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Analiza mo¿liwoœci wielokrotnego zastosowania
matrycy wykonanej z pumeksu

do kowalencyjnego wi¹zania inwertazy EC 3.2.1.26

Wprowadzenie

Enzymatyczna hydroliza sacharozy z u¿yciem inwertazy
(â-D-fruktofuranozydazy, EC 3.2.1.26) stanowi konkurencjê
dla stosowanej w przemyœle kwaœnej hydrolizy tego dwucu-
kru, m.in. dlatego, ¿e zapobiega powstawaniu barwnych pro-
duktów ubocznych (furfural) [1]. W celu poprawienia stabil-
noœci operacyjnej w zadanych warunkach pH i temperatury
oraz unikniêcia zanieczyszczenia produktu biokatalizatorem
stosuje siê enzymy osadzone na noœnikach. Noœnik spe³nia
rolê rusztowania, jednak czêsto zmienia w³aœciwoœci enzymu
[2]. Aby osi¹gn¹æ wysok¹ wydajnoœæ wi¹zania zarówno noœnik
jak i enzym nale¿y poddaæ modyfikacji chemicznej. O wartoœci
biokatalizatora decyduj¹ wiêc nie tylko w³aœciwoœci enzymu, ale
równie¿ cechy fizykochemiczne noœnika, jego dostêpnoœæ, koszt,
nietoksycznoœæ i zdolnoœæ do regeneracji [3]. Inwertazê mo¿na
zwi¹zaæ kowalencyjnie z pumeksem [4, 5]. Pumeks jest wystê-
puj¹cym w przyrodzie minera³em krzemianowym o wysokiej po-
rowatoœci, powstaj¹cym w wyniku erupcji wulkanicznej. Cechu-
je siê wysok¹ trwa³oœci¹, niskim zasoleniem, jest sterylny, nie
ulega zbrylaniu, nie jest po¿ywk¹ dla mikroorganizmów. Jego
wysoka zdolnoœæ do adsorpcji i zatrzymania wody powoduje, ¿e
mo¿e on byæ stosowany do immobilizacji enzymów [6]. Celem ni-
niejszej pracy jest zbadanie przydatnoœci procedury aktywacji
chemicznej pumeksu warunkuj¹cej reakcjê z inwertaz¹ do rege-
neracji matrycy i wykorzystania jej do immobilizacji kolejnej
partii enzymu.

Metodyka

Pomiary w³aœciwoœci katalitycznych inwertazy unierucho-
mionej na pumeksie wykonano po zakoñczeniu nastêpuj¹cych
po sobie dwóch cykli: aktywacji i regeneracji, przeprowadzo-
nych wg procedury opisanej przez Ginalsk¹ i wsp. [5] i opar-
tej na badaniach w³asnych [4].

Aktywacja. Pierwszy cykl, którego celem by³o wykonanie
z surowego pumeksu matrycy do immobilizacji inwertazy
obejmowa³ nastêpuj¹ce etapy:
1. Usuniêcie zanieczyszczeñ fizycznych, organicznych i wpro-

wadzenie na powierzchniê matrycy grup hydroksylowych.
Granulowany pumeks (125–160 ìm) trawiono 5% HNO

3
w temp. pokojowej i p³ukano wod¹ destylowan¹ w temp.
60�C, intensywnie mieszaj¹c mieszad³em magnetycznym
i odpowietrzaj¹c pomp¹ wodn¹. Procedurê trawienia i p³u-
kania powtarzano trzykrotnie. W celu usuniêcia zanie-
czyszczeñ organicznych z powierzchni pumeksu i wprowa-

dzenia na ni¹ czynnych grup hydroksylowych, zawiesinê
gotowano w 5% HNO

3
przez 45 minut, potem ch³odzono.

Po 24 godzinach kwas dekantowano, a pumeks przemywa-
no wielokrotnie wod¹ destylowan¹ (mieszaj¹c i odpowie-
trzaj¹c za pomoc¹ pompy wodnej). Odp³ukiwanie kwasu
kontynuowano w komorze ultradŸwiêkowej. Wolny od za-
nieczyszczeñ pumeks suszono pod pró¿ni¹ w temp.
40–50�C.

2. Aktywacja matrycy i wprowadzenie ³¹cznika przestrzenne-
go. 1 g suchego pumeksu zawieszano w 5 ml 2% roztworu
ã-APTES w acetonie. Odci¹gano powietrze jednoczeœnie
mieszaj¹c zawiesinê przez 45 min. Nastêpnie noœnik
ods¹czano i suszono (24 godz., 40–50°C). Aktywn¹ matrycê
umieszczano w 5 cm3 5% roztworu aldehydu glutarowego
(³¹cznik przestrzenny) w buforze octanowym (0,01 mol/
dm3; pH 4,7) w szczelnie zamkniêtym naczyniu, odpowie-
trzano i pozostawiano na 30 minut. Powsta³e wi¹zania
iminowe redukowano NaBH

4
przez 5 minut w temperatu-

rze 4�C. Matrycê z ³¹cznikiem przestrzennym przemywano
kilkakrotnie buforem octanowym.

3. Formowanie matrycy i immobilizacja bia³ka. Aktywn¹
matrycê zawieszon¹ w buforze octanowym (0,01 mol/dm3;
pH 4,7) umieszczano w szklanej kolumnie w taki sposób,
aby zapewniæ jednorodne u³o¿enie z³o¿a i unikn¹æ obec-
noœci pêcherzyków powietrza. Przed u¿yciem kolumnê
przemywano H

2
SO

4
, a uk³ad rurek doprowadzaj¹cych i od-

prowadzaj¹cych buforem octanowym. Na tak uformowan¹
matrycê nanoszono – w uk³adzie zamkniêtym, w tempera-
turze pokojowej, przy przep³ywie wywo³anym pomp¹
ss¹co-t³ocz¹c¹ – roztwór bia³ka o aktywnoœci inwertazy.
Bazê roztworu stanowi³ bufor octanowy, objêtoœæ cyrku-
luj¹cego roztworu by³a równa 5 cm3, a czas nanoszenia wy-
nosi³ 1 godzinê. Enzym otrzymywano z liofilizowanych
dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae. Stê¿enie bia³ka w eks-
trakcie mieœci³o siê w granicach 4,08–4,24 � 10–1 g/dm3.

3a. Okreœlenie iloœci zwi¹zanego bia³ka. Iloœæ unieruchomio-
nego na matrycy bia³ka okreœlano metod¹ poœredni¹ pole-
gaj¹c¹ na obliczeniu ró¿nicy zawartoœci bia³ka w roztworze
przed rozpoczêciem i po zakoñczeniu procesu nanoszenia.
Przed³u¿enie czasu nanoszenia bia³ka do 24 godzin nie
wp³ynê³o istotnie na wydajnoœæ wi¹zania bia³ka z noœni-
kiem. Po zakoñczeniu nanoszenia kolumnê przep³ukiwano
dwukrotnie 5 cm3 buforu octanowego, w którym równie¿
oznaczano bia³ko. Oznaczenia wykonywano metod¹ Lowry’
ego [7]. Ka¿dy pomiar powtarzano trzykrotnie.
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3b. Oznaczenie aktywnoœci inwertazy. Aktywnoœæ wykonane-
go biokatalizatora oznaczano badaj¹c kinetykê inwersji sa-
charozy, w temperaturze pokojowej, w œrodowisku buforu
octanowego (0,01 mol/dm3; pH 4,7). Oznaczenia wykony-
wano w uk³adzie zamkniêtym (naczyñko reakcyjne +
modu³ katalityczny) o objêtoœci 7 cm3. Stê¿enie pocz¹tkowe
sacharozy wynosi³o 0,05 mol/dm3. W uk³adzie zastosowano
podwójny system mieszania cieczy reakcyjnej (mieszanie
magnetyczne zawartoœci naczyñka reakcyjnego i wymu-
szon¹ cyrkulacjê mieszaniny reakcyjnej przez pionowy
modu³ katalityczny). Szybkoœæ cyrkulacji dobrano tak, aby
nie ograniczyæ szybkoœci inwersji. Postêp reakcji mierzono
badaj¹c szybkoœæ przyrostu stê¿enia glukozy w mieszani-
nie reakcyjnej. Zale¿noœæ ta, w przedziale Ät = 0–30 min.,
by³a prostoliniowa. Za jednostkê aktywnoœci inwertazy
przyjêto tak¹ aktywnoœæ enzymu, która przekszta³ca
1 mol substratu w produkty w czasie 1 sekundy w opty-
malnych warunkach (bufor octanowy o stê¿eniu 0,01
mol/dm3, pH 4,7) przy stê¿eniu pocz¹tkowym substratu za-
pewniaj¹cym maksymaln¹ szybkoœæ reakcji (	 0,05
mol/dm3).

Regeneracja. Po up³ywie dwóch miesiêcy zu¿yt¹ matrycê
poddano procesowi regeneracji obejmuj¹cej etapy podobne do
procesu aktywacji. Noœnik zdjêty z kolumny, w celu usuniêcia
pozosta³oœci enzymu i innych zanieczyszczeñ, trawiono 5%
HNO3 w temperaturze pokojowej, aktywowano w temperatu-
rze wrzenia (5% HNO3, 45 minut), p³ukano wod¹ destylo-
wan¹ i suszono pod pró¿ni¹ w temperaturze 40–50�C. Na-
stêpnie matrycê poddawano procesowi silanizacji, wprowa-
dzano ³¹cznik przestrzenny, redukowano wi¹zania iminowe,
formowano z³o¿e modu³u katalitycznego, nanoszono bia³ko
i oznaczano aktywnoœæ zwi¹zanej inwertazy. Iloœæ zwi¹zane-
go bia³ka okreœlano jak w punkcie 3a. Zak³adaj¹c wysok¹ ak-
tywnoœæ z³o¿a stê¿enie pocz¹tkowe sacharozy podniesiono do
0,06 mol/dm3.

Wyniki

Skutecznoœæ opisanej w pracy procedury oczyszczania po-
wierzchni surowego pumeksu od zanieczyszczeñ (etap 1)
przedstawiono na rys. 1, a liczbowe dane doœwiadczalne i ob-
liczone na ich podstawie wartoœci zebrano w tablicy 1.

Po trzykrotnym trawieniu i p³ukaniu matrycy z jej po-
wierzchni zostaj¹ usuniête widoczne na zdjêciu (Rys. 1a) dro-
biny zanieczyszczeñ, co œwiadczy o g³êbokiej penetracji me-

diów w strukturê
matrycy i upowa¿-
nia do wyci¹gniê-
cia wniosku o ich
równie skutecznej
ingerencji che-
micznej.

Analiza danych
z tablicy 1 ujaw-
nia natomiast, ¿e
stosunkowo wyso-
ka wydajnoœæ im-
mobilizacji po cy-
klu aktywacji
(88,1%) ulega
znacznemu obni-
¿eniu po cyklu re-
generacji (24,7%).

Iloœæ bia³ka
zwi¹zanego ze zre-
generowan¹ ma-
tryc¹ jest 3,4-krot-
nie mniejsza.
W konsekwencji
szybkoœæ i wydaj-
noœæ 1 gramowego
modu³u katali-
tycznego spada.
Spadek aktywno-
œci jest jednak mniejszy od spadku wydajnoœci immobilizacji
gdy¿, co istotne, roœnie 1,79-krotnie aktywnoœæ w³aœciwa bio-
katalizatora.

Wnioski

Wyniki otrzymane w przeprowadzonym doœwiadczeniu pro-
wadz¹ do nastêpuj¹cych wniosków: 1) Granulowany pumeks
jest noœnikiem, który mo¿na regenerowaæ i stosowaæ wielo-
krotnie do wi¹zania inwertazy z Saccharomyces cerevisiae, 2)
Pojemnoœæ matrycy wykonanej z pumeksu zale¿y od sposobu
modyfikacji chemicznej jej powierzchni, 3) Jednorazowa mo-
dyfikacja chemiczna matrycy nie gwarantuje pe³nej aktywno-
œci otrzymanego biokatalizatora, 4) Wykonanie wydajnego
biokatalizatora pumeks-inwertaza powinien poprzedzaæ pro-
ces aktywacji matrycy polegaj¹cy na przeprowadzeniu, co
najmniej dwóch, nastêpuj¹cych po sobie, cykli modyfikacji
chemicznej powierzchni – aktywacji i regeneracji.
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Rys. 1. Powierzchnia pumeksu a) przed i b)
po usuniêciu zanieczyszczeñ (cykl 1,
etap 1). Zdjêcia wykonane za pomoc¹ ska-
ningowego mikroskopu elektronowego (dr
in¿. St. Lenart, Zak³ad Metaloznawstwa i O-

dlewnictwa, ZUT Szczecin)

Tablica 1
Wp³yw procesu aktywacji i regeneracji matrycy na w³aœciwoœci

biokatalizatora wykonanego z pumeksu (1,0 g) i inwertazy z Sac-

charomyces cerevisiae

Okreœlana wielkoœæ
Aktywacja

(cykl I)

Regeneracja

(cykl II)

Iloœæ bia³ka u¿ytego do immobilizacji, [g] 2,04 � 10–3 2,12 � 10–3

Iloœæ bia³ka pozosta³ego w roztworze, [g] 2,44 � 10–4 1,60 � 10–3

Iloœæ bia³ka zwi¹zanego z matryc¹, [g] 1,80 � 10–3 5,24 � 10–4

Wydajnoœæ immobilizacji, [%] 88,1 24,7

Szybkoœæ inwersji (Ät = 0–30 min.),
[mol/(dm3 s)]

1,63 � 10–5 8,49 � 10–6

Wydajnoœæ inwersji (t = 30 min.), [%] 56,6 40,5

Aktywnoœæ w³aœciwa inwertazy,
[kat/g bia³ka]

9,1 � 10–3 16,2 � 10–3

a)

b)
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