Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2009, 48, 3, 91-92

Nr 3/2009

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

Str. 91

AGNIESZKA RADUCKA
JOANNA KARCZ

Instytut Inzynierii Chemicznej i Proceséw Ochrony Srodowiska, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny, Szczecin

Ocena wydajnosci immobilizacji inwertazy
wigzanej kowalencyjnie na réznych nosnikach

Wprowadzenie

Inwertaza jako enzym katalizujacy reakcje hydrolizy sa-
charozy do glukozy i fruktozy jest czesto stosowana w prze-
myS§le spozywcezym, zwlaszcza przy produkcji stodzikéw uzy-
wanych w browarnictwie, produkcji napojéw, dzemdw, kre-
moéw i jako sztuczny midd [1].

Do prowadzenia proceséw przemystowych coraz czesciej
wykorzystuje sie biokatalizatory bedace unieruchomionymi
enzymami, gdyz ich zastosowanie pozwala na obnizenie kosz-
tow operacyjnych, wyzsza wydajnos¢ reakcji, wielokrotnos$é
uzycia, unikniecie strat czasu w wyniku usuwania biokatali-
zatora z mieszaniny reakcyjnej. Ponadto immobilizowany
preparat moze by¢ bardziej stabilny w Srodowisku reakcji,
a takze utrzymuje wysoka aktywnos¢ katalityczna. Znanych
jest wiele procedur unieruchamiania enzyméw, wéréd kté-
rych bogata grupe stanowig techniki kowalencyjnego wiaza-
nia z no$nikiem [1].

Wigzanie kowalencyjne polega na wigzaniu wolnych grup
funkcyjnych aminokwaséw wystepujacych w enzymie z ak-
tywnymi grupami powierzchni no$nika. W tej metodzie nale-
zy wykorzystywacé te grupy funkcyjne bialka, ktoére nie biora
udziatu w katalizie 1 wigzaniu substratu, ale tatwo ulegaja
modyfikacji chemicznej. Material stuzacy jako ,rusztowanie”
do wigzania enzymu powinien spelnia¢ pewne wymagania.
Zaréwno natura fizyczna, jak i wlaSciwosci chemiczne noéni-
ka istotnie wplywaja na jako$é preparatu. Czesto stosuje sie
substancje aktywujace powierzchnie noénika w celu wprowa-
dzenia pozadanych grup funkeyjnych, a takze taczniki prze-
strzenne, ktére maja za zadanie zapewni¢ wymagana, ,ruchli-
wos§¢” zwigzanego enzymu umozliwiajaca zmiane konformacji
podczas zaj$cia aktu katalitycznego [2].

O jakosci powstajacego preparatu unieruchomionego enzy-
mu decyduja takie parametry, jak ilo$¢ zwigzanego enzymu,
aktywno$§¢ enzymu po immobilizacji, stabilno$¢ przechowy-
wania 1 stabilno$¢ operacyjna. Immobilizacja enzyméw w wie-
kszoSci przypadkéw prowadzi do pogorszenia parametrow ki-
netycznych, ale jednoczesnie podwyzsza odpornosé na zmiany
temperatury 1 wartosci pH [3].

Celem tej pracy jest ocena wydajnosci immobilizacji inwer-
tazy wiazanej kowalencyjnie na réznych noénikach, przepro-
wadzona na podstawie dostepnych danych literaturowych.

Analiza ilo§ci zwigzanej inwertazy na no$nikach
réznego typu

Materialy stosowane jako matryce do wiazania kowalencyj-
nego inwertazy moga by¢ zaréwno pochodzenia nieorganicz-
nego, jak 1 organicznego. Mozna wérdéd nich wyr6znié tworzy-
wa mineralne (m.in. szklo [4], pumeks [4], gliny [5], korund

[6]), organiczne pochodzenia ro§linnego (np. celuloza [7] czy
alginian i chityna [8]), jak réwniez polimerowe (zmodyfikowa-
na polianilina [9], granulowana poliamina [10], hydrozele
[11], alkohol poliwinylowy [12] oraz pochodne polimetakryla-
nu [11]). W wyniku immobilizacji z wykorzystaniem réznych
aktywatoréw i tacznikéw przestrzennych mozna uzyskaé wie-
ksza lub mniejsza wydajno§é wigzania. Istotnym parame-
trem jest 1lo§¢ unieruchomionego enzymu w jednostce masy
noénika, gdyz decyduje ona na przyktad o tym, jaka wielko§¢
bedzie mialo wypelnienie w reaktorze kolumnowym, lub jaka
bedzie masa substancji rozproszonej w reaktorze zbiorniko-
wym z mieszaniem. W tablicy 1 zestawiono rodzaje no$nikéw
stosowanych przez réznych badaczy [1, 4, 5-7, 9-12, 14, 15]
do kowalencyjnego wiazania inwertazy EC 3.2.1.26.

Tablica 1
Rodzaje no$nikéw stosowanych do kowalencyjnego wigzania in-
wertazy EC 3.2.1.26

Noénik Rodzaj no$nika Zrédlo
N1 piasek szklarski Ginalska i wsp. [4]
Ng | Skopolimeryzowana Chen i wsp. [9]

polianilina

N3 pumeks Ginalska i wsp. [4]

N4 nylon-6 Amaya-Delgado 1 wsp. [14]
mezostrukturalne , .

N5 komérkowe gabki Szymariska i wsp. [15]

N6 mll.{l‘().kulkl alkoholu Akgol i wsp. [12]
poliwinylowego

N7 zele krzemionkowe Szymariska i wsp. [15]

N8 montmorylonit Sanjay i Sugunan [5]

poli(2-hydroksylo-

N9 metakrylan) Altinok 11 wsp. [11]
N10 | szklo porowate Ginalska i wsp. [4]
Npp | granulowany dimer Tiimtiirk i wsp. [10]

poliamidu
N1i2 polimerowe noéniki/ Altinok 1 wsp. [11],
hydrozele Tiimtiirk i wsp. [10]
N13 | porowaty korund Geankoplis i wsp. [6]
N14 | DEAE-celuloza Abdellah i wsp. [7]
N15 chemicznie modyfikowany David i wsp. [1]

silikazel (GA-N-CSMG)

Na podstawie tych danych literaturowych okre§lono, ile mg
enzymu (inwertazy) wiaze sie w 1 gramie danego no$nika.
Wielko§é te przyjeto jako miare wydajno$ci immobilizacji.
Wyniki dla kolejnych czternastu no$nikéw (od N1 do N14)
z tablicy 1 zostaly przedstawione na rys. 1. Spoéréd poréwny-
wanych na rys. 1 noénikéw najmniej wydajny jest no$nik N1
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Tablica 2
Aktywnos$¢ wlasciwa unieruchomionej inwertazy na no$nikach z rézna iloscia zwigzanego enzymu
Ilo.sc zwiazanej Aktywnosé wlagciwa Aktywnos§é na/ ]e.dnostke Warunk.l )
Lp. Noénik Inwertazy Ul masy noénika oznaczenia Zrodio
mgcnzymu/g noénika 0 enzymu U/g no$nika t["C]/ Cs[M]/ pH
Modyfikowany silikazel L
1. 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 5940 50/ 0,3/ 5,0 Amaya-Delgado i wsp. [14]

(piasek szklarski, 0,75 Mg opyomu/€ nosnika)s @ Najbardziej — N14
(DEAE-celuloza, 80 mg .uymu/€ nonika)- Jednak najwieksza
wydajno§¢ cechuje noénik N15, dla ktérego ilo§é zwigzanej in-
wertazy wynosi az 723 mg en,ymu/g nosnika- Z€ Wzgledu na bar-
dzo duza rozpieto$¢ wynikéw charakteryzujacych nosniki N1
oraz N15, dane dla tego ostatniego no$nika nie zostaly za-
mieszczone na rys. 1.
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Rys. 1. Ilo§é zwigzanej inwertazy w zaleznos$ci od rodzaju uzytego
nos$nika

Oproécz wydajnoSci immobilizacji nalezy bra¢ pod uwage
réwniez aktywno$é wilasciwa immobilizowanego preparatu,
okre$lana w miedzynarodowych jednostkach aktywnosci en-
zymu U, odniesionych do jednostki masy enzymu. Jednostke
U definiuje sie jako taka ilo§¢ enzymu, ktéra katalizuje prze-
miane jednego mikromola substratu w ciagu 1 minuty. Osza-
cowane przez réznych badaczy [1, 7, 14] warto$ci aktywnoS§ci
wlasciwej unieruchomionej inwertazy dla przypadkéw, w kté-
rych z noénikiem wiaze sie najwiecej enzymu (nosniki N15
oraz N14), lub stosunkowo mato (no$nik N4), zostaty przed-
stawione w tablicy 2. Dodatkowo podano warunki oznacze-
nia, gdyz maja one istotny wptyw na aktywnos¢ wtaéciwa. Po-
winno sie ja oznacza¢ w temperaturze 30°C 1 optymalnych
warunkach prowadzenia procesu (m.in. pH oraz stezenia sub-
stratu) [16]. Z poréwnania podanych w tablicy 2 wartosci ak-
tywnosci wlasciwej unieruchomionej inwertazy na réznych
nos$nikach wynika, ze duze wartosci tej aktywnosci odpowia-
daja duzym iloSciom zwigzanej inwertazy na nosniku (dane
dla N15 oraz N14). Wyjatek stanowig dane otrzymane dla no-
$nika N4, gdzie aktywno$é wlaéciwa wyrazona w U/mg enzy-
mu jest bardzo duza, biorac pod uwage mata iloéé zwiazanej
inwertazy w przeliczeniu na gram no$nika.

Podsumowanie

7 przeprowadzone] na podstawie danych literaturowych
oceny wydajno$ci immobilizacji inwertazy wiazanej kowalen-

cyjnie na réznych noénikach wynika, ze na wyr6znienie
zashuguje modyfikowany chemicznie silikazel [1], gdyz, jak
wskazuja dane zamieszczone w tablicy 1, w 1 gramie tego
nos$nika wiagze sie 723 mg inwertazy. Jest to wielko§é od kilku
do nawet kilkaset razy wieksza niz w przypadku pozostatych
noénikéw. Stosunkowo dobre wyniki mozna tez osiagnaé¢ dla
DEAE-celulozy [7], poniewaz ilo§¢ zwiazanego enzymu $red-
nio wynosi 80 mg/g DEAE-celulozy. Natomiast w wiekszo§ci
przypadkéw na matrycy wiaze sie kilkanascie, a nawet tylko
kilka mg enzymu w 1 gramie noénika. Jednak oprécz ilosci
wigzanego enzymu wazna Jjest takze jego aktywnos$é. Na
przyktad, w przypadku stosunkowo malej iloSci inwertazy
unieruchomionej na nylonie-6, jej aktywno$é wladciwa jest
jednak bardzo duza w stosunku do poréwnywanych noénikéw
(wynosi 1200 U/mg .,0my)- Na ten wynik maja niewatpliwie
wplyw warunki oznaczenia, a szczegélnie stezenie Cg sacha-
rozy, ktére bylo prawie dwukrotnie wieksze w poréwnaniu
z warto$ciami stezenia Cg przyjetymi w przypadku no$nikéw
N15 oraz N14.
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