu, a w przypadku
techniki sieciowania moze dochodzi¢ do istotnej modyfikacji
chemicznej immobilizowanego bialka.

Celem analizy zaprezentowanej w artykule jest przed-
stawienie problematyki immobilizacji tj. unieruchamiania
bialek enzymatycznych lipaz metodami chemicznymi po-
przez wiazanie kowalencyjne z no$nikiem oraz sieciowanie.

WIAZANIE KOWALENCYJNE LIPAZ
Z NOSNIKIEM

Wyzej wymieniona technika polega na utworzeniu wigza-
nia kowalencyjnego pomiedzy grupami funkcyjnymi biatka
i no$nika. Wskazane jest, aby w procesie immobilizacji wyko-
rzystywac takie grupy funkcyjne enzymu, ktore s3 podatne na
modyfikacje chemiczng i nie sa zaangazowane w proces katali-
zy oraz nie biorg bezposredniego udzialu w stabilizacji struktu-
ry III- i IV- rzedowej. Najczesciej w wigzaniu kowalencyjnym
bialka uczestnicza ugrupowania tiolowe cysteiny, fenolowe ty-
rozyny, imidazolowe histydyny i aminowe lizyny [3].

Rozpatrujac grupy funkcyjne nos$nikéw, do wytworzenia
wigzania kowalencyjnego z biatkiem wykorzysta¢ mozna: gru-
py aminowe, hydroksylowe, karboksylowe, winylosulfonowe,
winyloketonowe, oksiranowe, aldehydowe, halogenkowe, tio-
lowe oraz imidoestrowe. Obecno$¢ grup funkcyjnych na/w no-
$niku wynika albo z jego sktadu, albo grupy te wprowadzane
sa na etapie syntezy. W pozostatych przypadkach no$nik musi
by¢ poddany funkcjonalizacji metodami chemicznymi lub fi-
zycznymi. O efekcie koncowym immobilizacji decyduje ilosc,
jakos$¢ i roztozenie grup funkcyjnych na/w nosniku.
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Materialy do unieruchamiania enzymow i stawiane im
wymagania

Dobor nosnika jest jednym z istotnych czynnikéw wptywa-
jacych na jakos$¢ produktu finalnego. Cechy charakteryzujace
»idealny” no$nik to: stabilno$¢ chemiczna, fizyczna, biologicz-
na i mechaniczna, dostepnos¢, niska cena, tatwo$¢é regeneracii,
biodegradowalnos$¢, obojetnos¢ wzgledem substratéw i pro-
duktow reakcji, obecnosé¢ grup funkcyjnych umozliwiajacych
zwigzanie enzymu, nietoksycznos¢. Nie opracowano dotych-
czas idealnego nosnika spetniajacego wszystkie wymienione
warunki. Odpowiedni w danym przypadku no$nik dobiera si¢
doswiadczalniew polaczeniuzwyboremtechnikiimmobilizacji
i warunkow procesowych.

Nosniki mozna podzieli¢ w zaleznosci od: formy i ksztat-
tu materiatu (kulki, proszki, tabletki, filmy, widkna, kapilary
itp.), jego porowatosci oraz rodzaju materiatu (nieorganiczny,
organiczny i hybrydowy).

Wigzanie kowalencyjne lipaz 7 nosnikami organiczny-
mi pochodzenia naturalnego

Wiele prac badawczych poswigcono stabilizacji lipaz po-
przez unieruchomienie ich na nosnikach organicznych pocho-
dzenia naturalnego bazujacych na polisacharydach [4-12].
Matryce te posiadaja duzg ilos¢ grup aktywnych chemicznie,
stosunkowo duza powierzchni¢ wlasciwg i znaczaca pojem-
nos$¢ sorpcyjna. Maja charakter hydrofilowy, co jest czgsto
czynnikiem korzystnym, sg biodegradowalne. Cechy ujemne
tego typu materialow to gtdéwnie brak odporno$ci na krancowe
wartosci pH oraz niestabilno$¢ mikrobiologiczna.

Interesujacym przyktadem jest immobilizacja lipaz z Can-
dida cylindraceae i Mucor miehei na celulozie aktywowanej
chlorkiem tytanu [8]. Dzigki zwigzaniu kowalencyjnemu bial-
ka enzymatycznego z no$nikiem poprzez mostki tytanowe
i sieciowaniu aldehydem glutarowym otrzymano biokatali-
zatory o bardzo wysokiej aktywno$ci w poréwnaniu z enzy-
mem natywnym (aktywno$¢ lipazy z C. cylindraceae 125%
a M. miehei 155%). Uktady te charakteryzowaly si¢ tez duza
stabilnoscia, poniewaz ich aktywno$¢ po 7 cyklach reakcji
syntezy estrow utrzymywala si¢ nadal na wysokim poziomie
(ponad 70 % dla lipazy z M. miehei oraz 88% dla lipazy z C.
cylindraceae). Ze wzgledu na potrzebe uzycia lipaz do kata-
lizy reakcji w roznych srodowiskach, zarowno w systemach
wodnych, jak i niewodnych, podj¢to proby immobilizacji li-
pazy z C. cylindraceae na no$nikach hydrofobowych. Byty to
handlowe preparaty ,,Accurel” EP- 400 i EP-100 wykonane
z polietylenu i polipropylenu. Unieruchomienie lipazy opar-
te na fizycznej adsorpcji dato preparaty o nizszej aktywnoSci
i stabilno$ci w porownaniu z immobilizacja chemiczna.

Popularnym materialem wykorzystywanym do immobili-
zacji lipaz jest chitozan [4,7,9]. Hung i wsp. [9] opracowali
nowatorskg metode unieruchomienia lipazy z Candida rugo-
sa poprzez grupy aminowe nosnika (sieciowanie aldehydem
glutarowym) oraz grupy hydroksylowe aktywowane karbodii-
midem — czynnikiem uzywanym zwykle do aktywacji grup
karboksylowych. Ta ,,podwojna” immobilizacja pozwolita
uzyska¢ biokatalizator o szerszym zakresie tolerancji pH,
wyzszej odpornosci temperaturowej oraz stabilnosci opera-
cyjnej. Zdolnos¢ karbodiimidu do aktywacji grup —OH chi-
tozanu potwierdzono takze w innych badaniach dotyczacych
lipazy Candida rugosa immobilizowanej na suchych i wilgot-
nych kuleczkach chitozanu [7]. W ustalonych optymalnych

warunkach reakcji hydrolizy (substrat — palmitynian p-nitrofe-
nylu) enzym unieruchomiony na zwilzonym nosniku wykazat
389% tzw. wzglednej aktywnosci specyficznej w odniesieniu
do enzymu natywnego. Wedlug autoréw przyczyng wzrostu
aktywnosci enzymu nie byla zastosowana tutaj technika wia-
zania kowalencyjnego, ale dodatkowo wyeksponowanie pod-
czas immobilizacji hydrofobowego obszaru lipazy otaczaja-
cego jej miejsce katalityczne. Biokatalizator ten byt stabilny
podczas wielokrotnego uzycia oraz przechowywania (30 dni,
25°C), a nawet zaobserwowano wzrost aktywnosci o ok. 2%.

Do unieruchamiania lipaz stosowana jest rowniez agaro-
za [6,10-12]. Zespol Moreno [11] zajmowat si¢ kowalencyjna
immobilizacja oczyszczonej lipazy Candida rugosa (frakcja
A 1 B) na kuleczkach agarozy (Bio-Gel) aktywowanej chlor-
kiem tosylu i krzemionce aktywowanej trichlorotriazyng.
Dla poréwnania unieruchomiono handlowo dostgpna lipaze
ta samg metodg i z wykorzystaniem tych samych no$nikow.
W przypadku preparatu handlowego (nieoczyszczonego) na
no$niku zachodzila niepozadana adsorpcja. Oczyszczone for-
my A i B lipazy nie adsorbowaly si¢, co moglo by¢ spowo-
dowane usunig¢ciem, podczas oczyszczania, cukru — glownie
laktozy, a takze niskoczasteczkowych peptydow. Zdaniem
autoroéw, dodatki te mogly poprzez tworzenie wigzan wodo-
rowych oddzialywa¢ z grupami hydroksylowymi no$nikow.
Uzyskane biokatalizatory nie obnizaly swej aktywnosci przez
co najmniej miesigc przechowywania w 4°C, miaty wzmoc-
niong odpornos¢ termiczna, a takze zwigkszong enancjoselek-
tywno$¢ w reakcji hydrolizy 2-chloropropionianu metylu.

W innej pracy, dotyczacej takze lipazy Candida rugo-
sa i tej samej procedury unieruchomienia enzymu, More-
no i wsp. [10] rozwazali wplyw wlasciwos$ci nosnika, jego
charakteru hydrofilowo / hydrofobowego na aktywnos$¢
systemOow z lipazg. Pomimo zblizonej ilosci biatka zwig-
zanego z nos$nikami (33 — 40%), lipaza unieruchomiona na
agarozie charakteryzowala si¢ wyzsza aktywnoscig (70-75%
aktywnosci enzymu natywnego) niz lipaza zwigzana z krze-
mionka (40 — 50% aktywnosci natywnego odpowiednika).
Oczyszczone frakcje A i B lipazy byly mniej stabilne ter-
micznie w poréwnaniu z handlowym preparatem. Przyczyna
tego zjawiska, wg autorow byl proces oczyszczania enzymu
i usuni¢cie weglowodanow.

Immobilizacja lipaz na nosnikach z polimeroéw synte-
tycznych

Polimery syntetyczne stanowig najliczniejsza grupe nosni-
kow stosowanych w immobilizacji lipaz [5,13-27]. Na etapie
syntezy tych materialdow mozna regulowac ich porowatosc,
$rednice porow, pgcznienie, a takze wprowadza¢ grupy funk-
cyjne. Nosniki syntetyczne moga posiadaé réznorodne formy
i ksztalty, sa tatwo dostegpne i stosunkowo tanie. Ich charakter
hydrofobowy, dzialajacy niekorzystnie na strukture II-rzg-
dowa wigkszosci enzymow [3], w przypadku lipaz moze by¢
czynnikiem korzystnym, szczegolnie podczas unieruchamia-
nia lipaz poprzez adsorpcje. Wadami polimeréw syntetycz-
nych jest brak biodegradowalnosci 1 ograniczona mozliwos¢
regeneracji.

Do immobilizacji lipazy z Candida rugosa zastosowano
poliamid o nazwie handlowej Nylon 6 [18,24]. Badano kine-
tyke reakcji estryfikacji dlugotancuchowych kwasow ttusz-
czowych alkoholami o roznej dhugosci tancucha weglowo-
dorowego [24] oraz kierowanej syntezy estrow zapachowych
w reaktorze okresowym i z przeptywem ciggtym [18]. W obu
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przypadkach uzyskano stabilne systemy z biokatalizatorem
aktywnym przez dtugi okres czasu.

Obserwuje si¢ systematyczny rozw6j metod kowalen-
cyjnego laczenia enzymow z polimerami odwracalnie roz-
puszczalnymi — nierozpuszczalnymi w wodzie. Polimery te
posiadaja unikatowa wiasciwo§¢ zmiany rozpuszczalno$ci
wywotanej niewielka zmiang warunkéw fizycznych jak war-
tosci pH, temperatury, sity jonowej, pola elektrycznego czy
magnetycznego albo kilku wymienionych czynnikéw jedno-
czesnie [3,20,23]. Sposrod licznej grupy polimerow, najwick-
szym zainteresowaniem w immobilizacji lipaz cieszg si¢ poli-
mery, ktorych rozpuszczalno$¢ zalezy od zmian wartosci pH.
Najczesciej stosowanym polimerem wrazliwym na zmiany
warto$ci pH srodowiska jest kopolimer kwasu metakrylowego
i metylometakrylanu znany pod nazwa handlowa Eudragit
S-100 [23]. Proces taczenia kowalencyjnego lipazy z Chro-
mabacterium viscosum z grupami karboksylowymi Eudragit
S z udziatem karbodiimidu prowadzono przy pH 5,5, w kto-
rym preparat jest calkowicie rozpuszczalny w wodzie. Obni-
zenie warto$ci pH do 4,5 powodowato wytracenie preparatu
i mozliwo$¢ oddzielenia nosnika z lipaza od mieszaniny re-
akcyjnej. W pracy Zhu i wsp. [25] przygotowano wrazliwy
na zmiany pH terpolimer kwasu metakrylowego, akrylamidu
i bezwodnika kwasu maleinowego. Stosowano 5 nosnikoéw
roznigeych si¢ udzialem wymienionych sktadnikéw. War-
tos¢ krytyczna pH tych polimeréw miescita si¢ w zakresie
2,4 do 3,9. W poréwnaniu z enzymem natywnym, aktyw-
no$¢ i enancjoselektywnos¢ immobilizowanej na tych no-
$nikach lipazy z Candida rugosa (reakcja hydrolizy estru
ketoprofenu) wzrosty odpowiednio 1,5 oraz §,7-krotnie.
Po 8 cyklach katalizy unieruchomiony enzym posiadat
46% aktywnosci w poréwnaniu do aktywnosci wyjsciowej,
a jego enancjoselektywno$¢ pozostala niezmieniona.

Zespot Liu przedstawit innowacje w zakresie unierucha-
miania lipaz na no$nikach magnetycznych [20]. Materiat do
kowalencyjnej immobilizacji przygotowano na drodze po-
limeryzacji suspensyjnej metakrylanu i diwinylobenzenu
w obecnosci nanoczastek magnetycznych pokrytych kwa-
sem oleinowym. Powierzchni¢ no$nika funkcjonalizowano
poprzez aminolizg, a nastgpnie przeprowadzono aktywacje
aldehydem glutarowym. Zastosowanie tego typu nosnika,
poza utrzymywaniem biokatalizatora w mieszaninie reak-
cyjnej, dato mozliwo$¢ jego tatwego wydzielenia poprzez
uzycie zewnetrznego pola magnetycznego. Immobilizowana
w ten sposob lipaza Candida cylindraceae, w poréwnaniu
z enzymem natywnym, charakteryzowata si¢ lepsza stabilno-
$cig termiczng i operacyjna — po 6 cyklach reakcji utrzymywa-
a 75,6% wyjsciowej aktywnosci.

Duzym zainteresowaniem cieszy si¢ metoda wigzania
kowalencyjnego lipaz z Eupergitem C — nosnikiem opartym
na metakrylanie glicydylu [19,21,27]. Do immobilizacji en-
zymow na tym nos$niku wykorzystuje si¢ grupy bialka enzy-
matycznego (aminowe, sulthydrylowe, hydroksylowe), ktore
moga by¢ istotne dla akcji katalitycznej. Stad czesto trudno
uzyskaé stabilne wigzanie i jednoczes$nie wysoka aktywno$é
enzymu. Interesujacg alternatywsg jest sprzg¢zenie kowalen-
cyjne lipaz z nosnikem przez ich czgsci cukrowe, ktére nie
wplywaja na aktywno$¢ enzymu [15,19]. Lipaze z Candida
rugosa unieruchomiono na nos$niku aktywowanym 1,2-dia-
minoetanem (Eupergit C-NH,) przez reszty weglowodanowe
uprzednio utlenione nadjodanem sodu [19]. Dla poréwnania

wykonano tez immobilizacj¢ metodami konwencjonalnymi,
tj. na drodze bezposredniego wiagzania enzymu do polimeréw
przez grupy epoksydowe nosnika i aminowe lipazy oraz ak-
tywacj¢ Eupergitu C-NH, aldehydem glutarowym. Badanie
kinetyki dezaktywacji termicznej (37, 50 1 75°C) wykazato,
ze zastosowane procedury immobilizacji daty zadowalajaca
stabilizacj¢ biokatalizatora. Porownujac czas potowicznego
zaniku aktywnosci stwierdzono, ze unieruchomienie lipazy
przez jej reszty cukrowe pozwolito uzyskac¢ forme¢ dwukrotnie
trwalsza niz metoda immobilizacji konwencjonalnej i 18 razy
stabilniejsza niz enzym natywny. Najlepsza pod wzgledem
wydajno$ci wiazania bialka z nosnikiem okazata si¢ techni-
ka unieruchamiania przez grupy epoksydowe (52,4%). Sys-
tem ten jednak wykazywat najnizsza aktywnos¢ specyficzng
(20,7% wzgledem lipazy natywnej). Przyczyna mogto by¢
wielopunktowe wigzanie oraz zaangazowanie grup istotnych
dla katalizy i utrzymania III- rzgdowej struktury enzymu.
Zaobserwowano wyzsza aktywnos$¢ lipazy zwiazanej z no-
$nikiem za pomoca diugiego ramienia przestrzennego etyle-
nodiamino/glutaraldehydowego (31% aktywnos$ci enzymu
natywnego). Taki sposob unieruchomienia gwarantowat lep-
sze umiejscowienie enzymu dla akcji katalitycznej i ochrong
przed niepozadanymi oddziatywaniami duzej czasteczki lipa-
zy z nosnikiem. Korzysci ptynace z wbudowania pomiedzy
nos$nik a biatko enzymatyczne ramienia przestrzennego (ang.
spacer arm) potwierdzity tez inne badania [14]. Jednak me-
toda wykorzystujaca grupy cukrowe jako taczenie chemiczne
wydaje si¢ by¢ najefektywniejsza (aktywnos¢ 43,3% w po-
réwnaniu z enzymem nieimmobilizowanym). Zdaniem auto-
réow wynika to z korzystnych oddziatywan czasteczki lipazy
z nosnikiem oraz nie naruszenia miejsca aktywnego.

Na bazie metakrylanu uretanowego i glicydylu oraz hy-
droksyetylometakrylanu otrzymano polimer, ktéry naniesiono
w postaci cienkiego filmu na membrang z polipropylenu [22].
Uzyskano hydrofobowy nosnik o zwigkszonej hydrofilowo-
$ci 1 biokompatybilno$ci. Na membranie tej poprzez grupy
epoksydowe nosnika unieruchomiono lipaz¢ Candida rugosa
i dla stabilizacji enzymu sieciowano aldehydem glutarowym.
W poréwnaniu do lipazy natywnej, biokatalizator immobili-
zowany mial szerszy zakres tolerancji pH, wzmocniong stabil-
no$¢ termiczng i operacyjng. Po 6 cyklach reakcji estryfikacji
kwasu oleinowego oktanolem w warunkach optymalnych li-
paza unieruchomiona zachowata 84,1% wyjsciowej aktywno-
$ci, a po 10 cyklach 57,5%. Enzym natywny, po 5 godzinach
syntezy (5 cykli reakcyjnych) byt aktywny w 13%, natomiast
po 10 cyklach ulegat dezaktywacji.

Zespot badawczy Bayramodlu [13] okreslat wpltyw steze-
nia fenyloalaniny w kopolimerze opartym na hydrofilowym
2-hydroksyetylometakrylanie na ilo§¢ i aktywno$¢ zwigza-
nej lipazy. Grupy karboksylowe fenyloalaniny aktywowa-
no karbodiimidem i tgczono z grupami -NH, biatka enzy-
matycznego. Wzrost stezenia hydrofobowego aminokwasu
w noséniku prowadzil do wzrostu iloéci zwigzanego enzymu,
ale powodowato to obnizanie aktywnosci preparatu enzyma-
tycznego. Nadmierne wysycenie por6w membrany enzymem
wywotlato przestrzenne przeszkody w dotarciu substratu do
lipazy, ograniczenie dyfuzji wielkoczasteczkowego substratu
(oliwa z oliwek) lub tez powstanie oddziatywan biatko — bial-
ko utrudniajace przemiang reagentu.

W pracach Bryjak i wsp. badano przydatno$¢ do im-
mobilizacji lipaz no$nikow akrylowych o rdéznym stopniu
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hydrofobowosci, porowatos$ci i polarnosci [16,17]. Czes¢
z nich modyfikowano przez aminoliz¢. Zaobserwowano, ze
w niektorych przypadkach aktywno$¢ unieruchomionej li-
pazy po przechowywaniu przez okres 3 miesi¢gcy (pH 7,8;
4°C) byla wyzsza niz aktywno$¢ enzymu zmierzona zaraz
po immobilizacji [16]. Zdaniem autoréw enzym zwigza-
ny z nosnikiem niewielkg ilo§cig potaczen kowalencyj-
nych mogt podczas przechowywania przez dlugi okres cza-
su przyja¢ konformacj¢ blizsza enzymowi natywnemu.
Takie zjawisko zachodzito na polimerach o niskiej zawar-
tosci grup -NH, i o wysokiej porowato$ci. Przesunigcia en-
zymu nie bylyby mozliwe w przypadku zaangazowania
w unieruchomienie pojedynczych czasteczek lipazy duzej ilo-
$ci grup aminowych.

Immobilizacja kowalencyjna lipaz na nosnikach
nieorganicznych

Nosniki nieorganiczne, oprocz wielu zalet (odpornosé
fizyczna, chemiczna i biologiczna, tatwo$¢ regeneracji) po-
siadaja istotng wadg. Obecno$¢ w nich matej liczby grup
aktywnych chemicznie powoduje wigzanie biatka w nie-
wielkich ilosciach. Z tego wzglgdu materialy te musza by¢
poddawane funkcjonalizacji polegajacej na wigzaniu ich
z polimerami syntetycznymi, naturalnymi lub organokrzemia-
nami. Spos$rod nosnikoéw nieorganicznych do immobilizacji
lipaz najczgsciej stosuje si¢ krzemionke, gliniany, ceramike,
szkto nieporowate lub szkto o kontrolowanych porach oraz
zeolity.

Do hydrolizy 2-fenylopropionianu etylu stosowano
lipazg Candida cylindraceae unieruchomiong na krze-
mionce, glinianie oraz dwoch typach szkta o kontrolo-
wanych porach [28]. Wymienione no$niki aktywowa-
no trichlorotriazyng. Systemy biokatalizatora zwigzane
z krzemionka i glinianem wykazywaly wyzsza aktywnosc¢
hydrolityczna i wigksza odpornos¢ na temperatur¢ niz ich
odpowiedniki na szkle. Przyczyng byly réznice w porowato-
$ci tych materiatlow. Immobilizacja lipazy na mezoporowatej
krzemionce i glinianie zachodzila na powierzchni no$nikow
nie utrudniajac substratowi dostepu do miejsca aktywnego en-
zymu. Na szkle zemulgowane krople oleju mialy ograniczony
kontakt z obszarem katalitycznym lipazy, poniewaz znaczaca
ilos¢ biatka zwigzana byta wewnatrz poréw nosnika. Preparat
enzymatyczny na krzemionce przechowywany w 50°C byt 37
razy bardziej stabilny niz enzym natywny. Po 336 godzinach
(2 cykle) procesu hydrolizy utrzymywat 80% wyjsciowej ak-
tywnosci, a po 3 cyklach pracy jego aktywno$¢ pozostawata
na poziomie 50%.

Podjeto szereg prob uzyskania nowych funkcjonalizo-
wanych nos$nikéw krzemionkowych [29-33]. Do zelu krze-
mionkowego w reakcji z 3-aminopropylotrietoksysilanem
wprowadzono grupy aminowe i za pomocg poliimidu kwasu
bursztynowego zwigzano lipaze trzustki wieprzowej [31]. Bai
1 wsp. [29,30] na drodze polimeryzacji szczepionej opracowa-
li r6zne no$niki krzemionkowe z reaktywnymi grupami alde-
hydowymi. Najlepszy rezultat w immobilizacji lipazy trzustki
wieprzowej osiagni¢to poprzez zamocowanie na krzemion-
ce dlugiego ramienia przestrzennego winylotrietoksysilanu
i aldehydu akrylowego [29]. Aktywnos$¢ lipazy zwiazanej
z taka strukturg dendrytowa no$nika wynosita 118% w porow-
naniu z enzymem niezwigzanym. Lipaz¢ z Mucor javanicus
immobilizowano efektywnie na nanoczgstkach krzemionki

z wbudowanym metakrylanem glicydylu [33]. Grupy epoksy-
dowe nosnika wykorzystano do bezposredniego wielopunk-
towego wigzania enzymu. Do no$nika wprowadzono takze
grupy aminowe, ktore przed unieruchomieniem lipazy akty-
wowano aldehydem glutarowym lub 1,4-diizotiocyjanianem
fenylu. Ilos¢ lipazy na czastkach z modyfikowanym metakry-
lanem glicydylu byta duzo wyzsza (81,3 i 60,9 mg/g no$nika)
niz na nosnikach niecaktywowanych (18,9 mg/g). Aktywno$¢
hydrolityczna w §rodowisku wodnym lipazy zwigzanej z no-
$nikiem aktywowanym glutaraldehydem wynosita w stosunku
do enzymu natywnego 115%, a po modyfikacji 1,4-diizotiocy-
janianem fenylu 107%.

Magnan i wsp. [34] opracowali membran¢ mieszang przy-
gotowang z dynamicznej warstwy zelowej uzyskiwanej w wy-
niku ultrafiltracji roztworu Zelatyny z iming polietylenowg na
makroporowatym no$niku ceramicznym. Do zalet tego typu
membrany nalezy kompatybilno$¢ z enzymem, tatwosé przy-
gotowania i regeneracji. Lipaz¢ Candida antarctica B ,,umo-
cowano” na membranie za pomocg aldehydu glutarowego
jako czynnika sieciujacego. W celu zwigkszenia miejsc wia-
zania lipazy (grupy aminowe) zwigkszono stezenie aldehydu
glutarowego do 12,5%. Wysokie stezenie czynnika sieciujgce-
go poprawilo usieciowanie warstwy polimerowej, ktdrg jed-
nak trudno bylo usuna¢ nawet na drodze drastycznego prze-
mywania. W ten sposob po dwoch lub trzech regeneracjach
membrany opor hydrauliczny no$nika ceramicznego byt tak
duzy, ze ciSnienie membranowe wymagane do zapewnienia
odpowiedniego strumienia przeptywu mogto zniszczy¢ war-
stwe polimeru. Aby unikngé tych probleméw zdecydowano
si¢ na obnizenie stg¢zenia aldehydu glutarowego do 4%, co po-
zwolilo na kompletna regeneracje membrany. Uzyskany unie-
ruchomiony biokatalizator mial zastosowanie w reakcjach
hydrolizy i syntezy w réznych §rodowiskach (system wodny
i heksan).

Immobilizacja lipaz na nosnikach hybrydowych
(kompozytowych)

Nosniki hybrydowe to materiaty nieorganiczno - organiczne
lub bgdace mieszaning polimeréw naturalnych i syntetycznych.
Lacza one zalety poszczegodlnych grup nosnikow i minimaliza-
cj¢ cechujemnych. Zauwaza si¢ rosngca popularno$é nosnikow
hybrydowych, w sktad ktorych wchodzi karaginian, zelatyna,
chitozan [34-37]. W badaniach Ye i wsp. [36] na membrang
kapilarng powstata w wyniku kopolimeryzacji akrylonitrylu
1 kwasu maleinowego naniesiono zelatyng. Powstaly ,,pseudo-
biono$nik” uzyto do immobilizacji lipazy Candida rugosa sto-
sujgc aldehyd glutarowy. Przeprowadzono rowniez wigzanie
lipazy za pomoca imidu kwasu bursztynowego i karbodiimidu
na no$niku niemodyfikowanym (bez zelatyny). W poréwna-
niu z enzymem natywnym, aktywno$¢ lipazy immobilizowa-
nej na modyfikowanej membranie wynosita 49,2%, natomiast
na nosniku bez Zelatyny 33,9%. Badania stabilno$ci operacyj-
nej otrzymanych preparatow enzymatycznych wykazaty, ze
biokatalizator potaczony z warstwa biopolimeru utrzymywat
55% wyjSciowej aktywnosci po 10 cyklach reakcyjnych, a li-
paza na nosniku niemodyfikowanym 62%. Podobna technike
zastosowano do otrzymania dwuwarstwowych biomimetycz-
nych nosnikow, gdzie warstwe zelatyny lub chitozanu wigzano
z wioknami koplimeru akrylonitryl - kwas maleinowy [37].

Do no$nikow kompozytowych zaliczy¢ mozna takze no-
$niki nieorganiczne zwigzane z polimerami syntetycznymi,
naturalnymi lub organokrzemianami [29-34].
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SIECIOWANIE LIPAZ

Podczas sieciowania za pomocg jedno, dwu- lub wielo-
funkcyjnych czynnikéw sieciujacych tworzg si¢ wielokrot-
ne i w trzech wymiarach, wigzania kowalencyjne pomig¢dzy
czasteczkami enzymu. Mimo duzej ré6znorodnosci czynnikow
sieciujacych biatka (m.in. karbodiimidy, diimidoestry, bis-
bursztynoimid, diizocyjaniany, dialdehydy, diacyloazydki
i inne) najczesciej wykorzystuje si¢ aldehyd glutarowy. Re-
aktywne grupy aldehydowe znajdujace si¢ na koncach cza-
steczki tego zwiazku reagujg z wolnymi grupami aminowymi
(grupy e-aminowe lub N-koncowe) enzymu tworzac struktury
typu zasady Schiff’a. Swoja popularnos$¢ aldehyd glutarowy
zawdzigcza gtownie stabilnosci, niskiej cenie, wydajnosci, ta-
godnym warunkom sieciowania i certyfikatowi GRAS (ang.
Generally Recognized as Safe) [3]. Sieciowaniu mozna pod-
da¢ biatko uprzednio zwiazane (np. na drodze adsorpcji lub
zamkniete w sieci zelu) z nosnikiem, co nalezy jednak trak-
towac jako uzupetnienie innych technik immobilizacji. Nato-
miast tworzenie preparatow bez nos$nika dotyczy sieciowania
enzymu w roztworze wodnym lub agregatow biatkowych
i krysztatéw [3]. Sieciowanie enzymu w roztworze wodnym
polega na dodaniu czynnika sieciujgcego w iloSci zapewnia-
jacej wypadanie usieciowanych agregatow. Wada tej metody
jest to, ze zazwyczaj uzyskuje si¢ zzelowane precypitaty, kto-
re najczesciej maja obnizong aktywnos¢ i stabilno$¢ opera-
cyjna, czego przyczyna jest zbyt silna modyfikacja czasteczki
biatka. Dodatkowym problemem jest niska powtarzalno$§é
metody oraz trudnosci z uzyskaniem jednolitych rozmiarowo
agregatow i preparatow handlowych. Z wymienionych powo-
dow metoda ta praktycznie nie jest stosowana.

Interesujaca technologia w zakresie immobilizacji stoso-
wang dla lipaz jest sieciowanie krysztalow enzymu (CLECs-
ang. Cross-Linked Enzyme Crystals) [38,39]. Standardowa
procedura polega na otrzymaniu mikrokrysztatéw o rozmia-
rach 1-20 um, ktore sieciuje si¢ zwykle aldehydem glutaro-
wym. Obecne w strukturze usieciowanych krysztatow kanaty
utatwiajg dyfuzj¢ substratow i produktow [39,40]. CLECs
opisywane s3 jako biokatalizatory o duzej stabilno$ci, odpor-
no$ci mechanicznej i bardzo wysokiej aktywnosci w przeli-
czeniu na jednostke preparatu, co zwigzane jest ze skonden-
sowaniem czasteczek enzymu w krysztatach [38,39]. W ten
sposOb immobilizowano lipazy z Candida rugosa i Burkhol-
deria cepacia [41]. Przygotowane krysztaty lipaz wykazywa-
ly wysoka stereoselektywnos¢ w reakcji hydrolizy waznych
zwigzkéw chemicznych, np. ibuprofenu. Preparaty te byly
rowniez od 10 do 90 razy aktywniejsze w reakcjach stereo-
selektywnej estryfikacji i1 transestryfikacji prowadzonych
w rozpuszczalnikach organicznych niz enzymy natywne.
Krysztaty lipazy z Candida rugosa zastosowane w chiralnym
rozdziale r6znych zwigzkéw odznaczaty si¢ wysoka stabilno-
$cig, zarowno w uktadach wodnych, jak i z rozpuszczalnikiem
organicznym [39]. W zaleznosci od warunkow, czas utraty
50% aktywnosci dla enzymu natywnego wynosit od 2 do 20
godzin, natomiast czas potowicznego zaniku aktywnosci pre-
paratu CLECs w medium wodnym to 13 dni, a w organicznym
nie stwierdzono utraty aktywnosci po 5 dniach.

Procedura otrzymywania CLECs jest jedng z drozszych
i bardziej skomplikowanych metod immobilizacji. Wysoka
cena wynika z kosztéw uzyskania czystego enzymu, nie-
zbednego do produkcji krysztatow [42]. Alternatywa dla tej
metody moze by¢ otrzymywanie usieciowanych agregatow

enzymow — CLEAs (CLEAs- ang. Cross-Linked Enzyme Ag-
gregates) [3,38], ktore uzyskuje si¢ w wyniku precypitacji bia-
fek enzymatycznych, a nastgpnie ich sieciowaniu aldehydem
glutarowym. Wtasciwosci katalityczne finalnego produktu
w znacznym stopniu moga zaleze¢ od typu precypitacji, steze-
nia czynnika sieciujgcego i czasu sieciowania [3,38,40,43]. Do
zalet tej techniki zalicza si¢ taczenie immobilizacji z oczysz-
czaniem enzymu, niski koszt produkcji, wysoka aktywno$¢
w przeliczeniu na mas¢ preparatu oraz zwigkszong stabilnos¢.

W pracy Lopez-Serrano jako CLEAs immobilizowano
siedem lipaz pochodzenia mikrobiologicznego [43]. Lipazy
z Thermomyces lanuginosus i Rhizomucor miehei wytracone
przez dodatek (NH,),SO, w obecnosci SDS (siarczan sodowy
dodecylu) mialy 3-krotnie wyzsza aktywno$¢ hydrolityczna
od ich natywnych odpowiednikow.

Podjeto takze proby wzmocnienia stabilnosci lipaz przez
wlaczenie ich CLEAs w pory membrany [40]. Agregaty li-
pazy z Candida rugosa tworzono i sieciowano w $rodku po-
réw mikrofiltracyjnej membrany z celulozy i PTFE. Badano
wplyw sktadu medium organicznego oraz charakteru hydro-
filowego i hydrofobowego matrycy nosnika na wiasciwos$ci
biokatalityczne membran. Otrzymano wysokoefektywne
membrany z ,,wtloczonymi” CLEAs zaréwno na bazie hy-
drofobowych, jak i hydrofilowych polimeréw. Czynnikiem
znaczaco wpltywajacym na aktywno$¢ biokatalizatoréw bylo
stezenie aldehydu glutarowego, ktory peit role czynnika wy-
wotlujacego agregacje i rownoczesnie reagenta sieciujgcego.
W badaniach zastosowano dodatkowo ,,bio-imprinting” lipaz
kwasem oleinowym, co jednak nie wptynelo znaczaco na po-
prawe aktywnos$ci enzymu w reakcjach estryfikacji.

PODSUMOWANIE

Biokataliza z udzialem mikrobiologicznych lipaz jest
technologia o ogromnym potencjale pozwalajaca otrzymywacé
liczne zwigzki na potrzeby przemystu spozywczego, chemicz-
nego i farmaceutycznego. W celu obnizenia kosztéw handlo-
wych preparatéw tych enzymdw obserwuje si¢ ciagly rozwoj
i optymalizacje¢ technik ich immobilizacji. Na efekt koncowy
immobilizacji kowalencyjnej maja wplyw nastepujace czyn-
niki: czas immobilizacji (zwykle kilka godzin), dostepno$¢
powierzchni nosnika i jego porowatos¢, ilo§¢ zaktywowanych
grup funkcyjnych nosnika i biatka, rodzaj czynnika wigzace-
go, odleglo$¢ zwigzanego enzymu od powierzchni no$nika
i orientacja przestrzenna centrum aktywnego, mono- i wielo-
punktowe zwigzanie enzymu z no$nikiem oraz charakter hy-
drofilowo / hydrofobowy materiatu no$nika.

Immobilizacja kowalencyjna daje zwykle trwale zwiaza-
nie enzymu z no$nikiem, podwyzszenie stabilnosci lipazy,
zwigkszenie zakresu tolerancji pH i wyzszych temperatur.
Wzrost optimum temperatury zwigzany jest z redukcja ruchli-
wosci konformacyjnej biatka wywotanej wielopunktowym
wigzaniem z nosnikiem poprzez grupy —NH, enzymu. Stad
wymagana jest wigksza energia aktywacji do przeorganizowa-
nia czgsteczki lipazy do wlasciwej dla substratu konformacji.

Dalszy rozwdj technik immobilizacji pozwoli w przy-
szto$ci rozszerzy¢é przemyslowe zastosowania lipaz oraz
otworzy nowe mozliwosci uzytkowania tych enzymow
o wszechstronnych wlasciwos$ciach katalitycznych.
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Tabela 2. Przyktady wptywu immobilizacji kowalencyjmej na wlasciwosci lipaz
Lipaza Rodzaj nosnika Aktywacja no$nika Wynik immobilizacji Literatura
Z trzustki Akrilex 100 karbodiimid; sieciowanie uzyskanie maksymalnej aktywno$ci hydrolitycznej: enzym
wieprzowej (poliakrylamid) aldehydem glutarowym [ub natywny — 20 h, immabilizowany — 3 h; wzrost [26]
difluoronitrobenzenem termostabilnosci i odpornosci na dziatanie mocznika
Mucor javanicus krzemionka z aldehyd glutarowy lub Wzrost aktywnosci hydrolitycznej do 115% wzglgdem [33]
metakrylanem glicydylu 1,4-diizocyjanian fenylu enzymu natywnego
Arthro-bacter sp. | Sepharose (agaroza) CNBr Wzrost stezenia enancjomerdw
z E=47 do E=450; wysoka stabilnos¢ operacyjna [6]
(aktywnos¢ niezmieniona po 10 cyklach)
Rhizopus oryzae Sepharose 4BCL CNBr Wzrost stezenia enancjomeréw maslanu glicydylu [12]
(agaroza) zE=2doE=17
Candida rugosa akrylonitryl-kwas karbodiimid / imid kwasu | Wzrost stabilno$ci operacyjnej: pe 10 cyklach reakcji 55% [37]
maleinowy z bursztynowego; sieciowanie (chitozan) i 62% (zelatyna) aktywnosci wyjsciowej
chitozanem lub zelatyna aldehydem glutarowym
agaroza (Bio-Gel) chlorek tosylu Wydtuzenie czasu utraty 50% aktywnosciz 0,28 h
do ok. 5 h; przechowywanie w 4°C przez 4 miesigce [10]
Candida rugosa krzemionka trichlorotriazyna bez utraty aktywnosci
Candida rugosa | terpolimer na bazie me- aldehyd glutarowy Podwyzszenie stabilno$ci termicznej — po 2h w 60°C 14
takrylanu glicydylu z dia- utrzymywat 67% aktywnosci, natywny — 11% [14]
minoheksanem jako ra-
mieniem przestrzennym
Candida rugosa hydrozel na bazie epichlorohydryna Wysoka stabilno$¢ operacyjna: po 10 cyklach reakeji — 35
akrylamidu z 94% aktywnosci wyjsciowej; [35]
karaginianem 40 cykli — 39% aktywnosci wyjsciowej
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COVALENT IMMOBILIZATION
OF LIPASES

SUMMARY

Lipases constitute the most important group of biocatalyst for
biotechnological applications.

This review describes issues concerning immobilization of li-
pases by covalent binding and cross-linking. Properties of va-
rious organic, inorganic and composite supports were charac-
terized along with their suitability for lipase immobilization.

Knowledge of issues discussed in the paper can be helpful in
the planning research connected with chemical immobiliza-
tion of lipases.



