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WPROWADZENIE
Obecnie wiele uwagi skupia się na realizacji procesów 

technologicznych które są prowadzone w sposób zrównowa-
żony, czyli taki który jest bezpieczny dla życia i środowiska. 
Enzymy umożliwiają przeprowadzenie procesów w opisany 
powyżej sposób. Enzymy to inaczej naturalne biokataliza-
tory procesów zachodzących w organizmach żywych, natu-
ralne aktywatory czy po prostu biocząsteczki. Dzięki swoim 
właściwościom (m. in. biodegradacji, wielokrotnemu użyciu 
oraz wykorzystaniu niedużych ilości preparatu w reakcji) bio-
katalizatory stanowią podstawę zrównoważonego rozwoju  
w przemyśle.

Procesy katalizowane enzymami następują w łagodnych 
warunkach środowiskowych, co jest niezwykłą zaletą pod-
czas modyfikacji np. składników odżywczych. Dodatkowym 
atutem jest to, iż proces transformacji przebiega bez znisz-
czenia pożądanych składników odżywczych [1,8,21]. Enzy-
my charakteryzują się ponadto wysoką specyficznością oraz 
selektywnością przez co ich wykorzystanie z każdym rokiem 
rośnie. Praktycznie jako katalizatory są wykorzystywane  
w wielu różnych dziedzinach życia codziennego, nauki oraz 
przemysłu (rysunek 1).
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Możliwość przeprowadzania przez enzymy reakcji biotrans-
formacji, spowodowała wprowadzenie ich jako katalizatorów 
wielu procesów syntezy, w takich obszarach życia jak: prze-
mysł spożywczy, kosmetyczny, farmaceutyczny czy ogólnie 
chemiczny. Pomimo szeregu zalet, które są przedstawione  
w poniższym artykule, ciągle istnieje blokada stosowania li-
paz w użyciu powszechnym, a mianowicie wysoka cena. Ze 
względu na nią lipazy stosowane są tylko dla specjalnych po-
trzeb i zadań. Aby rozwiązać problem wysokiego kosztu enzy-
mów należy doskonalić metody ich odzysku i regeneracji oraz 
późniejszego zawrócenia do procesu.
Celem artykułu jest przedstawienie możliwych sposobów od-
zysku, oczyszczenia oraz ponownego użycia zregenerowane-
go enzymu.
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The possibility of biotransformation reactions carried out by 
the enzymes caused their introduction as catalysts of many 
synthetic processes in such areas of life as food, cosmetic, 
pharmaceutical or general chemical industry. Despite of the 
many advantages that are presented in the following article, 
there is still a limitation in the use of lipases in a general ap-
plication. It is a high price. Due to it, lipases are used only 
for special needs and tasks. To solve the problem of high cost 
of enzymes, methods for their recovery and regeneration and 
subsequent return to the process should be improved.
The aim of the article is to present the possible ways of reco-
very, purification and reuse of the regenerated enzyme.
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Biokatalizatory jak wspomniano to substancje biodegrado-
walne oraz kompatybilne ze środowiskiem. Niestety, nie roz-
wiązanym do tej pory problemem jest ich dość wysoka cena. 
Jedną z możliwości obniżenia kosztów stosowania enzymów 
jest regeneracja i powtórne zawrócenie do procesu. Dzięki ta-
kiemu podejściu zredukowana zostaje także ilość odpadów. 
Poza tym szerokie wykorzystanie enzymów niesie za sobą 
jeszcze jedną, dodatkową korzyść a mianowicie możliwość 
wyeliminowania i zastąpienia katalizatorów chemicznych.

Zastosowanie immobilizacji dla 
lipaz

W celu zmniejszenia rozpuszczalności biokatalizatora  
w środowisku reakcji, którą katalizuje, stosuje się immobi-
lizację (unieruchomienie) na nośnikach. Dzięki unierucho-
mieniu biokatalizator można łatwiej oraz szybciej odzyskać 
ze środowiska reakcji. Możliwa jest także jego regeneracja  
w celu późniejszego wielokrotnego wykorzystania. Dodatko-
wo stosowanie immobilizowanych enzymów pozwala na lep-
szą kontrolę warunków przeprowadzanego procesu [16,23].
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Immobilizację enzymów można prowadzić na wiele spo-
sobów. Najczęściej wykorzystywane metody unieruchomie-
nia lipaz to:

a) immobilizacja na powierzchni nośnika – technika ta 
bazuje na oddziaływaniach kowalencyjnych bądź fi-
zycznych (adsorpcja, adhezja) pomiędzy enzymem  
a powierzchnią nośnika.

b) unieruchomienie wewnątrz nośnika – technika „za-
mknięcia” enzymu; biokatalizator jest umieszczony  
w przestrzeni, która izoluje go od środowiska, np. mi-
krokapsułkowanie [4, 12].

Niewłaściwie dobrane podłoże może spowodować degra-
dację, dezaktywację czy nieefektywne działanie enzymu. Od 
własności nośnika zależy aktywność a także końcowa cena 
preparatu immobilizowanego. Jako nośniki biokatalizatora 
wykorzystywanych jest szereg różnych związków chemicz-
nych. Najczęściej stosowane podłoża zaprezentowano na ry-
sunku 2.

Wybrane propozycje 
regeneracji lipaz i ponowne ich 

zawrócenie do procesu
Znaczenie triacylogiceroli oraz kwasów tłuszczowych  

w przemyśle spożywczym jest znanym od dawna i wciąż  
aktualnym zagadnieniem. Lipazy wykorzystuje się do mody-
fikacji triacylogliceroli ze względu na ich regispecyficzność  
a tym samym możliwości otrzymania różnorodnych tłusz-
czów strukturyzowanych (począwszy od triacylogliceroli 
odpowiadających triacyloglicerolom mleka matki po tricay-
loglicerole dedykowane osobom z dysfunkcjami przewodu 
pokarmowego).

Lipazy wykorzystuje się jako katalizatory do modyfikacji 
tłuszczów przede wszystkim w procesach przeestryfikowania 
kierowanego bądź niekierowanego [4,12]. Przeestryfikowanie 
staje się szansą otrzymania tłuszczów bezpiecznych, wolnych 
od izomerów trans, jest więc procesem konkurencyjnym dla 
uwodornienia. Regeneracja lipaz a następnie zawrócenie ich 
do procesu pozwoliłoby na obniżenie kosztów i zdecydowane 
poszerzenie gamy nowych i bezpiecznych produktów tłusz-
czowych.

Rys. 1.	 Wybrane aplikacje enzymów.
Fig. 1.		 Selected enzyme applications.
Źródło:	 Opracowanie własne na podstawie [2,3,7,10,15,17,19]
Source:	 Study based on [2,3,7,10,15,17,19]
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Do regeneracji lipaz (wyodrębnionych z reakcji) można 
wykorzystywać alkohole o 3 lub większej ilości atomów wę-
gla. Chen i Wu wykazali, iż alkohole: 2-butanol oraz tetra-bu-
tanol (w mieszaninie), wykorzystane do obróbki immersyjnej 
enzymu mogą regenerować immobilizowany biokatalizator. 
Przykładem zastosowania tej metody jest regeneracja niespe-
cyficznej lipazy Novozym 435, która przed wprowadzeniem 
do syntezy została „przemyta” metanolem a następnie miesza-
niną enancjomerów butanolu. Badania wykonane na Novozy-
mie wykazały, iż jego aktywność wzrosła nawet 10-ciokrotnie 
w stosunku do preparatu enzymatycznego, który nie został 
poddany obróbce immersyjnej (nie zastosowano „przemycia” 
alkoholem) [6, 18].

Zhang i wsp. przeprowadzili proces przeestryfikowania 
tłuszczu w obecności lipazy immobilizowanej na granulkach 
krzemiankowych. Po ukończeniu procesu przeestryfikowa-
nia enzym odzyskano poprzez filtrację. Następnie odzyskany 
biokatalizator zawrócono do nowej syntezy tranestryfikacji. 
Proces zawrócenia lipazy do środowiska reakcji powtórzono 
11-sto krotnie. Badanie otrzymanych produktów końcowych 
syntezy wykazało, iż zawartość produktów ubocznych uległa 
zmniejszeniu z 8% do 4% (zawartość diacylogliceroli) oraz  
z 4,5% do ok. 1% (zawartość wolnych kwasów tłuszczowych) 
[24].

Selmi i Thomas przedstawili zastosowanie immobilizowa-
nej lipazy w procesie etanolizy oleju słonecznikowego. Syn-
tezę alkoholizy przeprowadzono z użyciem immobilizowanej 
1,3 – specyficznej lipazy. Po zakończeniu procesu etanolizy 
enzym odfiltrowano i ponownie włączono do kolejnej syn-
tezy. Badanie produktów końcowych wykazało, iż podczas 
trzykrotnego zawrócenia unieruchomionego biokatalizato-
ra, konwersja procesu była wyższa niż konwersja syntezy  
z użyciem enzymu nieimmobilizowanego. Proces alkoholizy 
jest niezwykle ważny, ponieważ podczas tej reakcji powstają 
estry kwasów tłuszczowych, które mogą być zamiennikami 
biodiesla. W wyniku procesu enzymatycznego otrzymuje się 
produkt o wysokiej czystości, przyjazny i kompatybilny ze 
środowiskiem [20].

Odzysk oraz regenerację enzymu z reakcji otrzymywania 
biopaliwa przedstawili Subhedar i Gogate (2015). W prze-
prowadzonym przez nich eksperymencie biokatalizator od-
zyskano ze środowiska reakcji przez odsączenie. Odzyskany 
enzym przemyto acetonem, a następnie suszono przez 30 mi-
nut w temperaturze 40°C. Po procesie suszenia biokataliza-
tor umieszczono w eksykatorze w temperaturze pokojowej. 
Zregenerowany enzym zastosowano w kolejnych reakcjach 
syntezy biopaliwa. Badania enzymu wykazały, iż aktywność 
biokatalizatora uległa zmniejszeniu z ok 95% do 25% (po 
przeprowadzeniu 7-miu cykli powtórnego użycia) [22].

Inny rodzaj zastosowania preparatu enzymatycznego  
a następnie jego regeneracji, przedstawili Calero i wsp. 
(2014). Enzym po reakcji alkoholizy oleju roślinnego został 
wyodrębniony z mieszaniny poprzez filtrację. Przed ponow-
nym użyciem biokatalizatora, poddano go płukaniu w buforze 
fosforowym o pH lekko zasadowym (pH=8). Następnie en-
zym ponownie odfiltrowano. Autorzy potwierdzili, iż po wy-
konaniu regeneracji biokatalizatora może on zostać ponownie 
wykorzystany w procesach podobnej syntezy [5]. Opisywany 
proces regeneracji przedstawiono na rysunku 3.

Kutluk i Kapucu (2014) przedstawili w swojej pracy próbę 
ponownego użycia Lipazy TL. Badanie możliwości wtórnego 
użycia biokatalizatora przeprowadzono w następujący sposób: 
sporządzono mieszaninę użytej w syntezie lipazy (5%), wody 
oraz roztworu metanolu z olejem (stosunek 1/3). Uzyskany 
roztwór mieszano przez 24 godziny przy 200 obr/min. Immo-
bilizowany enzym odsączono oraz powtórnie wprowadzono 
do katalizowanej reakcji. Ponowne zastosowanie biokataliza-
tora (po regeneracji) spowodowało spadek ilości estrów mety-
lowych kwasów tłuszczowych z 95% do 50%, przy czwartej  
i każdej następnej regeneracji [11].

Lee i wsp. (2013) jako sposób regeneracji biokatalizatora 
przedstawili „przemycie” immobilizowanej lipazy świeżym 
krytycznym dwutlenkiem węgla (NcCO2). Odzyskany z pro-
cesu biokatalizator (poprzez odsączenie), przemyto dwutlen-
kiem węgla. Następnie enzym poddano procesowi filtracji. 
Po wykonaniu podanych czynności biokatalizatora użyto do 

Rys. 2.	 Wybrane nośniki enzymów.
Fig. 2.		 Selected enzyme carriers. 
Źródło:	 Opracowanie własne na podstawie [12,16, 23]
Source:	 Study based on [12,16, 23]
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kolejnej syntezy. Konwersja produktu po 20-tu powtórnych 
użyciach biokatalizatora wynosiła 91,1% [13]. 

Z kolei Liu, Dong i wsp. (2015) odzyskiwali z procesu 
immobilizowaną lipazę poprzez odfiltrowanie a następnie 
trzykrotne płukanie biokatalizatora roztworem n-heksanu. 
Zregenerowaną w dany sposób lipazę odfiltrowano pod 
zmniejszonym ciśnieniem. Odfiltrowany enzym suszono jesz-
cze przez 10 godzin w temperaturze 40ºC. Po zakończeniu 
procesu regeneracji, lipazę wprowadzono ponownie do pro-
cesu syntezy strukturyzowanego lipidu 1,3-dioleoilo-2-palmi-
toiloglicerolu [14].

PODSUMOWANIE I WNIOSKI
Metody regeneracji enzymów to temat przyszłościowy 

tzn. biorący pod uwagę zrównoważony rozwój i wszystkie 
aspekty z tym związane. Przegląd literatury pokazał, że do-
stępne są metody regeneracji lipaz szczególnie kiedy są one 
immobilizowane. Do tej pory opracowane metody charakte-
ryzują się dość długim czasem wykonania i wysokim kosz-
tem procesu. Obniżenie kosztów na pewno byłoby motorem 
do podjęcia prac nad szerszym wykorzystaniem tego rodzaju 
katalizatorów. 

Reasumując, obecne wyzwania jakie stawiane są tech-
nikom regeneracji enzymów w każdym sektorze przemysłu 
to: obniżenie kosztu procesu, ułatwienie wykonania odzysku 
enzymu o jak najwyższej aktywności i czystości, możliwość 
szybkiego oraz wielokrotnego użycia lipaz.

W opinii wielu autorów zastosowania zregenerowanego 
enzymu i udowodnienie jego efektywności może rozwiązać 
problem wysokiej ceny enzymów i pozwolić na szerokie ich 
wykorzystanie. Według zgodnej opinii naukowców w ciągu 
najbliższych lat nastąpi dalszy, gwałtowny wzrost przemysło-
wego zastosowania lipaz. Dalsze prace nad rozwojem techno-
logii tych enzymów czy metod odzysku i regeneracji są więc 
jak najbardziej zasadne. 
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