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NOWE TRENDY W REGENERACJI LIPAZ®

New trends in lipase regeneration®

Stowa kluczowe: enzymy, lipazy, zastosowanie przemysto-
we, regeneracja.

Mozliwos¢ przeprowadzania przez enzymy reakcji biotrans-
Jformacji, spowodowata wprowadzenie ich jako katalizatorow
wielu procesow syntezy, w takich obszarach zycia jak: prze-
myst spozywczy, kosmetyczny, farmaceutyczny czy ogolnie
chemiczny. Pomimo szeregu zalet, ktore sq przedstawione
w ponizszym artykule, ciggle istnieje blokada stosowania li-
paz w uzyciu powszechnym, a mianowicie wysoka cena. Ze
wzgledu na nig lipazy stosowane sq tylko dla specjalnych po-
trzeb i zadan. Aby rozwigzac problem wysokiego kosztu enzy-
mow nalezy doskonali¢ metody ich odzysku i regeneracji oraz
pozniejszego zawrocenia do procesu.

Celem artykulu jest przedstawienie mozliwych sposobow od-
zysku, oczyszczenia oraz ponownego uzycia zregenerowane-
go enzymu.

WPROWADZENIE

Obecnie wiecle uwagi skupia si¢ na realizacji procesow
technologicznych ktére sg prowadzone w sposob zrownowa-
zony, czyli taki ktory jest bezpieczny dla zycia i srodowiska.
Enzymy umozliwiaja przeprowadzenie procesow w opisany
powyzej sposéb. Enzymy to inaczej naturalne biokataliza-
tory procesow zachodzacych w organizmach zywych, natu-
ralne aktywatory czy po prostu bioczasteczki. Dzicki swoim
wlasciwosciom (m. in. biodegradacji, wiclokrotnemu uzyciu
oraz wykorzystaniu nieduzych ilosci preparatu w reakcji) bio-
katalizatory stanowia podstaw¢ zroOwnowazonego rozwoju
w przemysle.

Procesy katalizowane enzymami nast¢puja w tagodnych
warunkach $rodowiskowych, co jest niezwykla zaleta pod-
czas modyfikacji np. sktadnikéw odzywczych. Dodatkowym
atutem jest to, iz proces transformacji przebiega bez znisz-
czenia pozadanych sktadnikéw odzywcezych [1,8,21]. Enzy-
my charakteryzuja si¢ ponadto wysoka specyficzno$cia oraz
selektywnoscia przez co ich wykorzystanie z kazdym rokiem
ro$nie. Praktycznie jako katalizatory sa wykorzystywane
w wielu réznych dziedzinach zycia codziennego, nauki oraz
przemyshu (rysunek 1).

Key words: enzyme, lipase, industrial application, regenera-
tion.

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 fto 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.

Biokatalizatory jak wspomniano to substancje biodegrado-
walne oraz kompatybilne ze srodowiskiem. Niestety, nie roz-
wigzanym do tej pory problemem jest ich do§¢ wysoka cena.
Jedna z mozliwo$ci obnizenia kosztow stosowania enzymow
jest regeneracja i powtoérne zawrdcenie do procesu. Dzigki ta-
kiemu podejsciu zredukowana zostaje takze ilo§¢ odpadow.
Poza tym szerokie wykorzystanie enzymoéw niesie za soba
jeszcze jedna, dodatkowa korzys¢ a mianowicie mozliwos¢
wyeliminowania i zastgpienia katalizatorow chemicznych.

ZASTOSOWANIE IMMOBILIZACJI DLA
LIPAZ

W celu zmniejszenia rozpuszczalno$ci biokatalizatora
w Srodowisku reakcji, ktora katalizuje, stosuje si¢ immobi-
lizacje (unieruchomienie) na nosnikach. Dzieki unierucho-
mieniu biokatalizator mozna tatwiej oraz szybciej odzyskaé
ze §rodowiska reakcji. Mozliwa jest takze jego regeneracja
w celu pézniejszego wielokrotnego wykorzystania. Dodatko-
wo stosowanie immobilizowanych enzymow pozwala na lep-
sza kontrole¢ warunkow przeprowadzanego procesu [16,23].
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Bioczujniki
— o0znaczanie mocznika (ureaza)
— okreSlanie $wiezo$ci migsa,
— oznaczenie tlenu (oksydaza
bad? lakaza)

Bioogniwa
— produkcja energii dla
miniaturowych urzadzen
pomiarowych (termometr
bioczujniki)

Przemyst papierniczy
— wyeliminowanie zywic
lipofilowych

Produkecja detergentéw
— preparaty piorace, usuwajace
ttuste plamy w niskich
temperaturach

Katalizatory rozktadu BST
—ekologiczne oraz biodegradowalne
odkazalniki, usuwajace skazenie
wywotane ,rozbrojeniem” badz
wybuchem BST

Przemyst farmauceutyczny
—synteza lekow:

- przeciwzapalnych, m.in. ibuprofenu, naproxenu;

- stosowanych przy nadci$nieniu np. lisinopril;

- ptproduktéw uzywanych do produkcji

leku przeciwnowotworowego:

epothilonu

Rys. 1. Wybrane aplikacje enzymow.
Fig. 1. Selected enzyme applications.
Zrodlo: Opracowanie wlasne na podstawie [2,3,7,10,15,17,19]
Source: Study based on [2,3,7,10,15,17,19]

Immobilizacj¢ enzymoéw mozna prowadzi¢ na wiele spo-
sobow. Najczesciej wykorzystywane metody unieruchomie-
nia lipaz to:

a) immobilizacja na powierzchni nosnika — technika ta
bazuje na oddziatywaniach kowalencyjnych badz fi-
zycznych (adsorpcja, adhezja) pomigdzy enzymem
a powierzchnig no$nika.

b) unieruchomienie wewnatrz nosnika — technika ,,za-
mknig¢cia” enzymu; biokatalizator jest umieszczony
w przestrzeni, ktora izoluje go od $rodowiska, np. mi-
krokapsutkowanie [4, 12].

Niewtasciwie dobrane podloze moze spowodowac degra-
dacje, dezaktywacje czy nieefektywne dziatanie enzymu. Od
wlasno$ci nosnika zalezy aktywno$¢ a takze koncowa cena
preparatu immobilizowanego. Jako nosniki biokatalizatora
wykorzystywanych jest szereg réoznych zwigzkéw chemicz-
nych. Najczgsciej stosowane podloza zaprezentowano na ry-
sunku 2.

Produkcja biopaliw
—synteza substytutu
paliwa — biodiesle

Modyfikowanie zywno$ci
— zmiana immunoreaktywno$ci biatek mleka;
— hydroliza cukrow (laktozy);

— usunigcie sacharydéw z mleka krowiego;
- synteza prebiotycznych galaktooligosacharydow;

—transestrysikacja lipidow przeestryfikowanie

ttuszczow (w tym acydoliza, gliceroliza);
- synteza estrow smakowych i zapachowych;
—acydolizy oleju palmowego i kwasu
stearynowego w celu otrzymania
masta kakaowego.

WYBRANE PROPOZYCJE
REGENERACJI LIPAZ | PONOWNE ICH
ZAWROCENIE DO PROCESU

Znaczenie triacylogiceroli oraz kwasow tluszczowych
w przemysle spozywczym jest znanym od dawna i wcigz
aktualnym zagadnieniem. Lipazy wykorzystuje si¢ do mody-
fikacji triacylogliceroli ze wzglgdu na ich regispecyficzno$¢
a tym samym mozliwos$ci otrzymania réznorodnych thusz-
cz6éw strukturyzowanych (poczawszy od triacylogliceroli
odpowiadajacych triacyloglicerolom mleka matki po tricay-
loglicerole dedykowane osobom z dysfunkcjami przewodu
pokarmowego).

Lipazy wykorzystuje si¢ jako katalizatory do modyfikacji
thuszczow przede wszystkim w procesach przeestryfikowania
kierowanego badz niekierowanego [4,12]. Przeestryfikowanie
staje si¢ szansg otrzymania thuszczow bezpiecznych, wolnych
od izomerow trans, jest wiec procesem konkurencyjnym dla
uwodornienia. Regeneracja lipaz a nast¢pnie zawrocenie ich
do procesu pozwolitoby na obnizenie kosztow i zdecydowane
poszerzenie gamy nowych i bezpiecznych produktéow thusz-
czowych.
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/Naturalne: A
chitozan, skrobia modyfikowana,
/ agar, kolagen, pol. B-cyklodekstryn
ORGANICZNE > <
Syntetyczne:

NIEROZPUSZCZALNE

poliuretan, polipropylen, silikony,
zywice: epoksydowe, jonowymienne
G J

NOSNIKI

] szkto porowate, tlenki metali,
NIEORGANIGZNE krzemionka, zel krzemiankowy

ENZYMOW

al
ROZPUSZCZALNE glikol polioksyetylenowany

kohol poliwinylowy,

Rys. 2. Wybrane nos$niki enzyméw.

Fig. 2. Selected enzyme carriers.

Zrédlo: Opracowanie wlasne na podstawie [12,16, 23]
Source: Study based on [12,16, 23]

Do regeneracji lipaz (wyodrebnionych z reakcji) mozna
wykorzystywac¢ alkohole o 3 lub wigkszej ilosci atoméw we-
gla. Chen i Wu wykazali, iz alkohole: 2-butanol oraz tetra-bu-
tanol (w mieszaninie), wykorzystane do obrébki immersyjnej
enzymu moga regenerowac¢ immobilizowany biokatalizator.
Przyktadem zastosowania tej metody jest regeneracja niespe-
cyficznej lipazy Novozym 435, ktora przed wprowadzeniem
do syntezy zostala ,,przemyta” metanolem a nast¢pnie miesza-
ning enancjomerow butanolu. Badania wykonane na Novozy-
mie wykazatly, iz jego aktywnos$¢ wzrosta nawet 10-ciokrotnie
w stosunku do preparatu enzymatycznego, ktory nie zostat
poddany obrobce immersyjnej (nie zastosowano ,,przemycia”
alkoholem) [6, 18].

Zhang i wsp. przeprowadzili proces przeestryfikowania
thuszczu w obecnosci lipazy immobilizowanej na granulkach
krzemiankowych. Po ukonczeniu procesu przeestryfikowa-
nia enzym odzyskano poprzez filtracje. Nastepnie odzyskany
biokatalizator zawrdcono do nowej syntezy tranestryfikacji.
Proces zawrdcenia lipazy do $rodowiska reakcji powtorzono
11-sto krotnie. Badanie otrzymanych produktéw koncowych
syntezy wykazato, iz zawarto$¢ produktow ubocznych ulegta
zmniejszeniu z 8% do 4% (zawarto$¢ diacylogliceroli) oraz
z4,5% do ok. 1% (zawartos¢ wolnych kwasow ttuszczowych)
[24].

Selmi i Thomas przedstawili zastosowanie immobilizowa-
nej lipazy w procesie etanolizy oleju stonecznikowego. Syn-
tezg alkoholizy przeprowadzono z uzyciem immobilizowane;j
1,3 — specyficznej lipazy. Po zakonczeniu procesu etanolizy
enzym odfiltrowano i ponownie wiaczono do kolejnej syn-
tezy. Badanie produktow koncowych wykazato, iz podczas
trzykrotnego zawrdcenia unieruchomionego biokatalizato-
ra, konwersja procesu byla wyzsza niz konwersja syntezy
z uzyciem enzymu nieimmobilizowanego. Proces alkoholizy
jest niezwykle wazny, poniewaz podczas tej reakcji powstaja
estry kwasow thuszczowych, ktore moga by¢ zamiennikami
biodiesla. W wyniku procesu enzymatycznego otrzymuje si¢
produkt o wysokiej czystosci, przyjazny i kompatybilny ze
srodowiskiem [20].

Odzysk oraz regeneracj¢ enzymu z reakcji otrzymywania
biopaliwa przedstawili Subhedar i Gogate (2015). W prze-
prowadzonym przez nich eksperymencie biokatalizator od-
zyskano ze $rodowiska reakcji przez odsaczenie. Odzyskany
enzym przemyto acetonem, a nastgpnie suszono przez 30 mi-
nut w temperaturze 40°C. Po procesie suszenia biokataliza-
tor umieszczono w eksykatorze w temperaturze pokojowe;.
Zregenerowany enzym zastosowano w kolejnych reakcjach
syntezy biopaliwa. Badania enzymu wykazaly, iz aktywno$¢
biokatalizatora ulegla zmniejszeniu z ok 95% do 25% (po
przeprowadzeniu 7-miu cykli powtdrnego uzycia) [22].

Inny rodzaj zastosowania preparatu enzymatycznego
a nastgpnie jego regeneracji, przedstawili Calero i wsp.
(2014). Enzym po reakcji alkoholizy oleju roslinnego zostat
wyodrebniony z mieszaniny poprzez filtracje. Przed ponow-
nym uzyciem biokatalizatora, poddano go ptukaniu w buforze
fosforowym o pH lekko zasadowym (pH=8). Nastepnie en-
zym ponownie odfiltrowano. Autorzy potwierdzili, iz po wy-
konaniu regeneracji biokatalizatora moze on zosta¢ ponownie
wykorzystany w procesach podobnej syntezy [5]. Opisywany
proces regeneracji przedstawiono na rysunku 3.

Kutluk i Kapucu (2014) przedstawili w swojej pracy probe
ponownego uzycia Lipazy TL. Badanie mozliwo$ci wtornego
uzycia biokatalizatora przeprowadzono w nastepujacy sposob:
sporzadzono mieszaning uzytej w syntezie lipazy (5%), wody
oraz roztworu metanolu z olejem (stosunek 1/3). Uzyskany
roztwor mieszano przez 24 godziny przy 200 obr/min. Immo-
bilizowany enzym odsaczono oraz powtdrnie wprowadzono
do katalizowanej reakcji. Ponowne zastosowanie biokataliza-
tora (po regeneracji) spowodowalo spadek iloSci estrow mety-
lowych kwaséw thuszczowych z 95% do 50%, przy czwartej
i kazdej nastepnej regeneracji [11].

Lee 1 wsp. (2013) jako sposob regeneracji biokatalizatora
przedstawili ,,przemycie” immobilizowanej lipazy $wiezym
krytycznym dwutlenkiem wegla (NcCO,). Odzyskany z pro-
cesu biokatalizator (poprzez odsaczenie), przemyto dwutlen-
kiem wegla. Nastgpnie enzym poddano procesowi filtracji.
Po wykonaniu podanych czynnosci biokatalizatora uzyto do
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Rys. 3. Proces regeneracji z zastosowaniem roztworu bu-
forowego.
Regeneration process with the use of a buffer solu-

tion.

Fig. 3.

Zrédlo: Opracowanie wlasne na podstawie [3]

Source: Study based on [5]

kolejnej syntezy. Konwersja produktu po 20-tu powtérnych
uzyciach biokatalizatora wynosita 91,1% [13].

Z kolei Liu, Dong i wsp. (2015) odzyskiwali z procesu
immobilizowana lipaz¢ poprzez odfiltrowanie a nastgpnie
trzykrotne ptukanie biokatalizatora roztworem n-heksanu.
Zregenerowana w dany sposob lipaze¢ odfiltrowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Odfiltrowany enzym suszono jesz-
cze przez 10 godzin w temperaturze 40°C. Po zakonczeniu
procesu regeneracji, lipaz¢ wprowadzono ponownie do pro-
cesu syntezy strukturyzowanego lipidu 1,3-dioleoilo-2-palmi-
toiloglicerolu [14].

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Metody regeneracji enzyméw to temat przyszto§ciowy
tzn. bioracy pod uwage zrownowazony rozwoj i wszystkie
aspekty z tym zwigzane. Przeglad literatury pokazal, ze do-
stepne sg metody regeneracji lipaz szczegolnie kiedy sga one
immobilizowane. Do tej pory opracowane metody charakte-
ryzuja si¢ do$¢ dlugim czasem wykonania i wysokim kosz-
tem procesu. Obnizenie kosztéw na pewno bytoby motorem
do podjecia prac nad szerszym wykorzystaniem tego rodzaju
katalizatorow.

Reasumujac, obecne wyzwania jakie stawiane sa tech-
nikom regeneracji enzymoéw w kazdym sektorze przemystu
to: obnizenie kosztu procesu, utatwienie wykonania odzysku
enzymu o jak najwyzszej aktywnosci i czystosci, mozliwo$¢
szybkiego oraz wielokrotnego uzycia lipaz.

W opinii wielu autoré6w zastosowania zregenerowanego
enzymu i udowodnienie jego efektywnoSci moze rozwigzaé
problem wysokiej ceny enzymow i pozwoli¢ na szerokie ich
wykorzystanie. Wedtug zgodnej opinii naukowcoéw w ciggu
najblizszych lat nastgpi dalszy, gwattowny wzrost przemysto-
wego zastosowania lipaz. Dalsze prace nad rozwojem techno-
logii tych enzyméw czy metod odzysku i regeneracji sg wigc
jak najbardziej zasadne.
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