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OPRACOWANIE METODY ORAZ OPTYMALIZACJA
WARUNKOW IMMOBILIZACJI INWERTAZY DRO  ZDZOWEJ
W ZELU ALGINIANOWYM

OPTIMIZATION OF IMMOBILIZATION OF YEAST INVERTASE
IN THE ALGINATE GEL

Abstrakt: Zbadano wptyw rénych stzen chlorku wapnia oraz czasu kondycjonowania inwertdmzdzowej
(EC 3.2.1.26) izolowanej z drdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiaenmobilizowanej w zelu
alginianowym. Z wykorzystanych w badaniachzmgch stzen chlorku wapnia (2, 5, 10 i 30%) najwsz
aktywnai¢ enzymatycza uzyskano dla najwszego wykorzystanegoegenia. Wykazanoze czas 15 minut
kondycjonowaniazelu alginianowego w chlorku wapnia prowadzi do felg/wniejszego immobilizowania
inwertazy. Dodatkowo oceniono wplyw immobilizaajiwertazy dradzowej na jej aktywn& w odniesieniu do
wolnej formy tego enzymu w szerokim zakresie pt5y(&,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5) oraz temperat@d, 36, 44,
49, 54, 59, 64 oraz 70°C). Aktywkioenzymatycza badano spektrofotometrycznie poprzez mierzenigrpstu
zredukowanej formy kwasu pikrynowego powstatej weaici cukréow redukujcych otrzymanych ze
zhydrolizowanej przez inwertazsacharozy. Spgodd wykorzystanych rych wartdci temperatury i pH
najwyzszy wydajné¢ immobilizowanej inwertazy wykazano dla 59°C i pH5%,0. Wykazano,ze
immobilizowana inwertaza zachowuje aktywéow szerszym zakresie pH i temperatury od formy epin
(nieimmobilizowanej).

Stowa kluczowe:immobilizacja enzymuzel alginianowy, inwertaza dzdzowa

Wprowadzenie

W komérkachSaccharomyces cerevisiabecne s dwie formy inwertazy (sacharazy,
p-fruktofuranozydazy, EC 3.2.1.26): wewtrezna, zlokalizowana w cytozolu, oraz
zewretrzna lgdaca w przestrzeni periplazmatycznej. Pomimo tegopbie § kodowane
Z udziatem tego samego ger&lUC2, to r&nig sie budows. Wystpujaca w postaci dimeru
(lub rzadziej oligomeru) zewtrzna inwertaza ma dodatkgweszt seryny na aminowym
koncu. Forma wewgtrzna tego enzymu w zaleosci od pH mae st& sie monomerem,
dimerem lub oktamerem [1]. Inwertaza ghidowa wykorzystywana jest w przediy na
szeroly skak m.in. w produkcji cukru inwertowanego, dodatkéw dizemodw,
niekrystalizugcych kreméw i sztucznego miodu [2-4] elireakcji hydrolizy sacharozy do
fruktozy i glukozy. Obie formy magdodatkowo, chéw mniejszym stopniu, hydrolizowa
inne wielocukry, jak inulig i rafinoz. Najprawdopodobniej w katalitycznej aktywiod
tego enzymu bierze udzial podwdjny mechanizm amgey nukleofil i donor protonu
w reakcji dwustopniowej [5].

W poszukiwaniu taszych i bardziej wydajnych metod wykorzystania tegzymu
przeprowadza sijego immobilizaci na powierzchni oraz wewtrz réznych nagnikow.
Immobilizacja enzymu ma wiele zalet, szczegdlnigpunktu widzenia produkcyjnego:
swobo&d w izolowaniu enzymu z mieszaniny poreakcyjnej, eksizy stabilng¢
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enzymatycza, zachowanie @gtosci procesu produkcyjnego itp., co przekiada sa
optymalizac¢ catej produkciji [6].

Inwertaz drozdzowg oraz pochodgg z innych zrodet (grzyby, réliny) mozna
immobilizowat:

- na powierzchni nimikéw, np. porowatych kulkach celulozowych [7, 8],
- wewmntrz nasnika, np.zelu alginianowego [9],
- poprzez sieciowanie i wZzanie kowalencyjne [2].

Od potowy ubiegtego wieku zagp wykorzystywa zel alginianowy na skal
przemystovg w brarry spaywczej i farmaceutycznej w roli substancji wypejacej,
spulchniagcej lub tworacej zwiezty mikrofilm powierzchniowy [10]. Alginian, é&dacy
polisacharydem pochodzenia naturalnego, uzyskgj@téiwnie z brunatnic morskich [8].
Alginian to cukrowy kopolimer zbudowany z reszt lsdw D-mannurowego
i L-guluronowego, ktérych il& i utozenie zalene g w gldwnej mierze od gatunku glonu,
Z jakiego zostaly wyizolowane [11]. Uchodzi za aletyczny, wszechstronny, szybki, tani
i tatwy nadsnik wykorzystywany do immobilizowania catych kombyejak réwnie:
enzymow [12]. Roztwér wodny soli sodowej alginiamuobecndci jonéw wapniowych
(C&™) tworzy mniej lub bardziej zwrte zele w wyniku wymiany jonéw sodowych na
wapniowe. W kaéacowym rezultacie wkraplania alginianu sodowego easjicego
izolowany enzym do roztworu chlorku wapnia uzysksijekulki, ktérych barwa, estasé
i scisliwos¢ zaleza gtdwnie od proporcji midzy samym alginianem acggeniem jonow
wapnia i czasem formowaniagdkulek. Niestety, zaréwno w przypadku immobilizovan
catych komorek, jak i samych enzymow istaiejwa zasadnicze problemy: cate komorki
istotnie trag swoje zdolnéci katalityczne w wyniku utrudnionej dyfuzji subestn [13], z&
enzymy, szczegOlnie o matej masigsteczkowej (portej 300 kDa), uciekajz kulekzelu
wraz z uptywem czasu [14].

Celem bada byta ocena wptywu stenia chlorku wapnia oraz czasu kondycjonowania
powstatych kulek zelu alginianowego zawiergjego wyizolowan inwertaz drazdzows
z komérek Saccharomyces cerevisiaeraz poréwnanie efektywdo enzymu
immobilizowanego do jego wolnej formy.

Materialy i metody badan
Immobilizacja enzymu inwertazy dddowej z Saccharomyces cerevisiae

Inwertaz drozdzowg uzyskano poprzez homogenizakpmorek dradzy piekarskich
Saccharomyces cerevisiéleesaffre Polska S.A.) w obeddtd buforu cytrynianowego (pH
4,5), a naspnie poprzez wirowanie homogenatu przez 5 minuy przdkosci 10 tysecy
obrotéw na minut z chtodzeniem do 4°C. Uzyskany supernatant zatvjgsazukiwany
enzym, Kktéry nagpnie po rozcigczeniu 1:10 wogl demineralizowas pofczono
z alginianem sodowym (Carl Roth) w i 1 g alginianu sodowego na 50 tm
supernatantu. Calé mieszano na mieszadle magnetycznym do momentynedrzia
jednorodnego, gptego i kleistegazelu. Kazdorazowo pobierano 2 cnielu za pomog
strzykawki i ostranie, kropla po kropli, wstrzykiwano do przygotowahyroztworéw
chlorku wapnia (50 ¢y o ré&nych (2, 5, 10, 30%) steniach, kondycjonap przez
15 minut w celu usieciowania enzymuz@lu. Nasgpnie kulki wyjmowano, przemywano
woda demineralizowan na lejku Bichnera. Tak przygotowany preparat byt
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wykorzystywany do bada W okr&leniu istotndci czasu kondycjonowania kulek
wykorzystano ¢ samy metod i 2% chlorek wapnia, z czasami kondycjonowanisekub,
10, 15, 30, 60 i 120 minut. Dla k@ego czasu kondycjonowania, jak rownga kazdego
stezenia chlorku wapnia wykonanoggipowtérzé.

Badanie aktywngi inwertazy drédzowej w formie wolnej i immobilizowanej
w zelu alginianowym

Aktywnosé¢ wolnej formy enzymu badano poprzez dodanie 2° upernatantu
zawierajcego odwirowany enzym uzyskany na drodze homogejnizeRomarek
drozdzowych do mieszaniny reakcyjnej zawiexaj 2 cni buforu cytrynianowego
o0 pazadanej wartéci pH (zalenej od préby) oraz 1 ch®,1M sacharozy na czas 10 minut
w temperaturze 21°C. Kulki zawieggp enzym, powstate przez sieciowanielu
alginianowego w roztworach chlorku wapnia (w liczlidpowiadajcej 2 cni supernatantu
pofaczonego z alginianem sodowym), dodawano do miesyamakcyjnej zawieragej:

2 cnt buforu cytrynianowego o okilenej wobec charakteru badania wéciopH,
1 cn? 0,1M sacharozy oraz 2 émvody demineralizowanej. Po uplygiu czasu inkubacji
reakcp zatrzymywano poprzez dodanie 2%ch®% NaOH. Nagpnie dodawano do préby
1 cn? 1% kwasu pikrynowego i calé (wyjawszy wczeéniej kulki z immobilizowanym
enzymem) umieszczano wztd wodnej na czas 5 minut. Zredukowana forma kwasu
pikrynowego, przez powstale w wyniku hydrolizeggo dziatania inwertazy cukry,
przechodzi w forra barwry (czerwony pikraminian sodu). H6 powstalego, barwnego
zwigzku okrelano spektrofotometrycznie przy diugd fali swietinej » = 530 nm.
Uzyskane pomiary odnoszono do wazej wyznaczonej krzywej kalibracyjnej. Do
pomiaréw spektrofotometrycznych wykorzystano spafktometr UV/VIS UV-2601
(RayLeigh).

Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki analizowano statystycznie, wykatejyc test t-Studenta
przyjmujac istotna¢ réznic na poziomig < 0,05.

Wyniki

Wplyw s¢zenia chlorku wapnia na wydajséimmobilizowanej inwertazy didzowej
z komoérek Saccharomyces cerevisiae

W pierwszej kolejnéci oceniono, jak stenie chlorku wapnia w zakresie od 2 do 30%
wptynie na zdolné immobilizacji badanego enzymu w sieciowanyeiu alginianowym
przy zachowaniu statego czasu kondycjonowania kulekroztworach, wynosgym
15 minut, przy pH = 4,5. Aktywr$é powstatych kulek z immobilizowanym enzymem
wyrazono  jako iléd¢  zhydrolizowanej sacharozy  (utworzonej  mieszaniny
glukozowo-fruktozowej) w oparciu o krzywkalibracyjry z wykorzystaniem kwasu
pikrynowego. Kwas pikrynowy w zasadowyénodowisku po zagotowaniu w obeceo
cukrow redukujcych pozwalat ocetii wydajnag¢ badanego enzymu. W méamzrostu
stezenia chlorku wapnia kulki z immobilizowanym enzymewykazywaty weksz
wydajnai¢, osihgajac jej maksimum dla 30%estenia roztworu chlorku wapnia (rys. 1).
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Rys. 1. llé¢ utworzonej mieszaniny glukozowo-fruktozowej w deaseakcji 10 minut przez immobilizowan
inwertaz drazdzowa Saccharomyces cerevisiaezelu alginianowym w zaleosci od stzenia chlorku
wapnia wykorzystanego do sieciowania formowanyckelkuprzy pH = 4,5 w 21°C i 30 minutach
kondycjonowania kulek. Istotidé statystyczna rdnic na poziomig < 0,05 (test Studenta)

Fig. 1. The amount of released glucose-fructoseturéx from sucrose after 10 minutes of exposure to
immobilized yeast invertase frorBaccharomyces cerevisida alginian gel according to different
concentration of calcium chloride used to crosslofkformed beads, at pH = 4.5, in 21°C, after
30 minutes of beads hardening. Statistically sigaift differences at the level ob < 0.05
(t Student test)

Wplyw czasu kondycjonowania kulehu alginianowego zawierggych inwertaz
drozdzowg w roztworze chlorku wapnia o statynaz&niu

Utworzenie s zwartych kulek, czyli usieciowanie alginianu sodmw, zaley od
wymiany jonow sodu na jony wapnia pochedgch z roztworu chlorku wapnia. Im
wickszy stopié usieciowania utworzonych kulek, tym bardziej pawdrprzektadé sie to
na ilos¢ putapkowanego enzymu lub przynajmniej ogranicgo ucieczk z wretrza
kulek. W pierwszej cgci bada wykazano,ze im wieksze s¢zenie chlorku wapnia, tym
wydajniejszy byt utworzony preparat zawie@j immobilizowany enzym. Zgodnie 2 t
samy procedug jak w poprzedniej gci, utworzono kulki alginianowe zawiepgie enzym
i kondycjonowano je w 2% chlorku wapnia, ale wmgch czasach: 5, 10, 15, 30, 60
i 120 minutach. Uzyskane wyniki okazahge siiejednoznaczne. Maksymalmwydajnaé¢
odnotowano dla kulek twardnigjych w roztworze chlorku wapnia w przedziale czagow
15-30 minut. Poriej oraz powyej tego zakresu wydajié kulek byta nisza. Odnotowano
brak istotnych statystyczniezadic migdzy czasami 5, 10 i 60 minut. Wydafddkulek dla
czas6w 15 i 30 minut byla istotnie wgza od 10 i 60 minut (rys. 2). Zaskaday jest
ponowny wzrost wydajrizi kulek dla najdiiaszego czasu ich kondycjonowania, czyli
120 minut.
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Rys. 2. llg¢ utworzonej mieszaniny glukozowo-fruktozowej uwelinéj ze zhydrolizowanej sacharozy przez
immobilizowary inwertaz drazdzowa Saccharomyces cerevisi@ezelu alginianowym w zalaosci od
réznych czaséw kondycjonowania kulek w 2% roztworzéomdu wapnia przy pH = 4,5, w 21°C
i 30 minutach kondycjonowania

Fig. 2. The amount of released glucose-fructoseurexfrom hydrolized by immobilized yeast invertdsam
Saccharomyces cerevisiaealginian gel according to different time of Haning in 2% concentration of
calcium chloride at pH = 4.5, in 21°C and 30 misuté hardening

Poroéwnanie wydajnéci preparatu z immobilizowaninwertaz; drozdzowg
do jej wolnej formy w rinych zakresach pH i temperatury

Przy zachowaniu tych samych parametrow mieszamiyhacyjnej i tym samym,
wyjsciowym stzeniu sacharozy zbadano wydaj@outworzonych preparatéw (kulek)
z immobilizowanym enzymem wobec kontroli stanowjopezez wolra forme enzymu.
To badanie byto przeprowadzone w ten sam sposobvekpoprzednie. Kaowy wynik
okreslano z krzywej wzorcowej na podstawie sitd zredukowanego kwasu pikrynowego
w obecndci cukréw redukujcych powstaltych po hydrolizie sacharozy przez inazr
drozdzowg w zakresie pH od 3,5 do 6,5. W przypadku wolneydrtazy dradzowe;j
maksimum aktywngi dla tego enzymu miéei sie w granicach pH = 4,5-5,0 z wytiaym
spadkiem aktywr&zi w miare zmiany pH w strogzasadowego.

W przypadku inwertazy immobilizowanej, chwydajng¢ preparatu zatsang iloscia
enzymu wykorzystanego w procesie putapkowania wi@gie sodowym jest mniejsza, to
rosnie tolerancja na zmiany pH do tego stopim,w badanym zakresie nie odnotowano
statystycznie istotnych #éic bez wzgddu na to, czy zmieniono pktodowiska reakcji ku
bardziej kwdnemu czy zasadowemu (rys. 3). Zbadano réwvm&nice w zakresie
temperatury midzy 21 a 70°C dla inwertazy dmdvowej w formie wolnej
i immobilizowanej wzelu alginianowym.
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Rys. 3. llg¢ utworzonej mieszaniny glukozowo-fruktozowej uwelinéj ze zhydrolizowanej sacharozy przez
wolng i immobilizowary inwertaz drazdzowa Saccharomyces cerevisia@ zelu alginianowym
w zaleznaosci od réznych wartéci pH, w 21°C po 30 minutach kondycjonowania

Fig. 3. The amount of released glucose-fructosauréxrom hydrolized by free and immobilized yeiastertase
from Saccharomyces cerevisiaealginian gel according to different pH valugs21°C after 30 minutes
of beads hardniening
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Rys. 4. llg¢ utworzonej mieszaniny glukozowo-fruktozowej uwolnéj ze zhydrolizowanej sacharozy przez
wolng i immobilizowary inwertaz drazdzowa Saccharomyces cerevisia@@ zelu alginianowym
w zalezndéei od réznych wartdci temperatury, przy pH = 4,5, po 15 minutach kanjdyowania

Fig. 4. The amount of released glucose-fructosauréxrom hydrolized by free and immobilized yeastertase
from Saccharomyces cerevisiae alginian gel according to different temperatua¢ pH = 4.5, after
15 minutes of beads hardniening
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Forma immobilizowana wykazuje znacbp wyzszy termostabilné¢ powyzej 50°C,
chat w calym zakresie temperatur wydajtioimmobilizowanego enzymu jest zsiza
(rys. 4). Maksimum wydajrigi kulek z immobilizowan inwertaz jest przesugie
o ok. 5°C w gé& w poréwnaniu do wolnego enzymu i wynosi 60°C wobBeC.

Podsumowanie i wnioski

Podczas bada oceniono wplyw rénych stzen chlorku wapnia oraz czaséw
kondycjonowania (formowaniacgikulek zelu alginianowego z immobilizowarnnwertaz
drozdzows izolowary z komdrek Saccharomyces cerevisiama ich wydajnét
w odniesieniu do wolnej formy tego enzymu.

Uzyskane wyniki wskazuj ze wzrost sfzenia chlorku wapnia wykorzystanego do
sieciowania kulek alginianowych przekladae sipozytywnie na ich wydajrid
enzymatyczy. Najwyzszg wydajngé¢ odnotowano dla kulek formowanych w 30%
roztworze chlorku wapnia. Mmoa przypuszcza ze wysokie sizenie jonéw wapnia od
samego pociku kondycjonowania kulek intensywnie sieciowat@ym w ich wrtrzu,
zmniejszaic zakres jego ucieczki wynikgjej z matej masy @steczkowej [3, 15].

Przy zachowaniu tego samegezshia chlorku wapnia (2%) zbadano efekt czasu
kondycjonowania kulek w zakresie od 5 do 120 mindajkorzystniejszym czasem
kondycjonowania byto 15 minut. Krétsze i déze czasy kondycjonowania prowadzity do
formowania s} kulek o mniejszej wydajrigi. Niewykluczoneze przy krétkim czasie nie
zaszta wymiana wszystkich jonéw sodowych na waptyen samym stopi& usieciowania
takich kulek byt niewystarczgty. Diuzsze czasy mogty natomiast prowadalbo do zbyt
ciasnego usieciowania enzymu weyva kulek, albo najzwyczajniej, w miaruptywu
czasu, cgs¢ czsteczek enzymu zdyta uciec na drodze dyfuzji do roztworu chlorku
wapnia.

Bez wzgtdu na warunki powstawania kulek, a zakprzy zachowaniu optymalnych
warunkow dla inwertazy deolzowej wydajndé preparatu zawieragego immobilizowany
enzym byla nisza od jego wolnej formy. Me to wynik& z kilku powoddéw: czs¢
enzymu mogta uciec na drodze dyfuzji zetvma kulek przed ich dodaniem do mieszaniny
reakcyjnej, immobilizowane gsteczki enzymu mag mie¢ nizsze powinowactwo do
substratu lub dogp do substratu mégt byutrudniony poprzez stabszlyfuzje do wretrza
kulek (tak samo jak odplyw produktu na zeivm). Pomimo tej negatywnej cechy
immobilizowany enzym charakteryzujee sivyzsz tolerancyj na r&ne od optymalnego
wartasci pH (brak istotnych statystyczniezric w zakresie pH od 3,5 do 6) oraz a8y
termostabilnécia, szczegblnie w zakresie temperatur 49-70°C, gdlaestatniej warkei
temperatury immobilizowany enzym byt wydajniejszg%6.
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OPTIMIZATION OF IMMOBILIZATION OF YEAST INVERTASE
IN THE ALGINATE GEL

Chair of Biotechnology and Molecular Biology, Unisiy of Opole

Abstract: The aim of this study was to evaluate the efféddhe selected physical and chemical parameters of
immobilization process of yeast invertase in altggngel and to compere the enzymatic effectivené$see and
immobilizated enzyme. Yeast invertase enzyme waairdd from homogenate8accharomyces cerevisiaells
and then centrifuged. It was later added into al@irgel solution and then the mixture was dripped calcium
chloride solution. The aim of my study was to fimdst optimal conditions for immobilization of stedienzyme,
thus different concentrations of calcium chloridergvused (2, 5, 10, 30%) and different conditiortinge of
alginate gel beads (5, 10, 15, 30, 60, 120 mindithahally | compared effectiveness of already fedrbeads
containing yeast invertase to its unimmobilizedfan wide spectrum of temperature (21, 36, 44,549,59, 64
and 70°C) as well as in different pH values (3.5; 4.5; 5.0; 5.5; 6.0; 6.5). Activity of immobiéd enzyme was
measured spectrophotometrically by noticing chamgesnount of reduced form of picric acid creategiesence

of reducing sugars gained from hydrolyzed sucrosedast invertase. Based on achieved results itbeas
shown that concentration of calcium chloride solutis more important than conditioning time of algfie gel
beads containing immobilized enzyme. The highdsicgfeness of immobilized enzyme was noticed fot®
and between 4.5-5.0 pH. The immobilized form of sfemvertase was more stabile in wider spectrum of
temperature and pH values compering to its unimtlizell form.

Keywords: enzyme immobilization, alginate gel, yeast invegta



