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Analiza mozliwosci wielokrotnego zastosowania
matrycy wykonanej z pumeksu
do kowalencyjnego wigzania inwertazy EC 3.2.1.26

Wprowadzenie

Enzymatyczna hydroliza sacharozy z uzyciem inwertazy
(B-D-fruktofuranozydazy, EC 3.2.1.26) stanowi konkurencje
dla stosowanej w przemyéle kwaénej hydrolizy tego dwucu-
kru, m.in. dlatego, ze zapobiega powstawaniu barwnych pro-
duktéw ubocznych (furfural) [1]. W celu poprawienia stabil-
nos$ci operacyjnej w zadanych warunkach pH i temperatury
oraz unikniecia zanieczyszczenia produktu biokatalizatorem
stosuje sie enzymy osadzone na no$nikach. Noénik spelnia
role rusztowania, jednak czesto zmienia wlasciwosci enzymu
[2]. Aby osiagnaé wysoka wydajno$é wigzania zar6wno nosnik
jak 1 enzym nalezy podda¢ modyfikacji chemicznej. O wartosci
biokatalizatora decyduja wiec nie tylko wlasciwosci enzymu, ale
réwniez cechy fizykochemiczne no$nika, jego dostepnoéé, koszt,
nietoksyczno$é 1 zdolno$é do regeneracji [3]. Inwertaze mozna
zwigzaé kowalencyjnie z pumeksem [4, 5]. Pumeks jest wyste-
pujacym w przyrodzie mineratem krzemianowym o wysokiej po-
rowatosci, powstajacym w wyniku erupcji wulkanicznej. Cechu-
je sie wysoka trwalo$cia, niskim zasoleniem, jest sterylny, nie
ulega zbrylaniu, nie jest pozywka dla mikroorganizméw. Jego
wysoka zdolnoé¢ do adsorpcji 1 zatrzymania wody powoduje, ze
moze on by¢ stosowany do immobilizacji enzyméw [6]. Celem ni-
niejszej pracy jest zbadanie przydatnoSci procedury aktywacji
chemicznej pumeksu warunkujacej reakcje z inwertaza, do rege-
neracji matrycy i wykorzystania jej do immobilizacji kolejnej
partii enzymu.

Metodyka

Pomiary wtasciwosci katalitycznych inwertazy unierucho-
mionej na pumeksie wykonano po zakonczeniu nastepujacych
po sobie dwdch cykli: aktywacji 1 regeneracji, przeprowadzo-
nych wg procedury opisanej przez Ginalskq 1 wsp. [5] 1 opar-
tej na badaniach wtasnych [4].

Aktywacja. Pierwszy cykl, ktérego celem bylo wykonanie
z surowego pumeksu matrycy do immobilizacji inwertazy
obejmowat nastepujace etapy:

1. Usuniecie zanieczyszczen fizycznych, organicznych i wpro-
wadzenie na powierzchnie matrycy grup hydroksylowych.
Granulowany pumeks (125-160 pm) trawiono 5% HNOS
w temp. pokojowej i ptukano woda destylowana w temp.
60°C, intensywnie mieszajac mieszadlem magnetycznym
i odpowietrzajac pompa wodna. Procedure trawienia i plu-
kania powtarzano trzykrotnie. W celu usuniecia zanie-
czyszczen organicznych z powierzchni pumeksu i wprowa-

dzenia na nia czynnych grup hydroksylowych, zawiesine
gotowano w 5% HNO_ przez 45 minut, potem chtodzono.
Po 24 godzinach kwas dekantowano, a pumeks przemywa-
no wielokrotnie woda destylowana (mieszajac i odpowie-
trzajac za pomoca pompy wodnej). Odplukiwanie kwasu
kontynuowano w komorze ultradzwiekowej. Wolny od za-
nieczyszczen pumeks suszono pod préznig w temp.
40-50°C.

2. Aktywacja matrycy i wprowadzenie tqcznika przestrzenne-

go. 1 g suchego pumeksu zawieszano w 5 ml 2% roztworu
v-APTES w acetonie. Odciagano powietrze jednocze$nie
mieszajac zawiesine przez 45 min. Nastepnie no$nik
odsaczano 1 suszono (24 godz., 40-50°C). Aktywna matryce
umieszezano w 5 cm® 5% roztworu aldehydu glutarowego
(tacznik przestrzenny) w buforze octanowym (0,01 mol/
dm? pH 4,7) w szczelnie zamknietym naczyniu, odpowie-
trzano i pozostawiano na 30 minut. Powstale wiagzania
iminowe redukowano NaBH , przez 5 minut w temperatu-
rze 4°C. Matryce z tacznikiem przestrzennym przemywano
kilkakrotnie buforem octanowym.

3. Formowanie matrycy i immobilizacja biatka. Aktywna
matryce zawieszong w buforze octanowym (0,01 mol/dm?;
pH 4,7) umieszczano w szklanej kolumnie w taki sposob,
aby zapewni¢ jednorodne utozenie ztoza i uniknaé obec-
noéci pecherzykéw powietrza. Przed uzyciem kolumne
przemywano HZSO4, a uklad rurek doprowadzajacych 1 od-
prowadzajacych buforem octanowym. Na tak uformowana
matryce nanoszono — w ukladzie zamknietym, w tempera-
turze pokojowej, przy przeptywie wywolanym pompa
ssaco-ttoczaca — roztwor biatka o aktywnos$ci inwertazy.
Baze roztworu stanowil bufor octanowy, objeto$é¢ cyrku-
lujacego roztworu byta réwna 5 cm?, a czas nanoszenia wy-
nosit 1 godzine. Enzym otrzymywano z liofilizowanych
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Stezenie biatka w eks-
trakcie mieécilo sie w granicach 4,08-4,24 - 107! g/dm?.

3a. Okreslenie ilosci zwiqzanego biatka. 1lo§é unieruchomio-
nego na matrycy biatka okreslano metoda posrednig pole-
gajaca na obliczeniu réznicy zawartosci biatka w roztworze
przed rozpoczeciem i po zakonczeniu procesu nanoszenia.
Przedluzenie czasu nanoszenia biatka do 24 godzin nie
wplynelo istotnie na wydajno$é wiazania bialka z noéni-
kiem. Po zakonczeniu nanoszenia kolumne przeptukiwano
dwukrotnie 5 cm® buforu octanowego, w ktérym réwniez
oznaczano bialko. Oznaczenia wykonywano metoda Lowry’
ego [7]. Kazdy pomiar powtarzano trzykrotnie.



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2009, 48, 3, 93-94

Str. 94

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

Nr 3/2009

3b. Oznaczenie aktywnosci inwertazy. Aktywno§é wykonane-
go biokatalizatora oznaczano badajac kinetyke inwersji sa-
charozy, w temperaturze pokojowej, w srodowisku buforu
octanowego (0,01 mol/dm®; pH 4,7). Oznaczenia wykony-
wano w uktadzie zamknietym (naczynko reakcyjne +
modul katalityczny) o objetosci 7 cm®. Stezenie poczatkowe
sacharozy wynosito 0,05 mol/dm?®. W uktadzie zastosowano
podwdjny system mieszania cieczy reakcyjnej (mieszanie
magnetyczne zawarto$ci naczynka reakcyjnego 1 wymu-
szong cyrkulacje mieszaniny reakcyjnej przez pionowy
modut katalityczny). Szybko§¢ cyrkulacji dobrano tak, aby
nie ograniczy¢ szybkosci inwersji. Postep reakcji mierzono
badajac szybko$é przyrostu stezenia glukozy w mieszani-
nie reakecyjnej. Zalezno$é ta, w przedziale Ar = 0-30 min.,
byta prostoliniowa. Za jednostke aktywnoéci inwertazy
przyjeto takg aktywno$§é enzymu, ktora przeksztalca
1 mol substratu w produkty w czasie 1 sekundy w opty-
malnych warunkach (bufor octanowy o stezeniu 0,01
mol/dm?®, pH 4,7) przy stezeniu poczatkowym substratu za-

pewniajacym maksymalna szybko§é¢ reakcji (= 0,05

mol/dm?).

Regeneracja. Po uptywie dwoch miesiecy zuzyta matryce
poddano procesowi regeneracji obejmujacej etapy podobne do
procesu aktywacji. Noénik zdjety z kolumny, w celu usuniecia
pozostatoéci enzymu i innych zanieczyszczen, trawiono 5%
HNO; w temperaturze pokojowej, aktywowano w temperatu-
rze wrzenia (5% HNO;, 45 minut), plukano woda destylo-
wang 1 suszono pod préznia w temperaturze 40-50°C. Na-
stepnie matryce poddawano procesowi silanizacji, wprowa-
dzano tacznik przestrzenny, redukowano wigzania iminowe,
formowano zloze modulu katalitycznego, nanoszono bialtko
i oznaczano aktywno$é¢ zwiazanej inwertazy. Ilo§é zwigzane-
go biatka okreslano jak w punkcie 3a. Zakladajac wysoka ak-
tywnoéc¢ ztoza stezenie poczatkowe sacharozy podniesiono do
0,06 mol/dm?®.

Wyniki

Skuteczno§¢ opisane] w pracy procedury oczyszczania po-
wierzchni surowego pumeksu od zanieczyszczen (etap 1)
przedstawiono na rys. 1, a liczbowe dane do§wiadczalne 1 ob-
liczone na ich podstawie wartosci zebrano w tablicy 1.

Po trzykrotnym trawieniu i ptukaniu matrycy z jej po-
wierzchni zostaja usuniete widoczne na zdjeciu (Rys. 1a) dro-
biny zanieczyszczen, co $wiadczy o glebokiej penetracji me-

Tablica 1
Wplyw procesu aktywacji i regeneracji matrycy na wlasciwosci
biokatalizatora wykonanego z pumeksu (1,0 g) i inwertazy z Sac-
charomyces cerevisiae

, . » Aktywacja | Regeneracja
Okreslana wielko$é

(cykl I) (cykl IT)
Tloéé biatka uzytego do immobilizacji, [g] 2,04 -107° 2,12 -107°
Tloéé bialka pozostalego w roztworze, [g] 2,44 -10* 1,60-107°
Tloéé bialka zwiazanego z matryca, [g] 1,80 .10 5,24 -107*
Wydajno§é immobilizacji, [%] 88,1 24,7
Szybko§¢ inwersji (A7 = 0—30 min.), 5 s
Hmeli@m® 8] 1,63 10 8,49 -10
Wydajnoéé inwersji (¢ = 30 min.), [%)] 56,6 40,5
Aktywnos$¢ wladciwa inwertazy, 9.1.10° 16.2.10°
[kat/g yiaal

diow w strukture
matrycy 1 upowaz-
nia do wyciagnie-
cia wniosku o ich
réwnie skutecznej
ingerencji che-
miczne;j.

Analiza danych
z tablicy 1 ujaw-
nia natomiast, ze
stosunkowo wyso-
ka wydajno$é¢ im-
mobilizacji po cy-
klu aktywacji
(88,1%) ulega
znacznemu obni-
zeniu po cyklu re-
generacji (24,7%).

Tlosé biatka
zwigzanego ze zre-
generowana, —ma-
tryca jest 3,4-krot-
nie mniejsza.
W konsekwencji
szybko§¢ 1 wydaj-
no$é 1 gramowego
modutu katali-
tycznego  spada.
Spadek aktywno-
$ci jest jednak mniejszy od spadku wydajno$ci immobilizacji
gdyz, co istotne, ro$nie 1,79-krotnie aktywnos$¢ wlasciwa bio-
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18rm
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Rys. 1. Powierzchnia pumeksu a) przed i b)
po usunieciu zanieczyszczen (cykl 1,
etap 1). Zdjecia wykonane za pomoca ska-
ningowego mikroskopu elektronowego (dr
inz. St. Lenart, Zaktad Metaloznawstwa i O-
dlewnictwa, ZUT Szczecin)

katalizatora.

Wnioski

Wyniki otrzymane w przeprowadzonym do$wiadczeniu pro-
wadza do nastepujacych wnioskéw: 1) Granulowany pumeks
jest noénikiem, ktéry mozna regenerowaé i stosowaé wielo-
krotnie do wiazania inwertazy z Saccharomyces cerevisiae, 2)
Pojemno§é matrycy wykonanej z pumeksu zalezy od sposobu
modyfikacji chemicznej jej powierzchni, 3) Jednorazowa mo-
dyfikacja chemiczna matrycy nie gwarantuje pelnej aktywno-
$ci otrzymanego biokatalizatora, 4) Wykonanie wydajnego
biokatalizatora pumeks-inwertaza powinien poprzedzaé pro-
ces aktywacji matrycy polegajacy na przeprowadzeniu, co
najmniej dwodch, nastepujacych po sobie, cykli modyfikacji
chemicznej powierzchni — aktywacji 1 regeneracji.
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