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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

Arec Odzysk aktywności enzymu (ang. activity recovery) 

Arel Aktywność relatywna (ang. relative activity) 

Aret Aktywność zachowana (ang. activity retention) 

AA-ANL   Amano lipaza A z Aspergillus niger (ang. Amano lipase A from Aspergillus niger) 

ALA Kwas α-linolenowy (ang. α-linolenic acid) 

AN Aspergillus niger 

ANL Lipaza z Aspergillus niger (ang. Aspergillus niger lipase) 

APS-BCL Amano lipaza PS z Burkholderia cepacia (ang. Amano lipase PS from 

Burkholderia cepacia) 

APS-BCL-D Amano lipaza PS z Burkholderia cepacia, odmiana D (ang. Amano lipase PS-D  

from Burkholderia cepacia) 

ARA Kwas arachidonowy (ang. arachidonic acid) 

ATL Lipaza z Aspergillus terrasus (ang. lipase from Aspergillus terrasus) 

BC Burkholderia cepacia 

BCL Lipaza z Burkholderia cepacia (ang. Burkholderia cepacia lipase) 

C Konwersja (ang. conversion) 

CALB Lipaza B z Candida antarctica (ang. lipase B from Candida antarctica) 

CML Lipaza z Candida methylica (ang. lipase from Candida methylica) 

CRL Lipaza z Candida rugosa (ang. lipase from Candida rugosa)  

DAG Diacyloglicerol (ang. diacylglycerol) 

DHA Kwas dokozaheksaenowy (ang. docosahexaenoic acid) 

E Enancjoselektywność (ang. enantiomeric ratio, enantioselectivity) 

eep Nadmiar enancjomeryczny produktów (ang. enantiomeric excess of products) 

ees Nadmiar enancjomeryczny substratów (ang. enantiomeric excess of substrates) 

EPA Kwas eikozapentaenowy (ang. eicosapentaenoic acid) 

EFAs Niezbędne nienasycone kwasy tłuszczowe (ang. essential fatty acids) 

FFAs Wolne kwasy tłuszczowe (ang. free fatty acids) 

HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid 

Chromatography) 

Ie Efektywność immobilizacji (ang. immobilization efficiency) 

Iy Wydajność immobilizacji (ang. immobilization yield) 

IB-150A Immobead 150A (ang. Immobead 150A)  



Strona | 9  
 

IB-150P 

Km 

Immobead 150P (ang. Immobead 150P) 

Stała kinetyczna Michaelis-Menten 

LL Obciążenie lipazą (ang. lipase loading) 

LA Kwas α-linolowy (ang. α-linoleic acid) 

MAG Monoacyloglicerol (ang. monoacylglycerol) 

MUFAs Jednonienasycone kwasy tłuszczowe (ang. monounsaturated fatty acids) 

OA Kwas oleinowy (ang. oleic acid) 

OTC Lek dostępny bez recepty (ang. over-the-counter drug) 

PC Pseudomonas cepacia 

PGE2 Prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2) 

PGE3 Prostaglandyna E3 (ang. prostaglandin E3) 

PGI2 Prostacyklina I2 (ang. prostacyclin I2) 

PGI3 Prostacyklina I3 (ang. prostacyclin I3) 

PUFAs Wielonienasycone kwasy tłuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids) 

RS-PHE (R,S)-1-fenyloetanol (ang. (R,S)-1-phenylethanol) 

R-PHE (R)-1-fenyloetanol (ang. (R)-1-phenylethanol) 

R-PHE-ACE octan (R)-1-fenyloetylu (ang. (R)-1-phenylethyl acetate) 

S-PHE (S)-1-fenyloetanol (ang. (S)-1-phenylethanol) 

SFAs Nasycone kwasy tłuszczowe (ang. saturated fatty acids) 

TAG Triacyloglicerol (ang. triacylglycerol) 

TGs Triglicerydy (ang. triglycerides) 

TLL Lipaza z Thermomyces lanuginosus (ang. lipase from Thermomyces lanuginosus) 

UFAs 

Vmax 

Nienasycone kwasy tłuszczowe (ang. unsaturated fatty acids) 

Szybkość maksymalna reakcji (ang. maximal velocity) 
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1. Wstęp 

Biokataliza to proces oparty na zastosowaniu enzymów w katalizowaniu reakcji chemicznych. 

Za jej początek uznano badania naukowe Louisa Pasteura, który przeprowadzając fermentację 

cukrów do alkoholu, dowiódł, że proces ten jest związany z funkcjami życiowymi komórek 

drożdżowych [1]. Pojęcie „enzym” zostało zaproponowane po raz pierwszy w 1878 roku przez 

niemieckiego fizjologia, Wilhelma Kühnego [2]. Kontynuacja badań nad enzymami, prowadzonymi 

przez Eduarda Buchnera, polegała na katalizie bez udziału komórek żywych [3]. Stanowiło to 

początek studiów dotyczących izolacji enzymów w postaci krystalicznej takich jak np. trypsyna czy 

chymotrypsyna. Enzymy zastosowane w reakcjach chemicznych okazały się być użyteczne w 

szerokim spektrum reakcji o znaczeniu medycznym, farmaceutycznym, biotechnologicznym czy 

kosmetologicznym [4]. Głównym źródłem enzymów są mikroorganizmy oraz (w mniejszym stopniu) 

organizmy roślinne i zwierzęce. Udowodniono, że wykorzystanie białek katalitycznych znacząco 

zwiększa wydajność oraz selektywność reakcji (biokatalizator może zostać użyty nawet 

kilkukrotnie), obniża ich koszty oraz nie wymaga drastycznych warunków, przez co nie wywiera 

szkodliwego wpływu na otoczenie. Z tego powodu, biokataliza należy do tzw. zielonej chemii (ang. 

green chemistry), czyli koncepcji, zgodnie z którą reakcje prowadzi się w sposób najkorzystniejszy 

dla środowiska naturalnego, w celu ochrony przyrody oraz zapewnienia bezpieczeństwa 

klimatycznego [5, 6]. Jednakże, należy pamiętać, że enzymy pochodzenia naturalnego, mimo 

możliwości działania w szerokim spektrum warunków (temperatura, pH, czas przechowywania, siła 

jonowa, itp.) mogą ulec zniszczeniu w skrajnie ekstremalnym środowisku reakcji [7]. Enzymy 

wykazują specyficzność substratową i selektywność np. kinazy transportują grupy fosforanowe z 

wysokoenergetycznych związków na cząstki docelowe, proteazy hydrolizują wiązania peptydowe, 

transferazy przenoszą różne grupy chemiczne, amylazy rozkładają cukry złożone do cukrów 

prostych.   

Szczególnym przykładem enzymów pozyskiwanych ze źródeł naturalnych są lipazy. Białka 

te należą do podklasy hydrolaz serynowych (EC 3.1.1.3) [8]. W organizmie są wytwarzane przez 

trzustkę. Następnie, pod wpływem żółci, ulegają aktywacji w dwunastnicy. Lipaza trzustkowa 

hydrolizuje pochodzące z pokarmu triacyloglicerole (TAG), do wolnych kwasów tłuszczowych 

(FFAs), diacylogliceroli (DAG) i monoacylogliceroli (MAG) [9]. Enzym ten jest niezbędny w 

prawidłowym utrzymaniu homeostazy. Inne lipazy, takie jak: językowa (wydzielana przez ślinianki), 

żołądkowa (wydzielana przez sok żołądkowy, działa w kwasowym pH), jelitowa (wspomaga 

działanie lipazy trzustkowej) odgrywają mniejszą rolę w procesie trawienia. Na Rycinie 1 

przedstawiono przykładowe typy reakcji chemicznych katalizowane przez lipazy. Jedną z cech lipaz, 
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istotną dla ich zastosowania w przemyśle farmaceutycznym jest aktywność katalityczna [10-14]. Ich 

znaczenie jest szczególne m.in. w reakcjach enancjoselektywnych m.in. kinetycznym rozdziale 

mieszaniny racemicznej związku chemicznego w celu uzyskania czystego optycznie enancjomeru 

[15, 16]. Lipazy działają na granicy faz, co umożliwia katalizowanie reakcji z udziałem związków 

zarówno hydrofilowych i hydrofobowych (Rycina 2) [17, 18]. Każda z lipaz posiada rdzeń 

zawierający 8 struktur β-fałdowych połączonych 6 fragmentami α-helisy oraz triadę katalityczną 

złożoną z trzech aminokwasów (seryna, histydyna, kwas glutaminowy lub asparaginowy), które 

tworzą tzw. miejsce aktywne (ang. active site) [19, 20]. Niektóre z tej grupy enzymów posiadają 

również tzw. wieczko (ang. lid), będące komponentem białkowym, zakrywającym centrum aktywne 

[21]. Ten element budowy umożliwia lipazie, poprzez przemieszczenie się wieczka, zmianę formy z 

zamkniętej na otwartą, co umożliwia większą dostępność dla substratów [17, 21-23]. Ponadto, lipazy 

pochodzenia bakteryjnego wykazują szczególnie wysoką stabilność termiczną oraz wysoką 

aktywność wobec reagentów hydrofobowych.  

 

Rycina 1. Przykładowe reakcje chemiczne katalizowane przez lipazy 
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Rycina 2. Uproszczony schemat działania lipazy na granicy faz wodnej i lipidowej 

W celu poprawy parametrów katalitycznych, lipazy poddaje się modyfikacjom. Często 

stosowaną techniką jest immobilizacja (ang. immobilization). Polega ona na unieruchomieniu lipazy 

w (lub na) materiale tzw. nośniku (ang. support) za pomocą różnych oddziaływań, zarówno 

chemicznych jak i fizycznych [24, 25]. Immobilizowany enzym powinien wykazywać zwiększoną 

aktywność w reakcjach katalitycznych. Jednakże, immobilizacja lipazy może również obniżyć jej 

aktywność, względem formy natywnej (wolnej) [12]. Liczne badania wykazały pozytywny wpływ 

immobilizacji na aktywność enzymatyczną lipaz [12, 26, 27]. Obecnie, stosuje się coraz bardziej 

zaawansowane techniki unieruchomienia, które, poprzez wzrost aktywności lipazy, mają znacząco 

zwiększyć wydajność przeprowadzanych reakcji [28-30].  

Tematyka niniejszej pracy doktorskiej obejmuje wykorzystanie lipaz z Burkholderia sp. i 

Aspergillus sp. immobilizowanych na nośnikach polimerowych w katalizowaniu reakcji o znaczeniu 

farmaceutycznym. Przeprowadzone i opisane badania dotyczą oceny aktywności enancjoselektywnej 

lipaz w kinetycznym rozdziale (R,S)-1-fenyloetanolu oraz ocenie aktywności lipolitycznej poprzez 

hydrolizę enzymatyczną olejów pochodzenia naturalnego zawierających nienasycone kwasy 

tłuszczowe omega (ω).  

 

 

 

 



Strona | 13  
 

2. Lipaza z Burkholderia cepacia jako przedstawiciel lipaz z Burkholderia sp. 

Lipazy z Burkholderia sp. należą do najbardziej popularnych i powszechnie stosowanych 

enzymów w biokatalizie. Ze względu na swoje pochodzenie mikrobiologiczne, wykazują aktywność 

w szerokim spektrum reakcji katalitycznych oraz stabilność w różnych warunkach środowiskowych. 

Źródłem tych lipaz są różne gatunki pałeczek Gram-ujemnych (G(-)) bakterii Burkholderia, spośród 

których Burkholderia cepacia (BC) należy do najczęściej wykorzystywanych w badaniach 

naukowych. BC została opisana w 1950 roku, pod nazwą Pseudomonas cepacia (PC), przez Williama 

Burkholdera [31]. BC jest bakterią G(-), nieprzetrwalnikującą, powodującą częste zakażenia 

wewnątrzszpitalne. Ponadto, wykazuje oporność na antybiotyki aminoglikozydowe oraz z grupy 

penicylin. Cechuje się występowaniem w warunkach o dużej wilgotności, może wzrastać również w 

roztworach soli fizjologicznej, wodzie destylowanej, a nawet w środkach dezynfekujących. BCL jest 

pozyskiwana z mikroorganizmów za pomocą fermentacji a także metodą rekombinacji genetycznej. 

Lipaza ta, ze względu na swoją strukturę (Rycina 3), przede wszystkim obecność wieczka, wykazuje 

wysoką zdolność do reagowania z szerokim spektrum substratów, odporność termiczną oraz 

tolerancję na wiele rozpuszczalników organicznych [32-34]. Z tego powodu, znajduje szerokie 

zastosowanie w katalizowaniu reakcji o znaczeniu farmaceutycznym.  

 

Rycina 3. Struktura krystaliczna lipazy z Burkholderia cepacia (BCL)[34]. Skróty S87, D264 oraz 

H286 oznaczają triadę katalityczną wchodzącą w skład miejsca aktywnego enzymu. Miejsca α-4 oraz 

α-5 opisują lokalizację tzw. wieczka (ang. lid). 
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3. Lipaza z Aspergillus niger jako przedstawiciel lipaz z Aspergillus sp. 

Rodzina grzybów Aspergillaceae z rzędu kropidlakowców stanowi cenny materiał wyjściowy 

do pozyskiwania lipaz. Kropidlak czarny - Aspergillus niger – (AN) jest gatunkiem najczęściej 

wykorzystywanym w otrzymywaniu enzymu. Zwany potocznie, „czarną pleśnią”, jest źródłem 

licznych toksyn takich jak aflatoksyny, które ze względu na swoją hepatotoksyczność i mutagenność, 

są traktowane jako substancje rakotwórcze. AN może być też przyczyną infekcji grzybiczej ucha 

(tzw. ucho pływaka). Wdychanie zarodników tego grzyba może być przyczyną tzw. aspergilozy – 

groźnego w skutkach grzybiczego zapalenia płuc. Z biotechnologicznego punktu widzenia, dzięki 

dużej zdolności do wydzielania białka oraz łatwość w izolowaniu biomasy, jest opisywany jako 

odpowiedni gatunek do produkcji lipaz.  Ponadto, AN wykazuje optymalny wzrost na 

niskokosztowych podłożach mikrobiologicznych.  

Lipaza z Aspergillus niger (ANL), ze względu na wyżej wymienione możliwości 

produkcyjne, należy do jednej z najczęściej stosowanych enzymów w biokatalizie (Rycina 4) [35, 

36]. ANL wykazuje selektywność wobec kwasów karboksylowych o średniej długości łańcucha [37].  

 

 

 

 

 

 

 

Najczęściej stosowanymi metodami otrzymywania ANL jest fermentacja oraz metody 

rekombinacji genetycznej. ANL znajduje szerokie zastosowanie w przemyśle, zwłaszcza 

farmaceutycznym, biotechnologicznym i spożywczym, ale także chemicznym, kosmetycznym i 

rolniczym. W badaniach farmaceutycznych, ANL jest wykorzystywana głównie w rozdziale 

kinetycznym mieszanin racemicznych substancji chemicznych lub prekursorów w celu 

otrzymywania chiralnie czystych enancjomerów. Niemniej jednak, ANL jest często używana również 

w hydrolizie triglicerydów kwasów tłuszczowych.  

Rycina 4. Struktura krystaliczna lipaz z Aspergillus niger (ANL) – wersja EstA [36]. Triada 

katalityczna składa się z sekwencji aminokwasów: Seryna173, Kwas asparaginowy228, Histydyna285 
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4. Aktywność enancjoselektywna lipaz w otrzymywaniu optycznie czystych enancjomerów 

leków  

Leki chiralne należą do związków leczniczych stosowanych powszechnie w farmakoterapii. 

Otrzymuje się je w m.in. kinetycznym rozdziale mieszaniny racemicznej substancji leczniczych. 

Reakcja ta oparta jest na różnej szybkości reakcji enancjomerów z katalizatorem. Powstałe 

enancjomery najczęściej różnią się między sobą działaniem farmakodynamicznym, co 

zaobserwowano w przypadku enancjomerów leków z grupy niesteroidowych leków 

przeciwzapalnych (NLPZ) [38-41]. Enancjomer S ibuprofenu wykazuje in vitro 160 razy silniejsze 

działanie przeciwzapalne niż (R)-ibuprofen [39]. W przypadku flurbiprofenu, enancjomer R, w 

odróżnieniu od enancjomeru S wykazuje działanie antynocyceptywne [41].  

W reakcjach otrzymywania terapeutycznie czynnych enancjomerów leków często stosuje się 

biokatalizatory. Lipazy wykazujące aktywność enancjoselektywną, która oznacza szybsze 

reagowanie z jednym z enancjomerów – R lub S, należą do najczęściej stosowanych enzymów w 

katalizowaniu kinetycznego rozdziału związków chiralnych [38]. Lipaza z Candida rugosa (CRL) w 

kinetycznym rozdziale (R,S)-ibuprofenu, wykazuje preferencję w kierunku otrzymania (S)-

ibuprofenu [38, 39]. Z drugiej strony, CALB katalizowała kinetyczny rozdział (R,S)-flurbiprofenu, w 

wyniku którego otrzymano (R)-enancjomer [12, 41-43]. W przypadku niektórych związków 

chiralnych, lipazy mogą wykazywać różną aktywność enancjoselektywną, np. w kinetycznym 

rozdziale (R,S)-1-fenyloetanolu – lipazy z Burkholderia cepacia (BCL), CALB oraz z Aspergillus 

niger (ANL) katalizują reakcję otrzymywania (R)-1-fenyloetanolu [44, 45], natomiast CRL wykazuje 

selektywność w kierunku (S)-1-fenyloetanolu [44]. Przykłady aktywności enancjoselektywnej w 

otrzymywaniu enancjomerów mieszanin racemicznych substancji leczniczych bądź ich prekursorów 

[46] przedstawiono w Tabeli 1.  
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Tabela 1. Przykłady aktywności enancjoselektywnej lipaz w otrzymywaniu związków chemicznych o 

znaczeniu farmaceutycznym (lek, prekursory). ATL – Lipaza z Aspergillus terrasus, Novozyme-435 

– CALB immobilizowana na makroporowatej żywicy akrylowej, TLL – lipaza z Thermomyces 

lanuginosus, APS-BCL-D – lipaza Amano z Burkholderia cepacia, odmiana D 

Lipaza Mieszanina racemiczna Preferowany produkt 

CRL Naproksen (ester metylowy) (S)-naproksen 

ATL Ketopforen (ester winylowy) (R)-ketoprofen 

Novozyme 435 Ketorolak Ester (R)-ketorolaku 

CALB Naftofuranodion Ester (octan) (R)-naftofuranodionu 

Novozyme 435 1-(2-furylo)-etanol (S)-1-(2-furylo)-etanol 

BCL Kwas migdałowy Ester metylowy kwasu (R) migdałowego 

Novozyme 435 1-(1-naftylo)-etanol (S)-1-(1-naftylo)-etanol 

TLL Indanol (S)-indanol 

APS-BCL-D Hydroksylaktam 5(S)-alkohol 
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5. Kinetyczny rozdział (R,S)-1-fenyloetanolu  

(R,S)-1-fenyloetanol (RS-PHE) jest związkiem chiralnym, posiadającym dwa enancjomery - 

(R)-1-fenyloetanol (R-PHE) i (S)-1-fenyloetanol (S-PHE) [47]. Według danych literaturowych, R-

PHE znajdował zastosowanie jako prekursor w syntezie leków oraz był wykorzystany w produkcji 

soczewek kontaktowych oraz w jelitowej adsorpcji cholesterolu [48]. Ponadto, R-PHE był również 

testowany w przemyśle kosmetycznym jako łagodzący środek zapachowy. Warto wspomnieć, że 

poszczególne enancjomery – R-PHE oraz (S)-1-fenyloetanol (S-PHE) różnią się między sobą 

zapachami – R-PHE posiada aromat kwiatowy (podobny do wiciokrzewu), natomiast S-PHE cechuje 

się zapachem hiacyntu z domieszką truskawek [49, 50]. (R,S)-1-fenyloetanol w postaci octanu 

charakteryzuje się szerokim spektrum zapachu, od tropikalnego i mango, poprzez drewniany, do 

stęchłego. Oba enancjomery RS-PHE występują jako związki lotne w roślinach w postaci glikozydów 

(glukopiranozydy, primowerozydy), np. w kwiatach i liściach herbaty (Camelia sinensis). RS-PHE, 

R-PHE, S-PHE oraz ich glikozydy przedstawiono na Rycinie 5 oraz Rycinie 6.  

 

Rycina 5. Struktury racemicznego RS-PHE (1) oraz enancjomerów: R-PHE (2) i S-PHE (3) 

 

Rycina 6. Struktury glikozylowanego RS-PHE występujące w herbacie (Camellia sinensis): (R)-1-

fenyloetylo-β-D-glukopiranozyd (1), (S)-1-fenyloetylo-β-D-glukopiranozyd (2), (R/S)-1-fenyloetylo-

β-primowerozyd (3) 
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Kinetyczny rozdział RS-PHE prowadzony jest najczęściej w obecności rozpuszczalnika o 

charakterze apolarnym. Reakcja ma charakter transestryfikacji poprzez przyłączenie grupy acylowej. 

Enancjomer R-PHE jest otrzymywany w postaci estru (Rycina 7). RS-PHE pełni rolę akceptora 

grupy acylowej. Jako donora grupy acylowej używa się często estru, zawierającego w swojej 

strukturze wiązanie podwójne. Octan winylu należy do powszechnie stosowanych donorów [44, 45, 

51, 52], natomiast w ostatnich latach wykorzystuje się także inne związki, takie jak: octan 

izopropenylu, propionian winylu, maślan winylu.  

 

Rycina 7. Kinetyczny rozdział RS-PHE z zastosowaniem różnych donorów grupy acylowej: octan 

winylu (1), octan izopropenylu (2). 1 – RS-PHE, 2 – octan (R)-1-fenyloetylu (R-PHE-ACE), 3 – S-

PHE. 

Ocena aktywności enancjoselektywnej w kinetycznym rozdziale opiera się na wyznaczeniu 

parametrów, które określają czystość enancjomeryczną reakcji. Czystość ta jest wyrażona jako 

nadmiar enancjomeryczny substratów (ang. enantiomeric excess of substrates, ees) oraz nadmiar 

enancjomeryczny produktów (ang. enantiomeric excess of products, eep). Obie wartości zwykle 

można wyrazić w procentach. Obliczane są za pomocą wzorów [41]: 

[%]𝑒𝑒𝑠 =
|𝑅𝑠 − 𝑆𝑠|

|𝑅𝑠 + 𝑆𝑠|
× 100 

[%]𝑒𝑒𝑝 =
|𝑅𝑝 − 𝑆𝑝|

|𝑅𝑝 + 𝑆𝑝|
× 100 

gdzie Rs i Rp oznacza odpowiednio pola powierzchni pod pikiem R-enancjomeru substratu i R-

enancjomeru produktu, a Ss i Sp odpowiednio pola powierzchni pod pikiem S-enancjomeru substratu 

i S-enancjomeru produktu 
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Kolejnymi parametrami, niezbędnym do określenia aktywności enancjoselektywnej, są 

konwersja (ang. conversion, C) oraz enancjoselektywność (ang. enantiomeric ratio, 

enantioselectivity, E). Konwersja oznacza stosunek procentowy nadmiaru enancjomerycznego 

substratu do sumy nadmiarów enancjomerycznych substratu i produktu, opisany poniższym wzorem: 

[%]𝐶 =
𝑒𝑒𝑠

𝑒𝑒𝑠 + 𝑒𝑒𝑝
× 100 

Natomiast enancjoselektywność, jako parametr wskazujący, która reakcja jest enancjoselektywna, 

przedstawiana jest wzorem: 

𝐸 =
ln[(1 − 𝐶)(1 − 𝑒𝑒𝑠)]

ln[(1 − 𝐶)(1 + 𝑒𝑒𝑠)]
 

Minimalna wartość E reakcji enancjoselektywnej wynosi 20 [12].  
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6. Aktywność lipolityczna lipaz w hydrolizie olejów zawierających nienasycone kwasy 

tłuszczowe 

Nienasycone kwasy tłuszczowe (ang. unsaturated fatty acids, UFAs) są głównymi 

składnikami tłuszczów trawionych przez lipazy [53]. Kwasy te zawierają jedno lub więcej wiązań 

podwójnych: kwasy omega 3 (ω3, wiązanie podwójne przy trzecim od końca atomie węgla), omega 

6 (ω6, wiązanie podwójne przy szóstym od końca atomie węgla) oraz omega 9 (ω9, wiązanie 

podwójne przy dziewiątym od końca atomie węgla). Kwasy ω3 i ω6 należą do wielonienasyconych 

kwasów tłuszczowych (ang. polyunsaturated fatty acids, PUFAs), natomiast ω9 do 

jednonienasyconych kwasów tłuszczowych (ang. monounsaturated fatty acids, MUFAs). Wszystkie 

grupy kwasów ω stanowią niezbędny składnik diety ludzkiej. Głównymi przedstawicielami kwasów 

ω3 są: kwas α-linolenowy (ALA), eikozapentaenowy (EPA) oraz dokozaheksaenowy (DHA); ω6 - 

kwas α-linolowy (LA); natomiast ω9 - kwas oleinowy (OA). Kwasy ω3 i ω6 należy dostarczyć z 

pożywieniem, ponieważ, ze względu na brak desaturaz wprowadzających wiązanie podwójne do 

cząsteczki kwasu w pozycje 3 i 6 grupy metylowej, organizm nie może produkować ich endogennie 

[54], dlatego należą do tzw. niezbędnych nienasyconych kwasów tłuszczowych (EFAs, ang. essential 

fatty acids) [55]. Z kolei, kwasy ω9, w przeciwieństwie do ω3 i ω6, z uwagi na możliwość 

syntezowania ich w ludzkim organizmie z kwasów nasyconych (SFAs, ang. saturated fatty acids), 

nie należą do EFAs.  

Kwasy ω3 należą do najważniejszych nienasyconych kwasów tłuszczowych [56, 57]. 

Metabolity kwasów ω3 i ω6 są substratami, które kompetycyjnie konkurują ze sobą o miejsce 

aktywne enzymu. Z tego powodu, wykazują wobec siebie działanie antagonistyczne. Kwas 

eikozapentaenowy (EPA), będący metabolitem kwasu ALA wytwarza eikozanoidy trienowe, podczas 

gdy kwas arachidonowy (ARA), jako metabolit kwasu α-linolowego, produkuje eikozanoidy 

dienowe [58]. Eikozanoidy trienowe, przede wszystkim prostaglandyna E3 (PGE3) i prostacyklina I3 

(PGI3) wykazują działalnie przeciwzapalne, antyagregacyjne oraz wazodylatacyjne, w 

przeciwieństwie do prozapalnych i proagregacyjnych eikozanoidów dienowych, takich jak 

prostaglandyna E2 (PGE2) czy prostacyklina I2 (PGI2) [59]. Ponadto, eikozanoidy trienowe cechują 

się dużo niższą aktywnością biologiczną niż eikozanoidy dienowe. EPA, ze względu na swoje 

właściwości, stabilizuje naczynia krwionośne oraz zapobiega agregacji pływek krwi. Kwas 

dokozaheksaenowy (DHA) jest źródłem związków dokozatrienowych o silnym działaniu 

neuroprotekcyjnym np. neuroprotektyna D1. Z tego powodu, DHA odgrywa kluczową rolę w życiu 

płodowym, zwłaszcza podczas III trymestru ciąży. Zaleca się stosowanie DHA również w wieku 

dziecięcym, co może wpłynąć na lepsze zdolności poznawcze oraz optymalny proces wzrostu [56, 
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60]. Z uwagi na syntezę dokozatrienów w siatkówce oka, DHA pełni również rolę wspomagającą w 

procesie widzenia [61]. Kwasy ω6, za względu na prozapalną aktywność eikozanoidów dienowych, 

muszą być podawane w najniższych możliwych stężeniach. Z kolei, OA wchodzi w skład błon 

komórkowych, wpływając na zmniejszenie ich przepuszczalności. Wprowadzenie OA zamiast 

kwasów nasyconych do diety może zmniejszyć ryzyko miażdżycy i choroby wieńcowej. Badania 

kliniczne wykazały również poprawę profilu lipidowego u pacjentów z hipercholesterolemią. Dieta 

bogata w kwasy ω3 oraz ω6 powinna być stosowana z zachowaniem odpowiednich proporcji [62]. 

Stosunek ilościowy ω6 do ω3 nie powinien być większy niż 4-5:1. Rekomendacje dotyczące 

stosowania kwasów ω3 i ω6, przedstawiono w Tabeli 2 [63]. Nadmiar poszczególnych kwasów, 

zwłaszcza ω6 i ω9, może zredukować korzystny efekt działania kwasów ω3 i prowadzić do otyłości, 

stłuszczenia wątroby oraz hipercholesterolemii [62]. W ostatnich dekadach, zwiększa się spożycie 

kwasów ω, zwłaszcza ω3 (wzrost średnio o 30% rocznie). Obecnie, na rynku farmaceutycznym 

zarejestrowana jest ogromna ilość preparatów zawierających nienasycone kwasy tłuszczowe. W 

dużej mierze są to suplementy diety zawierające kwasy ω3 i ω6. W ostatnich latach pojawiło się 

jednak kilka preparatów zarejestrowanych jako leki dostępne bez recepty (OTC) oraz środki 

specjalistyczne przeznaczenia żywieniowego.  

 

Tabela 2. Normy żywieniowe dotyczące spożywania kwasów ω3 i ω6 w różnych kategoriach 

wiekowych [63].  

Grupa wiekowa Ω3 Ω6 

Niemowlęta i małe dzieci 

7-11 miesięcy ALA maksymalnie 0.5% diety 

DHA 100 mg/dobę 

LA maksymalnie 4% diety 

12-24 miesiące 

Dzieci i młodzież 

2-8 lat ALA maksymalnie 0.5% diety 

DHA + EPA 250 mg/dobę 

LA maksymalnie 4% diety 

Osoby dorosłe 

Osoby dorosłe ALA maksymalnie 0.5% diety 

DHA + EPA 250 mg/dobę 

LA maksymalnie 4% diety 

Kobiety w ciąży ALA maksymalnie 0.5% diety 

DHA + EPA 250 mg/dobę 

+ 100-200 mg DHA/dobę 

Kobiety karmiące piersią ALA maksymalnie 0.5% diety 

DHA + EPA 250 mg/dobę 

+ 100-200 mg DHA/dobę 
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Lipazy, ze względu na ich aktywność lipolityczną, hydrolizują triglicerydy kwasów 

tłuszczowych do wolnych kwasów tłuszczowych, diacylogliceroli i monoacylogliceroli [9]. Szybkość 

reakcji enzymatycznych katalizowanych przez lipazy jest zależna m.in. od długości oraz struktury 

przestrzennej kwasów tłuszczowych  ω, występujących w olejach w postaci triacylogliceroli. 

Większość lipaz wykazuje wysoką aktywność lipolityczną w stosunku do kwasów tłuszczowych o 

długości łańcucha węglowego C8-C18 substratów [64]. BCL jest aktywna wobec lipidów 

zawierających kwasy tłuszczowe niezależnie od ich długości [32], natomiast ANL cechuje się wysoką 

aktywnością w stosunku do kwasów o średniej długości łańcucha węglowego [37]. Budowa kwasów 

tłuszczowych ω tj. skręcalność łańcucha węglowego oraz ilość i położenie wiązań podwójnych 

(Rycina 8) mają znaczący wpływ na aktywność lipaz [65, 66]. Aknabi i wsp. [66] zauważyli, że 

lipaza A z Candida antarctica (CALA) wykazywała selektywność wobec kwasów tłuszczowych 

(nasyconych, jednonienasyconych i wielonienasyconych) wraz ze wzrostem liczby wiązań 

podwójnych w ich strukturach. Natomiast Ma i wsp. [67] zaobserwowali że aktywność lipazy była 

wyższa w hydrolizie kwasów ω6 niż ω3. Co więcej, zauważyli, że lipazy mogą wykazywać niższą 

aktywność wobec długołańcuchowych kwasów tłuszczowych ze względu na utrudnione 

wprowadzenie łańcucha acylowego do „tunelowej kieszeni” lipazy. Stabilizacja konformacji 

przestrzennej kwasu przez wiązania podwójne może ułatwić dostęp do miejsca aktywnego enzymu, 

zwiększając jego aktywność. Z drugiej strony, może to powodować zawadę steryczną, co wpływa 

negatywnie na katalizowanie reakcji. Casas-Godoy i wsp. [68] zauważyli, że zawada steryczna może 

być spowodowana obecnością podwójnego wiązania w pozycji 6 od grupy karboksylowej. Ponadto, 

aktywność lipazy jest uzależniona również od ilości kwasów tłuszczowych ω zawartych w danym 

oleju oraz stosunków ilościowych pomiędzy nimi. Te cechy mogą być przydatne przy ich 

wzbogacaniu, celem uzyskania wyższego stężenia kwasów w badanych olejach.  

 

Rycina 8. Struktury przestrzenne kwasów ω: ω3 – kwas α-linolenowy, ω6 – kwas linolowy, ω9 – 

kwas oleinowy [P1] 
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7. Immobilizacja lipaz jako podstawowy proces w badaniach biokatalitycznych 

Immobilizacja lipaz na nośnikach jest popularną techniką modyfikacji aktywności katalitycznej 

[25, 69, 70]. Proces ten wymaga optymalizacji. Unieruchomiona lipaza powinna wykazywać wysoką 

stabilność, w celu ograniczenia utraty aktywności podczas reakcji katalitycznej [71, 72]. Z drugiej 

strony, unieruchomienie i/lub usztywnienie lipazy utrudnia rotację struktury, co może mieć wpływ 

na obniżoną dostępność dla substratów [73]. Niektóre z metod wymagają bardziej drastycznych 

warunków procesowych, co niesie ze sobą ryzyko uszkodzenia struktury białkowej enzymu. Celem 

immobilizacji jest również wielokrotne wykorzystanie nośnika – stabilność immobilizowanej lipazy 

umożliwia prowadzenie reakcji w kilku cyklach [74]. W technikach immobilizacji ważna jest również 

prostota metody, niska ceny i przyjazność dla środowiska naturalnego [72]. Na Rycinie 9 

przedstawiono techniki immobilizacji, nośniki oraz wady i zalety niniejszych procesów. W 

immobilizacji, poza optymalizacją metody, niezwykle istotna jest dobór odpowiedniego materiału 

nośnikowego [25, 75, 76], uwzględniając ich parametry fizyczne i chemiczne. Poniżej przedstawiono 

cechy optymalnego nośnika [25, 77]: 

1. Duża powierzchnia wewnętrzna pozwalająca na odpowiednie dopasowanie geometryczne do 

powierzchni enzymu  

2. Grupa funkcyjna reagująca z enzymem powinna wykazać jak najmniejszą zawadę steryczną 

w celu odpowiedniego usztywnienia struktury oraz dostępności do centrum aktywnego 

enzymu 

3. Grupa funkcyjna reagująca z enzymem powinna reagować z grupami obecnymi na 

powierzchni enzymu 

4. Grupa funkcyjna reagująca z enzymem powinna utworzyć stabilny kompleks w celu 

dłuższego oddziaływania enzym-nośnik 

5. Możliwość zablokowania lub zniszczenia grup reaktywnych na nośniku, które mogłyby 

utrudniać wiązanie z enzymem bez wpływu na jego strukturę 
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Rycina 9. Podział technik immobilizacji ze względu na oddziaływania, rodzaj użytego nośnika oraz ich 

zalety i wady 

Enkapsulacja 

(Liposomy, odwrócone micele, mikroemulsje)

Zalety

•Prostota

•Niski wyciek enzymu

•Wysokie załadowanie 
enzymem

Wady

•Bariera dyfuzyjna dla 
wysokocząsteczkowych 

substratów

•Inaktywacja enzymu 
przez siłę ścinającą

Sieciowanie 

(Nie wymaga nośników – wystarczą związki sieciujące)

Zalety

•Niski wyciek enzymu

•Wysoka stabilność w 
medium reakcyjnym

•Odporność na zmiany 
temperatury i pH

•Możliwość łączenia z 
innymi metodami

Wady

•Drastyczne warunki 
procesowe

•Niska wydajność reakcji

•Wpływa na strukturę 
enzymu

•Ubytek aktywności 
enzymatycznej

Wiązanie kowalencyjne 

(Magnetyczne nanocząstki, żele silikonowe, chitozan, polimery)

Zalety

•Silne wiązanie chemiczne

•Praktyczny brak wycieku 
enzymu

•Brak barier dyfuzyjnych

•Prostota i odwracalność

•Zwiększona stabilność 
enzymu

Wady

•Drastyczne warunki 
immobilizacji

•Wpływ na strukturę 
enzymu

•Niskie załadowanie 
enzymem

•Brak regeneracji macierzy

Wiązanie jonowe

(Nośniki z jonami wymiennymi: polisacharydy, polimery)

Zalety

•Szybka immobilizacja

•Silniejsze wiązanie niż 
fizyczna adsorpcja

Wady

•Wyciek enzymu 

Fizyczna adsorpcja 

(Naturalne i nieorganiczne adsorbenty, polimery 
naturalne i syntetyczne)

Zalety

•Prostota i niska cena

•Wysokie załadowanie 
enzymem

•Łagodne warunki 
immobilizacji

•Odzysk nośników

•Nieznaczny wpływ na 
strukturę enzymu

Wady

•Wyciek enzymu

•Niespecyficzna 
adsorpcja

•Powolny proces 
immobilizacji

„Uwięzienie” 

(Polimery naturalne i syntetyczne, szczególnie zoll-żel)

Zalety

•Niska strata aktywności 
enzymatycznej

•Łagodne warunki 
immobilizacji

•Niski wyciek enzymu

•Nieznaczny wpływ na 
strukturę enzymu

•Stabilność termiczna i 
mechaniczna

Wady

•Złożona metoda

•Odporność na transfer 
masy z substratów na 

produkty

•Bariera dyfuzyjna
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8. Nośniki polimerowe Immobead jako potencjalnie optymalny materiał do immobilizacji lipaz 

W procesie immobilizacji znajdują zastosowanie nośniki polimerowe [78-80]. Ze względu na ich 

możliwości aplikacyjne w procesach technologicznych, firmy chemiczne i biotechnologiczne 

opracowały wiele zmodyfikowanych nośników polimerowych. Immobead (producent: ChiralVision, 

Niderlandy) są materiałami charakteryzującymi się różną matrycą np. poliakrylowa, polistyrenowa, 

polipropylenowa, silikonowa, styrenowa, metakrylanowa; charakterystyczną grupą (lub grupami) 

funkcyjną np. epoksydowa (polarna lub apolarna), kwas karboksylowy, ester kwasu karboksylowego, 

alkilowa, aromatyczna, hydroksylowa; rozmiarem cząstek, głównie w zakresie 150-1500 μm; 

zawartością wody (lub wilgotności). Różnorodna budowa nośników polimerowych Immobead 

umożliwia ich zastosowanie w różnych technikach immobilizacji np. fizyczna adsorpcja, wiązanie 

kowalencyjne, wiązanie jonowe (kationowe lub anionowe).  

Parametry fizykochemiczne nośnika stanowią podstawę jego zastosowania w badaniach 

biokatalitycznych. Matte i wsp. [81] zaobserwowali, że różnorodność w budowie matrycy, w 

szczególności porowatość (wgłębienia, kanały i szczeliny) jest czynnikiem kluczowym w 

zastosowaniu do immobilizacji enzymów. Wynika to z faktu, że cząsteczki enzymu większe lub 

równe rozmiarom porów nośnika polimerowego cechują się niskim obciążeniem (ang. loading). Z 

tego powodu, ich rola jest ograniczona do adsorpcji na powierzchni nośnika, przez co oddziaływanie 

jest słabsze. Przyjmuje się, że średnica porów nośnika powinna być około 5-krotnie większa od 

średnicy białka enzymatycznego. Jednakże, wydajność immobilizacji jest niezależna od średnicy 

porów większych niż 100 nm. Spośród nośników Immobead, często stosowane są materiały o 

matrycy poliakrylowej, takie jak nośnik Immobead 150A (IB-150A). Jest to sieciowany kopolimer 

metakrylanowy zawierający grupy oksiranowe (informacje uzyskane z danych należących do 

ChiralVision) oraz epoksydowe grupy funkcyjne. Rozmiar cząstek wynosi 150-300 μm, z 

zawartością wilgotności poniżej 5%. W odróżnieniu do polarnego nośnika poliakrylowego 

Immobead 150P (IB-150P), IB-150A ma charakter apolarny. Liczne publikacje potwierdzają 

pozytywny wpływ nośników poliakrylowych IB-150 na aktywność immobilizowanych lipaz np. 

CALB, BCL czy lipazy z Candida methylica (CML) [12, 81]. 
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9. Parametry opisujące aktywność lipolityczną lipaz 

Aktywność lipolityczną lipaz w formie wolnej i immobilizowanej określa się poprzez 

wyznaczenie parametrów katalitycznych [74, 82]. Podstawową wielkością opisującą aktywność 

lipazy jest jednostka aktywności enzymatycznej U, która jest definiowana, jako ilość 

hydrolizowanego substratu (wyrażona w μmol) w ciągu 1 minuty reakcji. Stosunek procentowy 

aktywności lipolitycznej lipazy w formie immobilizowanej do lipazy w formie wolnej jest opisany, 

jako efektywność immobilizacji Ie (ang. immobilization efficiency) lub aktywność zachowana Aret 

(ang. activity retention), wyznaczone za pomocą poniższego wzoru: 

𝐴𝑟𝑒𝑡 = 𝐼𝑒 =
𝑈𝐼

𝑈𝐵
 

gdzie UI oznacza aktywność lipazy immobilizowanej na nośniku, a UB aktywność lipazy w formie 

wolnej w ilości odpowiadającej ilości enzymu immobilizowanego na nośniku  

Ważnymi parametrami w ocenie ilości białka enzymatycznego pozostałego na nośniku po 

przeprowadzeniu procesu immobilizacji są: obciążenie lipazą LL (ang. lipase loading) oraz wydajność 

immobilizacji Iy (ang. immobilization yield) [29, 83]. LL oznacza ilość immobilizowanej lipazy na 

gram nośnika, natomiast Iy wyznacza się ze wzoru [74, 84]: 

𝐼𝑦 =
𝐿𝐴𝐵

𝐿𝐴10
 

gdzie LAB oznacza ilość lipazy będąca różnicą pomiędzy ilością lipazy w supernatancie po 

przeprowadzeniu immobilizacji, do ilości wyjściowej lipazy, natomiast LA10 oznacza ilość wyjściową 

lipazy. Procentowy stosunek aktywności lipolitycznej lipazy immobilizowanej do aktywności formy 

wolnej w ilości wyjściowej określa się jako odzysk aktywności enzymu Arec (ang. activity recovery), 

wyznaczony za pomocą wzoru: 

𝐴𝑟𝑒𝑐 =
𝑈𝐼

𝑈𝐵
 

 Wpływ różnych warunków środowiskowych np. temperatura, pH, siła jonowa, itp. są 

kolejnymi elementami badania aktywności lipaz. W tym celu wyznacza się tzw. aktywność relatywną 

Arel (ang. relative activity), porównującą aktywność lipazy w badanych warunkach do aktywności 

maksymalnej (optymalne warunki) [26, 27].  
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10. Cel pracy 

 Celem niniejszej rozprawy doktorskiej była ocena aktywności enancjoselektywnej oraz 

lipolitycznej lipaz z Burkholderia sp. i Aspergillus sp. w formie wolnej oraz immobilizowanej na 

nośnikach polimerowych. Cel ten realizowano poprzez: 

1. Przeprowadzenie badań aktywności lipolitycznej lipaz z Burkholderia sp. i Aspergillus sp. w 

formie wolnej 

2. Badanie aktywności enancjoselektywnej lipaz z Burkholderia sp. i Aspergillus sp. w formie wolnej 

3. Unieruchomienie lipaz Amano PS z  Burkholderia cepacia (APS-BCL) i Amano A z Aspergillus 

niger (AA-ANL) na nośniku polimerowym IB-150A 

4. Badanie aktywności enancjoselektywnej lipazy APS-BCL w formie immobilizowanej 

a) przeprowadzenie kinetycznego rozdziału (R,S)-1-fenyloetanolu na drodze transestryfikacji 

katalizowanej immobilizowaną APS-BCL 

b) badanie wpływu rozpuszczalników i donorów grupy acylowej na aktywność enancjoselektywną 

immobilizowanej APS-BCL 

5. Badanie aktywności lipolitycznej lipazy APS-BCL w formie immobilizowanej  

6. Badanie aktywności enancjoselektywnej lipazy AA-ANL w formie immobilizowanej  

7. Badanie aktywności lipolitycznej lipazy AA-ANL w formie immobilizowanej 

a) określenie wpływu substratów, nośników, temperatury, pH, cykli reakcyjnych na aktywność 

lipolityczną immobilizowanej AA-ANL 

b) sprawdzenie wpływu przechowywania immobilizowanej lipazy AA-ANL na jej stabilność  

Celem analitycznym pracy była optymalizacja rozdziału chromatograficznego (R,S)-1-

fenyloetanolu i jego estrów z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej i chiralnych 

faz stacjonarnych.  

Do cyklu publikacji eksperymentalnych dodano pracę poglądową dotyczącą zastosowania 

lipazy z Burkholderia cepacia w reakcjach o znaczeniu farmaceutycznym.    
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11. Wyniki i dyskusja wyników  

11. 1. Ocena aktywności enancjoselektywnej i lipolitycznej lipazy Amano PS z Burkholderia cepacia 

w formie wolnej – P1 

P1. Jacek Dulęba, Tomasz Siódmiak, Michał Piotr Marszałł, Amano Lipase PS from Burkholderia 

cepacia - Evaluation of the Effect of Substrates and Reaction Media on the Catalytic Activity, Curr. 

Org Chem., 2020, 24 (7), 798-807. 

 Amano lipaza PS z Burkholderia cepacia (APS-BCL) należy do najczęściej stosowanych 

lipaz w biokatalizie. Jest wykorzystywana w reakcjach enancjoselektywnych np. w kinetycznym 

rozdziale związków chiralnych, między innymi leków lub ich prekursorów. APS-BCL bierze udział 

również w hydrolizie triglicerydów (TGs), do których należą m.in. wielonienasycone kwasy 

tłuszczowe (PUFAs), suplementowane w celu zmniejszenia ryzyka chorób sercowo-naczyniowych 

oraz poprawy pracy ośrodkowego układu nerwowego.  

 Badano aktywność enancjoselektywną APS-BCL w formie wolnej, przeprowadzając 

kinetyczny rozdział (R,S)-1-fenyloetanolu na drodze transestryfikacji. Otrzymano optycznie czysty 

octan (R)-1-fenyloetylu. Uzyskane parametry katalityczne (eep =94%, ees =99%, C =51%, E =170) 

wskazują na wysoką aktywność enancjoselektywną lipazy APS-BCL w formie wolnej (Rycina 10).  

Przeprowadzono badanie wpływu warunków reakcji, dobierając odpowiedni donor grupy 

acylowej oraz rozpuszczalnik. Wykazano, że octan izopropenylu może stanowić alternatywę dla 

octanu winylu jako donor grupy acylowej. Zaobserwowano pozytywny wpływ środowiska reakcji na 

aktywność enancjoselektywną APS-BCL. Nie wykazano natomiast liniowego wpływu wartości logP 

rozpuszczalników na aktywność APS-BCL.  

Zbadano aktywność lipolityczną, prowadząc reakcję hydrolizy 13 olejów roślinnych o 

różnych zawartości kwasów ω3, ω6, ω9. Na podstawie otrzymanych wyników obliczono aktywność 

enzymatyczną U [μM/min] oraz aktywność relatywną [%]. Uzyskano wysoką aktywność lipolityczną 

lipazy APS-BCL. Ponadto, zauważono tendencję dotyczącą wpływu zawartości kwasów ω6/ω9 w 

substratach na aktywność enzymatyczną lipazy. Wzrost aktywności nastąpił w olejach, w których 

wartość ω6/ω9 była wyższa niż 2.3. Zatem, ustalono granicę odcięcia, powyżej której aktywność 

lipolityczna wyraźnie wzrastała. Zjawisko to mogło być spowodowane tzw. splątaniem łańcuchów 

węglowych oraz obecnością wiązań podwójnych w strukturach kwasów tłuszczowych ω [65, 67]. 

Otrzymane wyniki stanowiły podstawę do kolejnych badań, uwzględniających aktywność APS-BCL 

w formie immobilizowanej.  
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(S)-1PH-E 

(S)-1PH 

 

Rycina 10. Chromatogram HPLC kinetycznego rozdziału (R,S)-1-fenyloetanolu katalizowanego 

przez APS-BCL w formie wolnej. 
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11.2. Ocena aktywności enancjoselektywnej i lipolitycznej lipazy Amano PS z Burkholderia cepacia 

immobilizowanej na nośniku poliakrylowym IB-150A – P2 

P2: Jacek Dulęba, Tomasz Siódmiak, Michał Piotr Marszałł, The influence of substrate systems on 

the enantioselective and lipolytic activity of immobilized Amano PS from Burkholderia cepacia 

lipase (APS-BCL), Process Biochem. 2022, 120, 126-137. 

  Lipazę APS-BCL poddano procesowi immobilizacji, celem zwiększenia jej aktywności. W 

opisanej pracy, APS-BCL immobilizowano na apolarnym nośniku poliakrylowym IB-150A. 

Zbadano aktywność enancjoselektywną immobilizowanej APS-BCL na drodze kinetycznego 

rozdziału (R,S)-1-fenyloetanolu w reakcji transestryfikacji. Ponadto, sprawdzono wpływ donorów 

grupy acylowej oraz rozpuszczalników na aktywność immobilizowanej APS-BCL. Wybrano n-

heptan jako optymalne środowisko reakcji. W badaniach wstępnych zoptymalizowano czas inkubacji 

- 12 h. Reakcję prowadzono w obecności 2 donorów grupy acylowej: octanu izopropenylu i octanu 

winylu. Uzyskane wyniki potwierdziły wysoką aktywność enancjoselektywną APS-BCL w 

kinetycznym rozdziale (R,S)-1-fenyloetanolu. Zaobserwowano, że immobilizacja skróciła czas 

reakcji potrzebny do osiągnięcia wysokich parametrów katalitycznych. Podobnie jak w reakcji 

katalizowanej przez APS-BCL w formie wolnej, wskazano na octan izopropenylu jako alternatywę 

donora grupy acylowej oraz nie stwierdzono wpływu wzrostu parametru logP na aktywność 

enancjoselektywną enzymu.  

 Zbadano aktywność lipolityczną immobilizowanej APS-BCL w reakcji hydrolizy 13 olejów 

pochodzenia roślinnego zawierających różne ilości kwasów ω3/ω6/ω9. Badanie poprzedzono 

wyznaczeniem ilości immobilizowanego białka na nośniku metodą Bradforda [85]. Na podstawie 

uzyskanych danych, obliczono parametry katalityczne dotyczące wydajności immobilizacji oraz 

stosunku aktywności lipolitycznej immobilizowanej lipazy do aktywności enzymu w formie wolnej 

(Iy, Arec, Aret). Wyznaczono parametry kinetyczne reakcji, opierając się na krzywej Linweavera-

Burka.  

Otrzymane wyniki wskazywały na obniżenie aktywności immobilizowanej APS-BCL w 

porównaniu z aktywnością lipazy w formie wolnej.  Do dalszych badań lipolitycznych, z uwagi na 

wyższą aktywność immobilizowanej APS-BCL, w porównaniu w formą wolną,  wybrano olej 

arachidowy jako substrat. Potwierdzono granicę odcięcia aktywności APS-BCL w formie 

immobilizowanej – lipaza wykazywała wysoką aktywność w olejach o stosunku zawartości ω6/ω9 

powyżej 2.3.  
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Wyznaczone parametry kinetyczne (wyższe Km immobilizowanej APS-BCL w porównaniu z 

formą wolną) wskazują na zmniejszenie powinowactwa enzymu do substratu.  Analizując wyniki 

uzyskane w przeprowadzonych badaniach jak i danych literaturowych [64, 66], stwierdzono, że na 

aktywność lipolityczną lipazy znacząco wpływają również właściwości chemiczne oraz fizyczne 

użytych substratów.  

 W badaniu aktywności enancjoselektywnej oraz lipolitycznej APS-BCL otrzymano wysokie 

parametry katalityczne immobilizowanej APS-BCL przy znacznie skróconym czasie reakcji, w 

porównaniu z lipazą w formie wolnej. Ponadto, wykazano pozytywny wpływ środowiska reakcji na 

aktywność enancjoselektywną immobilizowanej APS-BCL. Jednakże, w badaniach aktywności 

lipolitycznej zaobserwowano spadek aktywności lipazy w formie immobilizowanej.  
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11.3. Zastosowanie lipazy z Burkholderia cepacia w reakcjach o znaczeniu farmaceutycznym – P3 

Jacek Dulęba, Tomasz Siódmiak, Rafał Mastalerz, Natalia Kocot, Agnieszka Dębińska, 

Emilia Suchomska, Mateusz Czeczka, Kamil Cała, Dorota Wątróbska-Świetlikowska, 

Michał Piotr Marszałł, The application of lipase from Burkholderia cepacia in the enantioselective 

pharmaceutical biocatalysis, Farm Pol, 2022, Tom 78 (4), 194-200. 

 Lipaza z Burkholderia cepacia (BCL), ze względu na wysoką aktywność enancjoselektywną, 

jest powszechnie stosowana w przemyśle farmaceutycznym. Enzym ten charakteryzuje się szeroką 

specyficznością substratową, niezależnie od długości łańcucha węglowego substratu. Obecność 

wieczka umożliwia zmianę konformacji z zamkniętej na otwartą, co skutkuje odsłonięciem miejsca 

aktywnego enzymu [32]. Ta cecha umożliwia lipazie aktywność na granicy faz. Co więcej, BCL 

poddawano różnym technikom immobilizacji.  

Lipaza BCL znalazła zastosowanie w szerokim spektrum reakcji o znaczeniu 

farmaceutycznym, najczęściej w kinetycznym rozdziale (R,S)-1-fenyloetanolu. BCL wykorzystano 

również do otrzymywania czystych enancjomerów z grupy niesteroidowych leków przeciwzapalnych 

(NLPZ), takich jak (S)-ibuprofen, (R)-ketoprofen oraz (S)-ketoprofen. Poza (R,S)-1-fenyloetanolem, 

BCL została również użyta w kinetycznym rozdziale innych prekursorów leków, takich jak kwas 

migdałowy czy pochodne propan-1,3-diolu. Ponadto, lipazę tą badano w reakcjach z udziałem 

pochodnych glicerofosfolipidów np. myo-inozytol oraz substancji pochodzenia naturalnego np. L-

mentol. 

Przegląd literatury wskazuje na zastosowanie BCL w reakcjach o znaczeniu 

farmaceutycznym.  
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11.4. Ocena aktywności enancjoselektywnej i lipolitycznej lipazy Amano A z Aspergillus niger – P4  

Tomasz Siódmiak, Jacek Dulęba, Natalia Kocot, Dorota Wątróbska-Świetlikowska, Michał Piotr 

Marszałł, The High ‘Lipolytic Jump’ of Immobilized Amano A Lipase from Aspergillus niger in 

Developed ‘ESS Catalytic Triangles’ Containing Natural Origin Substrates, Catalysts, 2022, 12, 853.  

 Lipaza Amano A z Aspergillus niger (AA-ANL) należy do najpowszechniej stosowanych 

komercyjnie dostępnych lipaz z Aspergillus niger (ANL). AA-ANL w reakcji hydrolizy, w 

porównaniu z APS-BCL, wykazuje zwiększoną aktywność w kierunku łańcuchów węglowych 

substratów średniej długości. Ponadto, cechuje się wysoką aktywnością i stabilnością. Podobnie jak 

APS-BCL, ze względu na obecność wieczka w strukturze, wykazuje aktywację międzyfazową, co 

umożliwia wzrost aktywności katalitycznej.  

 Przeprowadzono kinetyczny rozdział (R,S)-1-fenyloetanolu w reakcji transestryfikacji 

katalizowanej przez AA-ANL w formie wolnej i immobilizowanej na nośniku poliakrylowym IB-

150A. Otrzymane wyniki nie wskazały na wysoką aktywność enancjoselektywną lipazy w obu 

formach (Rycina 11, dane nieopublikowane w P4). Z tego powodu, uznano reakcję za 

nieselektywną – wyniki uzyskane w badaniach nie zostały uwzględnione w publikacji.  

 

Rycina 11. Chromatogram kinetycznego rozdziału (R,S)-1-fenyloetanolu, katalizowanego przez 

immobilizowaną AA-ANL. Wysokie piki substratów wskazują na nieselektywność reakcji. 

 Oznaczono aktywność lipolityczną immobilizowanej AA-ANL. Badanie zostało poprzedzone 

spektrofotometrycznym wyznaczeniem ilości immobilizowanego białka metodą Bradforda [85]. 

Hydrolizę enzymatyczną prowadzono w 22 olejach pochodzenia roślinnego oraz oleju rybnym [86]. 

Zbadano również wpływ zawartości poszczególnych kwasów ω3/ω6/ω9 w substratach na aktywność 

lipazy. Wyznaczono parametry katalityczne, takie jak Iy i Ie.  

Otrzymane wyniki wskazywały na niską aktywność lipolityczną AA-ANL w formie wolnej. 

Z drugiej strony, zaobserwowano znaczący „skok” aktywności lipazy w formie immobilizowanej w 
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porównaniu z postacią natywną. Hiperaktywacji immobilizowanej lipazy nie uzyskano w reakcji 

hydrolizy triglicerydów kwasów tłuszczowych zawartych w oliwie z oliwek – w pozostałych olejach 

immobilizowana AA-ANL wykazywała niezwykle wysoką aktywność np. 2400.00% w oleju z pestek 

dyni, 1433.00% w oleju rybnym czy 1266.67% w oleju kukurydzianym. Na podstawie wyników 

uzyskanych w badaniach wstępnych, do dalszych oznaczeń wybrano olej arachidowy. Odnotowano 

wyższą aktywność lipolityczną w olejach z wartością stosunku ω6/ω9 powyżej 3.44 oraz spadek 

aktywności przy zmniejszeniu się wartości stosunku ω3/ω9.  

Zbadano również aktywność lipolityczną AA-ANL immobilizowanej na dwóch innych 

nośnikach polimerowych, różniących się od IB-150A typem oddziaływań – IB-D152 (oddziaływania 

kationowe) i IB-EC1 (oddziaływania niejonowe adsorpcyjne). Wykazano znaczący wpływ typu 

użytego nośnika na ilość immobilizowanego białka. Dane literaturowe wskazują, że mała ilość lipazy 

unieruchomionej na nośniku można skutkować wyższą aktywnością lipolityczną – fakt ten może 

wynikać z braku zawady sterycznej, która może nastąpić w przypadku przeładowania nośnika lipazą.  

Przeprowadzono badanie wpływu temperatury (25-65°C) i pH (4-9) na aktywność 

immobilizowanej AA-ANL. Zaobserwowano tzw. skok lipolityczny w całym zakresie warunków 

reakcji. Otrzymane wyniki sugerują znaczący efekt warunków reakcji na aktywność lipolityczną 

immobilizowanej AA-ANL. Ponadto, zbadano wpływ dwóch różnych mieszanin olejowych jako 

substratów na aktywność lipazy. Substraty sklasyfikowano na podstawie aktywności enzymu, 

uzyskanej w badaniach wstępnych: olej „mocny” (wysoka aktywność), olej „średni” (średnia 

aktywność), olej „słaby” (niska aktywność). W przypadku mieszanin olejów „mocnych”, olejów 

„średnich” oraz oleju „mocnego” i „słabego” zaobserwowano wysoką aktywność lipolityczną, oraz 

niską aktywność lipolityczną w przypadku oleju „średniego” i „słabego” oraz średnią przy olejach 

„słabych”. Nie stwierdzono efektu hiperaddycyjnego aktywności w żadnej z zastosowanych 

mieszanin.  

W następnych etapach testowano wpływ ponownego użycia nośnika na aktywność 

lipolityczną AA-ANL w 4 cyklach, badanie stabilności AA-ANL oraz wyznaczono parametry 

kinetyczne reakcji. Otrzymane wyniki wskazały na nieznaczny spadek aktywności lipolitycznej AA-

ANL względem pierwszego cyklu. Jednakże, badania stabilności wykazały znaczący spadek 

aktywności po 7-dniowym przechowywaniu immobilizowanej AA-ANL w komorze klimatycznej 

KBF P240. Biorąc pod uwagę parametry otrzymane w badaniach kinetycznych (wyższe Km i Vmax), 

wyznaczonych z krzywej Lineweavera-Burka, stwierdzono spadek powinowactwa immobilizowanej 

lipazy do substratu w porównaniu z formą wolną.  
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 W przeprowadzonych badaniach otrzymano niską aktywność enancjoselektywną i wysoką 

lipolityczną lipazy AA-ANL immobilizowanej na nośnikach polimerowych. Jednakże, natywna AA-       

ANL wykazywała niską aktywność w obu typach reakcji. W oparciu o wyniki badań aktywności 

enzymatycznej lipaz, wprowadzono pojęcie „trójkąta katalitycznego”, obejmującego układ enzym-

nośnik-substrat ze wzajemnymi oddziaływaniami (Rycina 12) [87]. Wspomniany układ reakcyjny 

jako część tzw. biblioteki katalitycznej stanowi ważny aspekt w projektowaniu układów 

katalitycznych stosowanych w reakcjach o znaczeniu farmaceutycznym.  

 

Rycina 12. Schemat tzw. trójkąta katalitycznego i jego składowych [87]. 
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12. Wnioski 

 

1. W zakresie przeprowadzonych badań, oceniono aktywność enancjoselektywną i lipolityczną 

lipaz z Burkholderia sp. i Aspergillus sp. w formie wolnej i immobilizowanej na nośnikach 

polimerowych.  

2. Na podstawie wyników badań wstępnych, wybrano lipazy Amano PS z Burkholderia cepacia 

(APS-BCL) oraz Amano A z Aspergillus niger (AA-ANL) jako enzymy o najlepszych 

właściwościach katalitycznych.  

3. Analiza wyników lipaz w formie wolnej pozwala stwierdzić wysoką aktywność 

enancjoselektywną APS-BCL i niską AA-ANL oraz wysoką aktywność lipolityczną APS-

BCL i niską AA-ANL  

4. Uzyskano wysoką aktywność enancjoselektywną immobilizowanej APS-BCL i niską 

immobilizowanej AA-ANL.  

5. Odnotowano korzystny wpływ rozpuszczalników oraz donorów grupy acylowej na 

aktywność immobilizowanej APS-BCL.  

6. Wyniki badań aktywności katalitycznej immobilizowanej APS-BCL wykazały spadek 

aktywności lipolitycznej lipazy w porównaniu z formą wolną.  

7. W przypadku immobilizowanej AA-ANL, uzyskano wzrost aktywności lipolitycznej lipazy 

względem formy natywnej.  

8. Zaobserwowano znaczący wpływ temperatury i pH na aktywność lipolityczną 

immobilizowanej AA-ANL oraz spadek jej aktywności po 4 cyklach reakcji, a także niską 

stabilność po przechowywaniu w komorze klimatycznej. 

9. Zoptymalizowano metodę kinetycznego rozdziału (R,S)-1-fenyloetanolu, z zastosowaniem 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej i chiralnych faz stacjonarnych. Otrzymano 

całkowicie rozdzielone, do linii bazowej, piki produktów i substratów reakcji.  
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13. Streszczenie  

Biokataliza jest procesem, polegającym na wykorzystaniu m.in. enzymów do katalizowania 

reakcji chemicznych. Powszechnie stosowanymi białkami enzymatycznymi w badaniach 

katalitycznych są lipazy. Charakteryzują się one wysoką aktywnością katalityczną (np. aktywność 

enancjoselektywna, aktywność lipolityczna). Aktywność enancjoselektywna umożliwia 

katalizowanie reakcji m.in. kinetycznego rozdziału racemicznych mieszanin związków chemicznych 

w celu otrzymania optycznie czystych enancjomerów, natomiast aktywność lipolityczna pozwala na 

hydrolityczny rozkład triglicerydów kwasów tłuszczowych.  

Zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej badania dotyczyły oceny aktywności 

enancjoselektywnej (w kinetycznym rozdziale (R,S)-1-fenyloetanolu) oraz aktywności lipolitycznej 

(poprzez hydrolizę triglicerydów kwasów tłuszczowych ω3/ω6/ω9) lipaz z Burkholderia sp. (Lipaza 

Amano PS z Burkholderia cepacia, APS-BCL) oraz Aspergillus sp. (Lipaza Amano A z Aspergillus 

niger, AA-ANL). Przeprowadzono proces immobilizacji na nośnikach polimerowych celem 

zwiększenia parametrów katalitycznych lipaz.   

Otrzymane wyniki wskazują na wysoką aktywność enancjoselektywną i lipolityczną APS-

BCL w formie wolnej oraz wysoką aktywność enancjoselektywną i nieznacznie niższą aktywność 

lipolityczną w formie immobilizowanej, w porównaniu w formą wolną. Z kolei, aktywność 

enancjoselektywna AA-ANL osiągnęła niską wartość zarówno dla formy wolnej jak i 

immobilizowanej, natomiast aktywność lipolityczna w formie immobilizowanej znacząco wzrosła w 

porównaniu z formą wolną. Przeprowadzone eksperymenty wskazały na pozytywną rolę lipaz w 

katalizowaniu reakcji o znaczeniu farmaceutycznym. Zaprojektowane w ramach badań modele 

katalityczne, tzw. trójkąty katalityczne mogą stanowić bazę dla badań farmaceutycznych na skalę 

przemysłową.   
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14. Summary 

Biocatalysis is a process that uses e.g. enzymes to catalyze chemical reactions. Lipases are 

commonly used enzymatic proteins in catalytic research. They are characterized by high catalytic 

activity (enantioselective and lipolytic activity). The enantioselective activity enables catalyzing 

reactions, e.g. kinetic resolution of racemic mixtures of chemical compounds to obtain optically pure 

enantiomers, while the lipolytic activity allows hydrolytic decomposition of triglycerides of fatty 

acids. 

The research presented in this doctoral thesis concerned the evaluation of enantioselective 

activity (in the kinetic separation of (R,S)-1-phenylethanol) and lipolytic activity (by hydrolysis of 

triglycerides of ω3/ω6/ω9 fatty acids) of lipases from Burkholderia sp. (Lipase Amano PS from 

Burkholderia cepacia, APS-BCL) and Aspergillus sp. (Amano Lipase A from Aspergillus niger, AA-

ANL). The immobilization process on polymer supports was carried out to increase the catalytic 

parameters of lipases. 

The results indicate high enantioselective and lipolytic activity of APS-BCL in the free form, 

high enantioselective activity, and slightly lower lipolytic activity in the immobilized form compared 

to the free form. On the other hand, the enantioselective activity of the AA-ANL reached a low value 

for both the free and immobilized form, while the lipolytic activity in the immobilized form 

significantly increased compared to the free form. The conducted experiments showed the positive 

role of lipases in catalyzing reactions of pharmaceutical importance. The catalytic models designed 

as part of research, the so-called "catalytic triangles" can be the basis for pharmaceutical research on 

an industrial scale. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Strona | 99  
 

15. Spis rycin i tabel  

 

Rycina 1. Przykładowe reakcje chemiczne katalizowane przez lipazy............................................................11 

Rycina 2. Uproszczony schemat działania lipazy na granicy faz wodnej i lipidowej......................................12 

Rycina 3. Struktura krystaliczna lipazy z Burkholderia cepacia (BCL)[34]. Skróty S87, D264 oraz H286 

oznaczają triadę katalityczną wchodzącą w skład miejsca aktywnego enzymu. Miejsca α-4 oraz α-5 opisują 

lokalizacją tzw. wieczka....................................................................................................................................13 

Rycina 4. Struktura krystaliczna lipaz z Aspergillus niger (ANL) - wersja EstA [36]. Triada katalityczna składa 

się z sekwencji aminokwasów: Seryna173, Kwas asparaginowy228, Histydyna285.........................................…14 

Rycina 5. Struktury racemicznego RS-PHE (1) oraz enancjomerów: R-PHE (2) i S-PHE (3)………...........17 

Rycina 6. Struktury glikozylowanego RS-PHE występujące w herbacie (Camellia sinensis):  

(R)-1-fenyloetylo-β-D-glukopiranozyd (1), (S)-1-fenyloetylo-β-D-glukopiranozyd (2), (R/S)-1-fenyloetylo-β-

primowerozyd (3)..............................................................................................................................................17 

Rycina 7. Kinetyczny rozdział RS-PHE z zastosowaniem różnych donorów grupy acylowej: octan winylu (1), 

octan izopropenylu (2). 1 – RS-PHE, 2 – octan (R)-1-fenyloetylu (R-PHE-ACE), 3 – S-PHE........................18  

Rycina 8. Struktury przestrzenne kwasów ω: ω3 – kwas α-linolenowy, ω6 – kwas linolowy, ω9 – kwas 

oleinowy…………………………………………………………………………………………..………..…22 

Rycina 9. Podział technik immobilizacji ze względu na oddziaływania, rodzaj użytego nośnika oraz ich zalety 

i wady……………………………………………………………………………………..................…...…...24   

Rycina 10. Chromatogram HPLC kinetycznego rozdziału (R,S)-1-fenyloetanolu katalizowanego przez APS-

BCL w formie wolnej........................................................................................................................................29 

Rycina 11. Chromatogram kinetycznego rozdziału (R,S)-1-fenyloetanolu, katalizowanego przez 

immobilizowaną AA-ANL. Wysokie piki substratów wskazują na nieselektywność reakcji......................... 67 

Rycina 12. Schemat tzw. trójkąta katalitycznego i jego składowych…………………...................................69 

 

Tabela 1. Przykłady aktywności enancjoselektywnej lipaz w otrzymywaniu związków chemicznych o 

znaczeniu farmaceutycznym (lek, prekursory). ATL – Lipaza z Aspergillus terrasus, Novozyme-435 - CALB 

immobilizowana na makroporowatej żywicy akrylowej, TLL – lipaza z Thermomyces lanuginosus, APS-BCL 

D – lipaza Amano z Burkholderia cepacia, odmiana D………………………………………..………….….16 

Tabela 2. Normy żywieniowe dotyczące spożywania kwasów ω3 i ω6 w różnych kategoriach wiekowych 

[63]…………………………………………………………………………………………………………....21

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

file:///C:/Users/Karol/Desktop/Doktorat/Praca_doktorska_06-2023.docx%23_Toc137647766
file:///C:/Users/Karol/Desktop/Doktorat/Praca_doktorska_06-2023.docx%23_Toc137647766


Strona | 100  
 

16. Literatura  

[1] H. Gutfreund, KUHNE,WF - APPRECIATION, Febs Letters, 62 (1976) E1-E12. 

[2] G. Bordenave, Louis Pasteur (1822-1895), Microbes and Infection, 5 (2003) 553-560. 

[3] C.W. Bamforth, Current perspectives on the role of enzymes in brewing, Journal of Cereal 

Science, 50 (2009) 353-357. 

[4] A.R. Alcantara, P.D. de Maria, J.A. Littlechild, M. Schurmann, R.A. Sheldon, R. Wohlgemuth, 

Biocatalysis as Key to Sustainable Industrial Chemistry, Chemsuschem, 15 (2022). 

[5] P. Anastas, N. Eghbali, Green Chemistry: Principles and Practice, Chemical Society Reviews, 39 

(2010) 301-312. 

[6] S. Busch, P. Horlacher, S. Both, A. Westfechtel, U. Schorken, Green synthesis routes toward 

triglycerides of conjugated linoleic acid, European Journal of Lipid Science and Technology, 113 

(2011) 92-99. 

[7] G. Rabbani, E. Ahmad, M.V. Khan, M.T. Ashraf, R. Bhat, R.H. Khan, Impact of structural 

stability of cold adapted Candida antarctica lipase B (CaLB): in relation to pH, chemical and thermal 

denaturation, Rsc Advances, 5 (2015) 20115-20131. 

[8] J. Pleiss, M. Fischer, R.D. Schmid, Anatomy of lipase binding sites: the scissile fatty acid binding 

site, Chemistry and Physics of Lipids, 93 (1998) 67-80. 

[9] M.D. Munio, L. Esteban, A. Robles, E. Hita, M.J. Jimenez, P.A. Gonzalez, B. Camacho, E. 

Molina, Synthesis of 2-monoacylglycerols rich in polyunsaturated fatty acids by ethanolysis of fish 

oil catalyzed by 1,3 specific lipases, Process Biochemistry, 43 (2008) 1033-1039. 

[10] V.C.F. da Silva, F.J. Contesini, P.D. Carvalho, Enantioselective behavior of lipases from 

Aspergillus niger immobilized in different supports, Journal of Industrial Microbiology & 

Biotechnology, 36 (2009) 949-954. 

[11] P.R.M. Bueno, T.F. de Oliveira, G.L. Castiglioni, M.S. Soares, C.J. Ulhoa, Application of lipase 

from Burkholderia cepacia in the degradation of agro-industrial effluent, Water Science and 

Technology, 71 (2015) 957-964.. 

[12] T. Siódmiak, G.G. Haraldsson, J. Dulęba, M. Ziegler-Borowska, J. Siódmiak, M.P. Marszałł, 

Evaluation of Designed Immobilized Catalytic Systems: Activity Enhancement of Lipase B 

fromCandida antarctica, Catalysts, 10 (2020) 21. 

[13] R.C. Rodrigues, C. Ortiz, A. Berenguer-Murcia, R. Torres, R. Fernandez-Lafuente, Modifying 

enzyme activity and selectivity by immobilization, Chemical Society Reviews, 42 (2013) 6290-6307. 

[14] E. Vanleeuw, S. Winderickx, K. Thevissen, B. Lagrain, M. Dusselier, B.P.A. Cammue, B.F. 

Sels, Substrate -Specificity of Candida rugosa Lipase and Its Industrial Application, Acs Sustainable 

Chemistry & Engineering, 7 (2019) 15828-15844. 

[15] P. Berglund, Controlling lipase enantioselectivity for organic synthesis, Biomolecular 

Engineering, 18 (2001) 13-22. 

[16] P.D. Carvalho, F.J. Contesini, R. Bizaco, S.A. Calafatti, G.A. Macedo, Optimization of 

enantioselective resolution of racemic ibuprofen by native lipase from Aspergillus niger, Journal of 

Industrial Microbiology & Biotechnology, 33 (2006) 713-718. 

[17] B. Stauch, S.J. Fisher, M. Cianci, Open and closed states of Candida antarctica lipase B: 

protonation and the mechanism of interfacial activation, Journal of Lipid Research, 56 (2015) 2348-

2358. 

[18] R.A. Cordle, M.E. Lowe, The hydrophobic surface of colipase influences lipase activity at an 

oil-water interface, Journal of Lipid Research, 39 (1998) 1759-1767. 

[19] K.K. Kim, H.K. Song, D.H. Shin, K.Y. Hwang, S.W. Suh, The crystal structure of a 

triacylglycerol lipase from Pseudomonas cepacia reveals a highly open conformation in the absence 

of a bound inhibitor, Structure, 5 (1997) 173-185. 

[20] J.D. Schrag, Y.G. Li, M. Cygler, D.M. Lang, T. Burgdorf, H.J. Hecht, R. Schmid, D. Schomburg, 

T.J. Rydel, J.D. Oliver, L.C. Strickland, C.M. Dunaway, S.B. Larson, J. Day, A. McPherson, The 

open conformation of a Pseudomonas lipase, Structure, 5 (1997) 187-202. 



Strona | 101  
 

[21] T. Zisis, P.L. Freddolino, P. Turunen, M.C.F. van Teeseing, A.E. Rowan, K.G. Blank, Interfacial 

Activation of Candida antarctica Lipase B: Combined Evidence from Experiment and Simulation, 

Biochemistry, 54 (2015) 5969-5979. 

[22] F. Secundo, G. Carrea, C. Tarabiono, P. Gatti-Lafranconi, S. Brocca, M. Lotti, K.E. Jaeger, M. 

Puls, T. Eggert, The lid is a structural and functional determinant of lipase activity and selectivity, 

Journal of Molecular Catalysis B-Enzymatic, 39 (2006) 166-170. 

[23] R. Verger, 'Interfacial activation' of lipases: Facts and artifacts, Trends in Biotechnology, 15 

(1997) 32-38. 

[24] P. Bolibok, J. Gembala, M. Wujak, K. Roszek, A.P. Terzyk, M. Wisniewski, Enzyme 

immobilization on carriers as a way of directed modification of biocatalysator properties, Przemysł 

Chemiczny, 95 (2016) 2254-2258. 

[25] C. Mateo, J.M. Palomo, G. Fernandez-Lorente, J.M. Guisan, R. Fernandez-Lafuente, 

Improvement of enzyme activity, stability and selectivity via immobilization techniques, Enzyme and 

Microbial Technology, 40 (2007) 1451-1463. 

[26] T. Siódmiak, J. Siódmiak, R. Mastalerz, N. Kocot, J. Duleba, G.G. Haraldsson, D. Wątróbska-

Świetlikowska, M.P. Marszałł, Climatic Chamber Stability Tests of Lipase-Catalytic Octyl-

Sepharose Systems, Catalysts, 13 (2023). 

[27] T. Siódmiak, J. Dulęba, G.G. Haraldsson, J. Siódmiak, M.P. Marszałł, The Studies of Sepharose-

Immobilized Lipases: Combining Techniques for the Enhancement of Activity and Thermal Stability, 

Catalysts, 13 (2023), 887. 

[28] S. Arana-Pena, N.S. Rios, D. Carballares, L.R.B. Goncalves, R. Fernandez-Lafuente, 

Immobilization of lipases via interfacial activation on hydrophobic supports: Production of 

biocatalysts libraries by altering the immobilization conditions, Catalysis Today, 362 (2021) 130-

140. 

[29] L.P. Miranda, J.R. Guimaraes, R.C. Giordano, R. Fernandez-Lafuente, P.W. Tardioli, 

Composites of Crosslinked Aggregates of Eversa(R)Transform and Magnetic Nanoparticles. 

Performance in the Ethanolysis of Soybean Oil, Catalysts, 10 (2020). 

[30] R.C. Rodrigues, A. Berenguer-Murcia, D. Carballares, R. Morellon-Sterling, R. Fernandez-

Lafuente, Stabilization of enzymes via immobilization: Multipoint covalent attachment and other 

stabilization strategies, Biotechnology Advances, 52 (2021). 

[31] H.S. Elshafie, I. Camele, An Overview of Metabolic Activity, Beneficial and Pathogenic 

Aspects of Burkholderia Spp., Metabolites 11 (2021) 321.  

[32] D.A. Sanchez, G.M. Tonetto, M.L. Ferreira, Burkholderia cepacia lipase: A versatile catalyst in 

synthesis reactions, Biotechnology and Bioengineering, 115 (2018) 6-24. 

[33] E. Mahenthiralingam, A. Baldwin, C.G. Dowson, Burkholderia cepacia complex bacteria: 

opportunistic pathogens with important natural biology, Journal of Applied Microbiology, 104 (2008) 

1539-1551. 

[34] H.T. Hwang, F. Qi, C.L. Yuan, X.B. Zhao, D. Ramkrishna, D.H. Liu, A. Varma, Lipase-

Catalyzed Process for Biodiesel Production: Protein Engineering and Lipase Production, 

Biotechnology and Bioengineering, 111 (2014) 639-653. Przedruk za zgodą Wiley (Nr licencji: 

1385879-1)  

[35] F.J. Contesini, F. Calzado, J.V. Madeira, M.V. Rubio, M.P. Zubieta, R.R. de Melo, T.A. 

Goncalves, Aspergillus Lipases: Biotechnological and Industrial Application, Fungal Metabolites, 

(2017). 

[36] https://www.rcsb.org/structure/1UKC (Dostęp: 15.06.2023 r.) 

[37] T. Yildiz, H. Yasa, B. Hasdemir, A.S. Yusufoglu, Different bio/Lewis acid-catalyzed 

stereoselective aldol reactions in various mediums, Monatshefte Fur Chemie, 148 (2017) 1445-1452. 

[38] A. Tarczykowska, A. Sikora, M.P. Marszałł, Lipases - Valuable Biocatalysts in Kinetic 

Resolution of Racemates, Mini-Reviews in Organic Chemistry, 15 (2018) 374-381. 



Strona | 102  
 

[39] T. Siódmiak, M. Ziegler-Borowska, M.P. Marszałł, Lipase-immobilized magnetic chitosan 

nanoparticles for kinetic resolution of (R,S)-ibuprofen, Journal of Molecular Catalysis B-Enzymatic, 

94 (2013) 7-14. 

[40] A. Sikora, T. Siódmiak, M.P. Marszałł, Kinetic Resolution of Profens by Enantioselective 

Esterification Catalyzed by Candida antarctica and Candida rugosa Lipases, Chirality, 26 (2014) 

663-669. 

[41] T. Siódmiak, D. Mangelings, Y. Vander Heyden, M. Ziegler-Borowska, M.P. Marszałł, High 

Enantioselective Novozym 435-Catalyzed Esterification of (R,S)-Flurbiprofen Monitored with a 

Chiral Stationary Phase, Applied Biochemistry and Biotechnology, 175 (2015) 2769-2785. 

[42] A. Ghanem, Direct Enantioselective HPLC Monitoring of Lipase-Catalyzed Kinetic Resolution 

of Flurbiprofen, Chirality, 22 (2010) 597-603. 

[43] H.Y. Zhang, X. Wang, C.B. Ching, J.C. Wu, Experimental optimization of enzymic kinetic 

resolution of racemic flurbiprofen, Biotechnology and Applied Biochemistry, 42 (2005) 67-71. 

[44] N. Melais, L. Aribi-Zouioueche, O. Riant, The effect of the migrating group structure on 

enantioselectivity in lipase-catalyzed kinetic resolution of 1-phenylethanol, Comptes Rendus Chimie, 

19 (2016) 971-977. 

[45] C.J. Xie, B. Wu, S. Qin, B.F. He, A lipase with broad solvent stability from Burkholderia cepacia 

RQ3: isolation, characteristics and application for chiral resolution of 1-phenylethanol, Bioprocess 

and Biosystems Engineering, 39 (2016) 59-66. 

[46] A. Carvalho, T.D. Fonseca, M.C. de Mattos, M.D.F. de Oliveira, T.L.G. de Lemos, F. Molinari, 

D. Romano, I. Serra, Recent Advances in Lipase-Mediated Preparation of Pharmaceuticals and Their 

Intermediates, International Journal of Molecular Sciences, 16 (2015) 29682-29716. 

[47] M. Habulin, Z. Knez, Optimization of (R,S)-1-phenylethanol kinetic resolution over Candida 

antarctica lipase B in ionic liquids, Journal of Molecular Catalysis B-Enzymatic, 58 (2009) 24-28. 

[48] C.L. Suan, M.R. Sarmidi, Immobilised lipase-catalysed resolution of (R,S)-1-phenylethanol in 

recirculated packed bed reactor, Journal of Molecular Catalysis B-Enzymatic, 28 (2004) 111-119. 

[49] Y. Zhou, F. Dong, A. Kunimasa, Y.Q. Zhang, S.H. Cheng, J.M. Lu, L. Zhang, A. Murata, F. 

Mayer, P. Fleischmann, N. Watanabe, Z.Y. Yang, Occurrence of Glycosidically Conjugated 1-

Phenylethanol and Its Hydrolase beta-Primeverosidase in Tea (Camellia sinensis) Flowers, Journal 

of Agricultural and Food Chemistry, 62 (2014) 8042-8050. 

[50] Y. Zhou, Q.Y. Peng, L. Zhang, S.H. Cheng, L.T. Zeng, F. Dong, Z.Y. Yang, Characterization of 

enzymes specifically producing chiral flavor compounds (R)- and (S)-1-phenylethanol from tea 

(Camellia sinensis) flowers, Food Chemistry, 280 (2019) 27-33. 

[51] J.Y. Wang, C.L. Ma, Y.M. Bao, P.S. Xu, Lipase entrapment in protamine-induced bio-zirconia 

particles: Characterization and application to the resolution of (R,S)-1-phenylethanol, Enzyme and 

Microbial Technology, 51 (2012) 40-46. 

[52] X. Li, S.S. Huang, L. Xu, Y.J. Yan, Improving activity and enantioselectivity of lipase via 

immobilization on macroporous resin for resolution of racemic 1-phenylethanol in non-aqueous 

medium, Bmc Biotechnology, 13 (2013). 

[53] L.A. Durkin, C.E. Childs, P.C. Calder, Omega-3 Polyunsaturated Fatty Acids and the Intestinal 

Epithelium-A Review, Foods, 10 (2021). 

[54] W.H. Chang, H.C. Ting, W.W. Chen, J.F. Chan, Y.H.H. Hsu, Omega-3 and omega-6 fatty acid 

differentially impact cardiolipin remodeling in activated macrophage, Lipids in Health and Disease, 

17 (2018). 

[55] U.N. Das, Essential fatty acids - A review, Current Pharmaceutical Biotechnology, 7 (2006) 

467-482. 

[56] S. Rahmawaty, B.J. Meyer, Stunting is a recognized problem: Evidence for the potential benefits 

of omega-3 long-chain polyunsaturated fatty acids, Nutrition, 73 (2020). 

[57] W.E. Connor, The beneficial effects of omega-3 fatty acids: Cardiovascular disease and 

neurodevelopment, Current Opinion in Lipidology, 8 (1997) 1-3. 



Strona | 103  
 

[58] M. Cholewski, M. Tomczykowa, M. Tomczyk, A Comprehensive Review of Chemistry, Sources 

and Bioavailability of Omega-3 Fatty Acids, Nutrients, 10 (2018). 

[59] C.T. Collins, R.A. Gibson, A.J. McPhee, M. Makrides, The role of long chain polyunsaturated 

fatty acids in perinatal nutrition, Seminars in Perinatology, 43 (2019) 9. 

[60] J.P. SanGiovanni, E.Y. Chew, The role of omega-3 long-chain polyunsaturated fatty acids in 

health and disease of the retina, Progress in Retinal and Eye Research, 24 (2005) 87-138. 

[61] S. Halfen, C.B. Jacometo, P. Mattei, S.R. Fenstenseifer, L.F.M. Pfeifer, F.A.B. Del Pino, M.A.Z. 

Santos, C.M.P. de Pereira, E. Schmitt, M.N. Correa, Diets Rich in Polyunsaturated Fatty Acids With 

Different Omega-6/Omega-3 Ratio Decrease Liver Content of Saturated Fatty Acids Across 

Generations of Wistar Rats, Brazilian Archives of Biology and Technology, 59 (2016). 

[62] A.P. Simopoulos, An Increase in the Omega-6/Omega-3 Fatty Acid Ratio Increases the Risk for 

Obesity, Nutrients, 8 (2016) 17. 

[63] M. Jarosz, E. Rychlik, K. Stoś, J. Charzewska, Normy żywienia dla populacji w Polsce i ich 

zastosowanie, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego – Państwowy Zakład Higieny, 2020.  

[64] R. Bancerz, Przemysłowe zastosowanie lipaz, Postępy Biochemii 63 (4) 2017.  

[65] T. Gocen, S.H. Bayari, M.H. Guven, Effects of chemical structures of omega-6 fatty acids on 

the molecular parameters and quantum chemical descriptors, Journal of Molecular Structure, 1174 

(2018) 142-150. 

[66] T.O. Akanbi, C.J. Barrow, Candida antarctica lipase A effectively concentrates DHA from fish 

and thraustochytrid oils, Food Chemistry, 229 (2017) 509-516. 

[67] G.J. Ma, L.M. Dai, D.H. Liu, W. Du, Lipase-Mediated Selective Methanolysis of Fish Oil for 

Biodiesel Production and Polyunsaturated Fatty Acid Enrichment, Energy & Fuels, 32 (2018) 7630-

7635. 

[68] L. Casas-Godoy, M. Meunchan, M. Cot, S. Duquesne, F. Bordes, A. Marty, Yarrowia lipolytica 

lipase Lip2: An efficient enzyme for the production of concentrates of docosahexaenoic acid ethyl 

ester, Journal of Biotechnology, 180 (2014) 30-36. 

[69] A. Sassolas, L.J. Blum, B.D. Leca-Bouvier, Immobilization strategies to develop enzymatic 

biosensors, Biotechnology Advances, 30 (2012) 489-511. 

[70] X.B. Zhao, F. Qi, C.L. Yuan, W. Du, D.H. Liu, Lipase-catalyzed process for biodiesel 

production: Enzyme immobilization, process simulation and optimization, Renewable & Sustainable 

Energy Reviews, 44 (2015) 182-197. 

[71] D.H. Zhang, L.X. Yuwen, L.J. Peng, Parameters Affecting the Performance of Immobilized 

Enzyme, Journal of Chemistry, 2013 (2013). 

[72] B. Thangaraj, P.R. Solomon, Immobilization of Lipases - A Review. Part I: Enzyme 

Immobilization, Chembioeng Reviews, 6 (2019) 157-166. 

[73] N.F. Mokhtar, R. Abd Rahman, N.D.M. Noor, F.M. Shariff, M.S.M. Ali, The Immobilization of 

Lipases on Porous Support by Adsorption and Hydrophobic Interaction Method, Catalysts, 10 (2020) 

17. 

[74] J. Boudrant, J.M. Woodley, R. Fernandez-Lafuente, Parameters necessary to define an 

immobilized enzyme preparation, Process Biochemistry, 90 (2020) 66-80. 

[75] V.L. Sirisha, A. Jain, Enzyme Immobilization: An Overview on Methods, Support Material, and 

Applications of Immobilized Enzymes, Advances in Food and Nutrition Research, Vol 79: Marine 

Enzymes Biotechnology: Production and Industrial Applications, Pt Ii - Marine Organisms Producing 

Enzymes, 79 (2016) 179-211. 

[76] F.B.H. Rehm, S.X. Chen, B.H.A. Rehm, Enzyme Engineering for In Situ Immobilization, 

Molecules, 21 (2016). 

[77 B. Thangaraj, P.R. Solomon, Immobilization of Lipases - A Review. Part II: Carrier Materials, 

Chembioeng Reviews, 6 (2019) 167-194. 



Strona | 104  
 

[78] J.K. Poppe, A.P.O. Costa, M.C. Brasil, R.C. Rodrigues, M.A.Z. Ayub, Multipoint covalent 

immobilization of lipases on aldehyde-activated support: Characterization and application in 

transesterification reaction, Journal of Molecular Catalysis B-Enzymatic, 94 (2013) 57-62. 

[79] D. Alagoz, A. Celik, D. Yildirim, S.S. Tukel, B. Binay, Covalent immobilization of Candida 

methylica formate dehydrogenase on short spacer arm aldehyde group containing supports, Journal 

of Molecular Catalysis B-Enzymatic, 130 (2016) 40-47. 

[80] A. Gennari, F.H. Mobayed, R.D. Rafael, R.C. Rodrigues, R.A. Sperotto, G. Volpato, C.F.V. de 

Souza, Modification of Immobead 150 Support for Protein Immobilization: Effects on the Properties 

of Immobilized Aspergillus oryzae beta-Galactosidase, Biotechnology Progress, 34 (2018) 934-943. 

[81] C.R. Matte, R. Bussamara, J. Dupont, R.C. Rodrigues, P.F. Hertz, M.A.Z. Ayub, Immobilization 

of Thermomyces lanuginosus Lipase by Different Techniques on Immobead 150 Support: 

Characterization and Applications, Applied Biochemistry and Biotechnology, 172 (2014) 2507-2520. 

[82] J.F. Vesoloski, A.S. Todero, R.J. Macieski, F.D. Pereira, R.M. Dallago, M.L. Mignoni, 

Immobilization of Lipase from Candida antarctica B (CALB) by Sol-Gel Technique Using Rice 

Husk Ash as Silic Source and Ionic Liquid as Additive, Applied Biochemistry and Biotechnology, 

194 (2022) 6270-6286. 

[83] E.P. Cipolatti, M.J.A. Silva, M. Klein, V. Feddern, M.M.C. Feltes, J.V. Oliveira, J.L. Ninow, D. 

de Oliveira, Current status and trends in enzymatic nanoimmobilization, Journal of Molecular 

Catalysis B-Enzymatic, 99 (2014) 56-67. 

[84] J.M. Bolivar, J.M. Woodley, R. Fernandez-Lafuente, Is enzyme immobilization a mature 

discipline? Some critical considerations to capitalize on the benefits of immobilization, Chemical 

Society Reviews, 51 (2022) 6251-6290. 

[85] M.M. Bradford, RAPID AND SENSITIVE METHOD FOR QUANTITATION OF 

MICROGRAM QUANTITIES OF PROTEIN UTILIZING PRINCIPLE OF PROTEIN-DYE 

BINDING, Analytical Biochemistry, 72 (1976) 248-254. 

[86] J.N. Sun, Y.J. Jiang, L.Y. Zhou, J. Gao, Immobilization of Candida antarctica lipase B by 

adsorption in organic medium, New Biotechnology, 27 (2010) 53-58. 

[87] Y.F. Zhang, J. Ge, Z. Liu, Enhanced Activity of Immobilized or Chemically Modified Enzymes, 

Acs Catalysis, 5 (2015) 4503-4513. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Strona | 105  
 

17. Oświadczenia autora i współautorów o udziale w powstaniu publikacji  

 

 

 



Strona | 106  
 

 

 

 

  



Strona | 107  
 

 

 

 

 



Strona | 108  
 

 

 

 

 



Strona | 109  
 

 

 

 

 



Strona | 110  
 

 

 

 

 



Strona | 111  
 

 

 

 

 



Strona | 112  
 

 

 

 

 



Strona | 113  
 

 

 

 

 



Strona | 114  
 

 

 

 

 



Strona | 115  
 

 

 

 

 



Strona | 116  
 

 

 

 

 



Strona | 117  
 

 

 

 

 



Strona | 118  
 

 

 

 

 



Strona | 119  
 

 

 

 

 



Strona | 120  
 

 

 

 

 



Strona | 121  
 

 

 

 

 



Strona | 122  
 

 

 

 

 



Strona | 123  
 

 

 

 



Strona | 124  
 

 

 

 



Strona | 125  
 

 

 

 



Strona | 126  
 

 

 

 

 



Strona | 127  
 

 

 

 



Strona | 128  
 

 

 

 



Strona | 129  
 

 

 

 

 



Strona | 130  
 

 

  


