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Ocena wydajnoœci immobilizacji inwertazy
wi¹zanej kowalencyjnie na ró¿nych noœnikach

Wprowadzenie

Inwertaza jako enzym katalizuj¹cy reakcje hydrolizy sa-
charozy do glukozy i fruktozy jest czêsto stosowana w prze-
myœle spo¿ywczym, zw³aszcza przy produkcji s³odzików u¿y-
wanych w browarnictwie, produkcji napojów, d¿emów, kre-
mów i jako sztuczny miód [1].

Do prowadzenia procesów przemys³owych coraz czêœciej
wykorzystuje siê biokatalizatory bêd¹ce unieruchomionymi
enzymami, gdy¿ ich zastosowanie pozwala na obni¿enie kosz-
tów operacyjnych, wy¿sz¹ wydajnoœæ reakcji, wielokrotnoœæ
u¿ycia, unikniêcie strat czasu w wyniku usuwania biokatali-
zatora z mieszaniny reakcyjnej. Ponadto immobilizowany
preparat mo¿e byæ bardziej stabilny w œrodowisku reakcji,
a tak¿e utrzymuje wysok¹ aktywnoœæ katalityczn¹. Znanych
jest wiele procedur unieruchamiania enzymów, wœród któ-
rych bogat¹ grupê stanowi¹ techniki kowalencyjnego wi¹za-
nia z noœnikiem [1].

Wi¹zanie kowalencyjne polega na wi¹zaniu wolnych grup
funkcyjnych aminokwasów wystêpuj¹cych w enzymie z ak-
tywnymi grupami powierzchni noœnika. W tej metodzie nale-
¿y wykorzystywaæ te grupy funkcyjne bia³ka, które nie bior¹
udzia³u w katalizie i wi¹zaniu substratu, ale ³atwo ulegaj¹
modyfikacji chemicznej. Materia³ s³u¿¹cy jako „rusztowanie”
do wi¹zania enzymu powinien spe³niaæ pewne wymagania.
Zarówno natura fizyczna, jak i w³aœciwoœci chemiczne noœni-
ka istotnie wp³ywaj¹ na jakoœæ preparatu. Czêsto stosuje siê
substancje aktywuj¹ce powierzchniê noœnika w celu wprowa-
dzenia po¿¹danych grup funkcyjnych, a tak¿e ³¹czniki prze-
strzenne, które maj¹ za zadanie zapewniæ wymagan¹ „ruchli-
woœæ” zwi¹zanego enzymu umo¿liwiaj¹c¹ zmianê konformacji
podczas zajœcia aktu katalitycznego [2].

O jakoœci powstaj¹cego preparatu unieruchomionego enzy-
mu decyduj¹ takie parametry, jak iloœæ zwi¹zanego enzymu,
aktywnoœæ enzymu po immobilizacji, stabilnoœæ przechowy-
wania i stabilnoœæ operacyjna. Immobilizacja enzymów w wiê-
kszoœci przypadków prowadzi do pogorszenia parametrów ki-
netycznych, ale jednoczeœnie podwy¿sza odpornoœæ na zmiany
temperatury i wartoœci pH [3].

Celem tej pracy jest ocena wydajnoœci immobilizacji inwer-
tazy wi¹zanej kowalencyjnie na ró¿nych noœnikach, przepro-
wadzona na podstawie dostêpnych danych literaturowych.

Analiza iloœci zwi¹zanej inwertazy na noœnikach
ró¿nego typu

Materia³y stosowane jako matryce do wi¹zania kowalencyj-
nego inwertazy mog¹ byæ zarówno pochodzenia nieorganicz-
nego, jak i organicznego. Mo¿na wœród nich wyró¿niæ tworzy-
wa mineralne (m.in. szk³o [4], pumeks [4], gliny [5], korund

[6]), organiczne pochodzenia roœlinnego (np. celuloza [7] czy
alginian i chityna [8]), jak równie¿ polimerowe (zmodyfikowa-
na polianilina [9], granulowana poliamina [10], hydro¿ele
[11], alkohol poliwinylowy [12] oraz pochodne polimetakryla-
nu [11]). W wyniku immobilizacji z wykorzystaniem ró¿nych
aktywatorów i ³¹czników przestrzennych mo¿na uzyskaæ wiê-
ksz¹ lub mniejsz¹ wydajnoœæ wi¹zania. Istotnym parame-
trem jest iloœæ unieruchomionego enzymu w jednostce masy
noœnika, gdy¿ decyduje ona na przyk³ad o tym, jak¹ wielkoœæ
bêdzie mia³o wype³nienie w reaktorze kolumnowym, lub jaka
bêdzie masa substancji rozproszonej w reaktorze zbiorniko-
wym z mieszaniem. W tablicy 1 zestawiono rodzaje noœników
stosowanych przez ró¿nych badaczy [1, 4, 5–7, 9–12, 14, 15]
do kowalencyjnego wi¹zania inwertazy EC 3.2.1.26.

Tablica 1
Rodzaje noœników stosowanych do kowalencyjnego wi¹zania in-

wertazy EC 3.2.1.26

Noœnik Rodzaj noœnika �ród³o

N1 piasek szklarski Ginalska i wsp. [4]

N2
skopolimeryzowana
polianilina

Chen i wsp. [9]

N3 pumeks Ginalska i wsp. [4]

N4 nylon-6 Amaya-Delgado i wsp. [14]

N5
mezostrukturalne
komórkowe g¹bki

Szymañska i wsp. [15]

N6
mikrokulki alkoholu
poliwinylowego

Akgöl i wsp. [12]

N7 ¿ele krzemionkowe Szymañska i wsp. [15]

N8 montmorylonit Sanjay i Sugunan [5]

N9
poli(2-hydroksylo-
metakrylan)

Altinok i i wsp. [11]

N10 szk³o porowate Ginalska i wsp. [4]

N11
granulowany dimer
poliamidu

Tümtürk i wsp. [10]

N12
polimerowe noœniki/
hydro¿ele

Altinok i wsp. [11],
Tümtürk i wsp. [10]

N13 porowaty korund Geankoplis i wsp. [6]

N14 DEAE-celuloza Abdellah i wsp. [7]

N15
chemicznie modyfikowany
silika¿el (GA-N-CSMG)

David i wsp. [1]

Na podstawie tych danych literaturowych okreœlono, ile mg
enzymu (inwertazy) wi¹¿e siê w 1 gramie danego noœnika.
Wielkoœæ tê przyjêto jako miarê wydajnoœci immobilizacji.
Wyniki dla kolejnych czternastu noœników (od N1 do N14)
z tablicy 1 zosta³y przedstawione na rys. 1. Spoœród porówny-
wanych na rys. 1 noœników najmniej wydajny jest noœnik N1
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(piasek szklarski, 0,75 mg enzymu/g noœnika), a najbardziej – N14
(DEAE-celuloza, 80 mg enzymu/g noœnika). Jednak najwiêksza
wydajnoœæ cechuje noœnik N15, dla którego iloœæ zwi¹zanej in-
wertazy wynosi a¿ 723 mg enzymu/g noœnika. Ze wzglêdu na bar-
dzo du¿¹ rozpiêtoœæ wyników charakteryzuj¹cych noœniki N1
oraz N15, dane dla tego ostatniego noœnika nie zosta³y za-
mieszczone na rys. 1.

Oprócz wydajnoœci immobilizacji nale¿y braæ pod uwagê
równie¿ aktywnoœæ w³aœciw¹ immobilizowanego preparatu,
okreœlan¹ w miêdzynarodowych jednostkach aktywnoœci en-
zymu U, odniesionych do jednostki masy enzymu. Jednostkê
U definiuje siê jako tak¹ iloœæ enzymu, która katalizuje prze-
mianê jednego mikromola substratu w ci¹gu 1 minuty. Osza-
cowane przez ró¿nych badaczy [1, 7, 14] wartoœci aktywnoœci
w³aœciwej unieruchomionej inwertazy dla przypadków, w któ-
rych z noœnikiem wi¹¿e siê najwiêcej enzymu (noœniki N15
oraz N14), lub stosunkowo ma³o (noœnik N4), zosta³y przed-
stawione w tablicy 2. Dodatkowo podano warunki oznacze-
nia, gdy¿ maj¹ one istotny wp³yw na aktywnoœæ w³aœciw¹. Po-
winno siê j¹ oznaczaæ w temperaturze 30ºC i optymalnych
warunkach prowadzenia procesu (m.in. pH oraz stê¿enia sub-
stratu) [16]. Z porównania podanych w tablicy 2 wartoœci ak-
tywnoœci w³aœciwej unieruchomionej inwertazy na ró¿nych
noœnikach wynika, ¿e du¿e wartoœci tej aktywnoœci odpowia-
daj¹ du¿ym iloœciom zwi¹zanej inwertazy na noœniku (dane
dla N15 oraz N14). Wyj¹tek stanowi¹ dane otrzymane dla no-
œnika N4, gdzie aktywnoœæ w³aœciwa wyra¿ona w U/mg enzy-
mu jest bardzo du¿a, bior¹c pod uwagê ma³¹ iloœæ zwi¹zanej
inwertazy w przeliczeniu na gram noœnika.

Podsumowanie

Z przeprowadzonej na podstawie danych literaturowych
oceny wydajnoœci immobilizacji inwertazy wi¹zanej kowalen-

cyjnie na ró¿nych noœnikach wynika, ¿e na wyró¿nienie
zas³uguje modyfikowany chemicznie silika¿el [1], gdy¿, jak
wskazuj¹ dane zamieszczone w tablicy 1, w 1 gramie tego
noœnika wi¹¿e siê 723 mg inwertazy. Jest to wielkoœæ od kilku
do nawet kilkaset razy wiêksza ni¿ w przypadku pozosta³ych
noœników. Stosunkowo dobre wyniki mo¿na te¿ osi¹gn¹æ dla
DEAE-celulozy [7], poniewa¿ iloœæ zwi¹zanego enzymu œred-
nio wynosi 80 mg/g DEAE-celulozy. Natomiast w wiêkszoœci
przypadków na matrycy wi¹¿e siê kilkanaœcie, a nawet tylko
kilka mg enzymu w 1 gramie noœnika. Jednak oprócz iloœci
wi¹zanego enzymu wa¿na jest tak¿e jego aktywnoœæ. Na
przyk³ad, w przypadku stosunkowo ma³ej iloœci inwertazy
unieruchomionej na nylonie-6, jej aktywnoœæ w³aœciwa jest
jednak bardzo du¿a w stosunku do porównywanych noœników
(wynosi 1200 U/mg enzymu). Na ten wynik maj¹ niew¹tpliwie
wp³yw warunki oznaczenia, a szczególnie stê¿enie CS sacha-
rozy, które by³o prawie dwukrotnie wiêksze w porównaniu
z wartoœciami stê¿enia CS przyjêtymi w przypadku noœników
N15 oraz N14.
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Rys. 1. Iloœæ zwi¹zanej inwertazy w zale¿noœci od rodzaju u¿ytego
noœnika

Tablica 2
Aktywnoœæ w³aœciwa unieruchomionej inwertazy na noœnikach z ró¿n¹ iloœci¹ zwi¹zanego enzymu

Lp. Noœnik
Iloœæ zwi¹zanej

inwertazy

mgenzymu/g noœnika

Aktywnoœæ w³aœciwa

U/mg enzymu

Aktywnoœæ na jednostkê
masy noœnika

U/g noœnika

Warunki
oznaczenia

t[ºC]/ CS[M]/ pH
�ród³o

1.
Modyfikowany silika¿el
GA-N-CSMG (N15)

723 340,2 246 000 45/ 0,146/ 4,5 David i wsp. [1]

2. DEAE-celuloza (N14) 80 83,3 6 664 37/0,17 / 4,5 Abdellah i wsp. [7]

3. Nylon-6 (N4) 4,95 1200 5 940 50/ 0,3/ 5,0 Amaya-Delgado i wsp. [14]


	2012-3

