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ABSTRACT

Today, more and more products made in biotechnological processes involving
enzymes. The stability of the enzyme under process conditions are subjected to the
immobilization on solid supports, which leads to a heterogeneous biocatalyst that
can be used in several cycles or continuous processes. The article discusses the tech-
niques presented in the literature immobilization of enzymes hydrolyzing starch
and cellulose. Includes the method of immobilization in/on polymer and inorganic
carriers and different ways of binding of the enzyme to a solid support. Particular
attention is focused on mesoporous silica (mesoporous silica) (SBA-15) as a very
attractive media for biocatalysts. Starch and cellulose are the main components of
biomass, which is seen as an alternative raw material for ethanol production, i.e.
second generation biofuels. Developing an effective biocatalyst for the conversion of
biomass is the challenge of the XXI century.

Keywords: amylolytic enzyms, cellulases, enzyme immobilization, mesoporoussilica,
SBA-15

Stowa kluczowe: enzymy amylolityczne, celulazy, immobilizacja enzymoéw, mezopo-
rowate krzemionki, SBA-15
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WPROWADZENIE

Obecnie coraz wigcej produktéow otrzymywanych jest w procesach biotech-
nologicznych z udzialem enzymoéw. Celem zwiekszenia stabilnosci enzymow
w warunkach procesowych poddaje si¢ je immobilizacji na stalych noénikach, co
prowadzi do otrzymania heterogenicznych biokatalizatorow, ktdre moga by¢ uzy-
wane w kilku cyklach lub w procesach ciaglych. W artykule oméwiono prezen-
towane w literaturze techniki immobilizacji enzyméw hydrolizujacych skrobie
i celulozg. Uwzgledniono metody immobilizacji na/w nosnikach polimerowych
i nieorganicznych oraz rézne sposoby wigzania enzymu ze statym podtozem. Szcze-
golng uwage skoncentrowano na mezoporowatej krzemionce (mesoporous silica)
(SBA-15) jako bardzo atrakcyjnym nosniku biokatalizatoréw. Skrobia i celuloza sa
gtownymi skladnikami biomasy, ktéra postrzegana jest jako alternatywny surowiec
do produkgji etanolu, tj. biopaliwa drugiej generacji. Opracowanie efektywnego bio-
katalizatora do konwersji biomasy jest wyzwaniem XXI w.

1. ENZYMY

1.1. MECHANIZM DZIALANIA

Enzymy wystepujace w komdrkach wszystkich zywych organizmoéw katalizujg
reakcje biochemiczne w warunkach fizjologicznych, w ktérych energia wewnetrzna
ukladu jest tak niska, Ze pokonanie bariery energetycznej stanu przejéciowego nie
jest mozliwe bez udzialu biokatalizatora. Enzymy zwiekszaja szybkos¢ reakeji przy-
najmniej milion razy, co oznacza, ze charakteryzuja si¢ ogromna silg katalityczna
nieosiagalng dla chemicznych ukladéw katalitycznych. Dzialajg tak jak wszystkie
katalizatory, czyli nie zmieniaja stanu réwnowagi katalizowanej reakcji, ale obniza-
jac energie aktywacji poprzez utorowanie alternatywnej $ciezki zwigkszajg jej szyb-
kos$¢ w danej temperaturze [1, 2].

Inng niezwykla cechg enzymoéw jest selektywnos$¢ procesowa i substratowa.
Kazdy enzym katalizuje jedna reakcje chemiczng lub kilka reakcji, ale $cisle spo-
krewnionych i na ogét dziata tylko na jeden rodzaj substratu. Enzymy sg zdolne do
katalizowania nie tylko skomplikowanych reakeji chemicznych, ale i tak prostych
jak przeniesienie dwutlenku wegla w organizmie [1]. Anhydroza weglanowa, czyli
enzym, ktory jest za to odpowiedzialny, uwadnia 105 czasteczek dwutlenku wegla
na sekunde. W reakcjach katalizowanych przez enzymy nie sg praktycznie genero-
wane produkty uboczne, ktére nie moga by¢ wykorzystane w innych reakcjach. Te
niezwykle wlasciwoséci enzymoéw sg $cisle zwigzane z ich struktura.

Zdecydowanawigkszos¢enzymowtobialka,jednakzeznanesawyjatki(czasteczki
RNA).Strukturaenzymoéwbialkowychjestztozona. Obokczescibiatkowejzbudowane;j
z jednej lub czgsciej z kilku makroczasteczek polipeptydowych zwanej apoenzymem
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w wielu enzymach wystepuje takze czes¢ niebialkowa, ktora zawiera matoczastecz-
kowe zwigzki organiczne i jony metali uczestniczace w procesie katalizy nazwane
odpowiednio grupg prostetyczng, kofaktorem i koenzymem [3]. Najwazniejszg
czedcig enzymu jest miejsce aktywne, ktére we wszystkich enzymach zlokalizowane
jest w szczelinach lub zaglebieniach. Stanowi ono niewielki procent calej objeto-
$ci enzymu jednakze jest ono kluczowe przy jego funkcjonowaniu. Znaczna czesé
enzymu nie ma w ogodle kontaktu z substratem. Centrum aktywne jest specjalnie
»zaaranzowane” przestrzennie tak aby przyja¢ czasteczke substratu, co ilustruje
model klucza i zamka z roku 1890 zaproponowany przez Emila Fischera (Rys. 1a).
Niektore enzymy nie posiadajg ustalonego ksztaltu miejsca aktywnego, dopasowa-
nie nastepuje dopiero w momencie zwigzania substratu z centrum aktywnym, taki
proces to wymuszone dopasowanie zaproponowany w 1958 przez D.E. Koshland’a Jr.
(Rys. 1b).

Substrat

Substrat

a) b)

Enzym

Enzym

Rysunek 1. Schemat ilustrujacy wigzanie enzymu z substratem a) model zamka i klucza b) model wymuszo-
nego dopasowania

Figure 1. A diagram illustrating the binding of the enzyme to the substrate a) the lock and key model b)
forced fit model

Wiazania wytwarzane pomiedzy czasteczka substratu a enzymem sg stosun-
kowo stabe (wigzania wodorowe, oddzialywania jonowe, sity van der Waalsa) [1, 2].
Efektywno$¢ procesow katalizowanych przez enzymy zwigzana jest ze zdolnoscia
do specyficznego ulozenia przestrzennego substratéow w miejscach aktywnych, co
sprzyja tworzeniu i rozrywaniu wigzan chemicznych.

Podczas reakcji enzymatycznej substrat (S) faczy si¢ z enzymem (E) tworzac
kompleks przejsciowy (ES), po czym produkt, lub produkty reakcji s3 uwalniane, co
ilustruje Rysunek 2.
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Rysunek 2.  Powstawanie kompleksu enzym-substrat i uwalnianie produktu reakcji
Figure 2. The formation of the enzyme-substrate and releasing the reaction product

1.2. KINETYKA REAKCJI ENZYMATYCZNYCH

Na Rysunku 3 pokazano typowa dla reakcji enzymatycznych zaleznos¢ szyb-
kosci (r) od stezenia substratu (S). Model opracowany przez Michaelisa-Menten
poprawnie opisuje kinetyke reakcji o takiej charakterystyce.

Substrat (S)faczy sie zenzymem (E) tworzac kompleks przejsciowy (ES) (I), ktéry
w dalszej kolejnosci reaguje z kolejnym substratem, lub daje produkt jesli reakcja
jest jednoczasteczkowa (II).

k1
S+E == SE D
k2
SE—>P+E (I1)

Po zastosowaniu przyblizenia stanu stacjonarnego dla SE i przeksztalceniach,

a takze przy zalozeniu, ze reakcja jest zerowego rzedu otrzymujemy réwnanie znane
pod nazwg réwnania Michelisa-Menten (III):

r=r_ /(1+K,/[S]) (I11)

gdzie r__to maksymalna szybko$¢ reakcji, a K, to stala Michelisa. Stala Michelisa
jest réwna stezeniu substratu S w momencie gdy r =r__ /2 (Rys. 3).
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Rysunek 3. Zalezno$¢ szybkosci reakeji enzymatycznej od stezenia substratu
Figure 3. Relationship between the substrate concentration and reaction rate

K,, oraz r_ wyznacza si¢ empirycznie podczas pomiaréw szybkosci dla réz-
nego stezenia substratu (S). Rownanie III czesto spotykane jest w postaci przeksztal-
conej do formy (IV):

Vr=1r_ +K,/r_ -1/[S] (Iv)

Wydajnos¢ reakeji enzymatycznych zalezy od wielu czynnikéw, a jednym z nich
jest pH srodowiska. Jego wartos¢ na wplyw na to w jakiej formie bedzie wystepowac
enzym. Kolejnym istotnym parametrem majacym wplyw na dzialanie enzymoéw
jest temperatura. Kazdy enzym efektywnie pracuje w temperaturze determinowanej
przez charakterystyczne dla niego srodowisko fizjologiczne. Wzrost temperatury
powoduje przyspieszenie reakcji enzymatycznej, jednak ogrzanie ukladu do temp.
40-60°C na ogot wywoluje calkowita dezaktywacje wigkszosci enzymdw na skutek
denaturacji, tj. zniszczenia struktury nadczasteczkowej [2].

1.3. KLASYFIKACJA ENZYMOW

Zgodnie z ustaleniami Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (IUB) enzymy
podzielononaszes¢glownychklasprzyjmujacjakokryteriumtypkatalizowanejreakeji
i jej substraty. Kazdy enzym zostal opisany specjalnym kodem: EC.a.b.c.d., gdzie
malym literom (a, b, ¢, d) przypisane sa odpowiednie numery. Pierwszy z nich
(a) odpowiada za przyporzadkowanie enzymu do jednej z wczesniej wspomnianych
sze$ciu gtownych klas, kolejny numer oznacza (b) oznacza podklase, (c): podklase
podklasy b, natomiast liczba (d) okresla numer seryjny w podpodKklasie c.
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Gléwne klasy enzymoéw to: EC.1: oksydoreduktazy, EC.2: transferazy, EC.3:
hydrolazy, EC.4: liazy, EC.5: izomerazy i EC.6: ligazy. Pierwsze z nich katalizuja
reakcje redox w obecnosci tlenu, kolejne (transferazy) sa odpowiedzialne za reakcje
przenoszenia grup funkcyjnych takich jak np. aminowa czy tez acylowa. Hydrolazy
katalizujg rozktad wigzan, m.in. C-O, C-N, C-C. Enzymy z klasy EC.4 podobnie
jak hydrolazy katalizujg reakcje rozktadu wigzan, jednakze na drodze eliminacji.
Zadaniem izomeraz jest katalizowanie wewnatrzczasteczkowych reakcji izome-
ryzacji. Ostatnia klasa enzymow to ligazy, ktore przyspieszaja reakcje pomiedzy
dwiema czasteczkami polgczone z hydrolizg ATP lub innego tréjfosforanowego
nukleozydu [4].

1.3.1. Podzial hydrolaz

Hydrolazy (EC.3.b.c.d.) dzielg si¢ na trzynascie podgrup: EC.3.1 - dzialaja na
wigzania estrowe, EC.3.2 - hydrolizujg wigzania glikozydowe, EC.3.3 — wigzania
estrowe, EC.3.4 - wiazania peptydowe, EC.3.5 - hydrolizuja wigzania C-N, jed-
nakze inne niz wigzanie peptydowe, EC.3.6 - hydrolizuja wigzania w bezwodnikach
kwasowych, EC.3.7 - hydrolizujg wigzania C-C, EC.3.8 — wigzania w halogenkach,
EC.3.9 - odpowiedzialne sg za rozpad wigzania P-N, EC.3.10 - hydroliza wigzania
S-N, EC.3.11 - rozpad wigzania C-P, EC.3.12 - hydroliza wigzania S-S, ostatnia pod-
grupa — EC.13 katalizuje reakcj¢ rozpadu wigzania C-S [5].

2. ENZYMY AMYLOLITYCZNE

Enzymy amylolityczne (amylazy, diastazy; EC 3.2.1) jest to klasa enzymow,
ktorych zadaniem jest hydroliza skrobi (u roélin) i glikogenu (u zwierzat). W sktad
amylaz wchodzg a-amylazy (EC 3.2.1.1), f-amylazy (EC 3.2.1.2) oraz glikozydazy
(EC 3.2.1.3) [11]. Pierwszy raz diastaza zostala wyizolowana przez dwoch naukow-
cow Payena i Persoza w roku 1833 [7]. W kolejnym stuleciu, a dokladniej w roku
1924 Kuhn [8] zaobserwowal, ze w zaleznosci od typu uzytej amylazy otrzymuje
sie produkty o réznych wlasciwosciach optycznych. Po tym odkryciu postano-
wiono podzieli¢ amylazy na dwie grupy: a-amylazy i f-amylazy [8, 9]. Blisko 30 lat
pdzniej opisano po raz pierwszy glikozydaze (wyizolowana z ple$ni Rizpohus dele-
mar) [10].

Amylazy znajduja zastosowanie na duzg skale m.in. w procesach fermenta-
cyjnych, przy przetwarzaniu skrobi. Wystepuja rowniez enzymy, ktore sg zdolne
do rozkladu skrobi jednakze nie sg klasyfikowane jako amylazy, poniewaz oprocz
hydrolizy wykazujg aktywnos¢ w transferze czy tez w reakcjach kondensacji. Osta-
tecznie powstata koncepcja klasyfikacji, zgodnie z ktéra do amylaz zaliczane sa
enzymy, ktdére biorg udzial w reakcjach hydrolizy skrobi lub glikogenu albo trans-
feru tych zwigzkow jednakze bez udziatu fosforandw. Z duzg dozg prawdopodobien-
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stwa mozna zalozy¢, iz enzymy amylolityczne i te charakteryzujace si¢ podobnym
dziataniem sg najbardziej rozpowszechnione wsréd organizméw zywych, poniewaz
wystepuja nie tylko u wyzszych roélin i zwierzat, ale i u mikroorganizméw. God-
nym odnotowania jest fakt, iz inwertujace typy amylaz wystepuja u roélin wyzszych
i u niektérych mikroorganizméw, przede wszystkim bakterii, a takze grzybow
Phycomycetes i Ascomycetes. Rodzina a-amylaz to enzymy katalizujace hydrolize
(skrobi, glikogenu lub produktéw z nich pochodzacych), zdolne sg takze do trans-
feru tych zwigzkow. Charakteryzujg sie tym, iz produktami reakcji sg tylko formy
a-anomeryczne, takze w przypadku transferu [6].

Gléwnym zrédem energii z jakiego korzysta nasz organizm jest glukoza.
W diecie przecigtnego czlowieka wystepuje ona rzadko w czystej formie. Glukoza,
ktdra spozywamy wystepuje w postaci dimerdw, tj. laktozy i sacharozy lub w postaci
makroczasteczek — skrobi i glikogenu. Alfa-amylaza jest enzymem, ktérego zada-
niem jest roztozenie skrobi do jednostek dwu lub trzy cukrowych. Pierwsza amylaza
znajduje sie w ludzkiej $linie i pomaga ona juz wstepnie rozlozy¢ skrobie¢ podczas
przezuwania. Druga produkowana jest przez trzustke. Ten enzym katalizuje ostatni
etap procesu trawienia skrobi. Jednostki dwu i trzy cukrowe sg finalnie rozktadane
do glukozy przy pomocy enzymoéw zlokalizowanych w $cianach jelita. Amylaza
trzustkowa jest wzglednie malym enzymem, odpornym na dzialanie srodowiska,
w ktorym si¢ znajduje [11].

Ramassubbu [12] w oparciu o badania dyfrakcji promieni rentgenowskich
wyznaczyl wymiary komorki krysztalu a-amylazy znajdujacej si¢ w slinie uzyskujac
nastepujgce wartoéci: a = 53,200 A, b = 75,400 A, ¢ = 136,600 A.

W sktad miejsca aktywnego a-amylazy wchodzg trzy aminokwasy: glutaminian
233, asparaginian 197 oraz asparaginian 300 (numery opisuja, ktérym z kolejnosci
jest dany aminokwas w taricuchu bialkowym). To one s3 odpowiedzialne za rozpad
wigzania glikozydowego w czgsteczkach skrobi.

3. CELULAZY

Celulazy s3 klasa enzymoéw, ktore hydrolizuja wigzania f3-1,4 glikozydowe
w tancuchu celulozowym. Wystepuja one w wielu organizmach zywych poczawszy
od grzybow, bakterii, poprzez roéliny, a konczac na zwierzetach. Typowa celulaza
sklada sie z dwoch moduléw, katalitycznego i niekatalitycznego. Podjednostka kata-
lityczna posiada $cisle okreslong sekwencje aminokwasow, ktora sprawia, iz enzym
jest zdolny do wyzej wymienionej hydrolizy. Druga podjednostka to fancuch weglo-
wodorowy stuzacy do zakotwiczenia enzymu.

Trzy enzymy dzialajace synergistycznie degraduja celuloze do monocukru:
(i) endo-(1,4)-f3-p-glukanglukanohydrolaza (EC 3.2.1.4), ktora rozpoczyna hydro-
lize celulozy poprzez dysocjacje obecnych w krystalicznej strukturze celulozy wig-
zan o charakterze niekowalencyjnym, (ii) exo-(1,4)-f-p-glukancelobiohydrolaza
(EC 3.2.1.91) hydrolizujaca celuloze do celobiozy, (iii) celobiaza (f-glukozydaza)
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(EC 3.2.1.21), ktora bierze udzial w ostatnim etapie rozkladu celulozy, tzn. hydroli-
zuje wigzania 1,4-P glikozydowe celobiozy do glukozy, finalnego produktu tej reak-
Gji [12, 5].

Celobiohydrolaze (EC 3.2.1.91) wystepujaca w grzybie Trichoderma reesei
badali Abuja i wsp. [14]. Wyniki wskazuja, ze ciezar czasteczkowy tego enzymu
jest na poziomie 65 kDa. Zbudowany jest z dwoch domen, tj. aktywnego rdzenia
(55 kDa) oraz elastycznego, dlugiego tancucha glikopeptydowego (10 kDa) stuza-
cego do przytwierdzania enzymu do nierozpuszczalnej celulozy. Badania wykazaly
takze, iz rdze ma wymiary Rg = 2,09 nm oraz maksymalng §rednice D__ = 6,5 nm,
natomiast caly enzym R =4,27 nmiD,_ =18 nm. Ksztalt czasteczki enzymu przy-
pomina kijanke (,tadpole-like” structure). Cellobiohydrolaza jest zdolna do hydro-
lizy celulozy mikrokrystalicznej i amorficzne;.

4. PRZEMYSLOWE ZASTOSOWANIE ALFA-AMYLAZY I CELULAZ

Zastosowanie enzymow jako katalizatorow w procesach realizowanych poza
ich naturalnym $rodowiskiem siega daleko w przeszto$¢. Zanim uczonym udalo si¢
pozna¢, wyizolowac i opisa¢ te niezwykte bialka, kataliz¢ enzymatyczng stosowano
do produkgji alkoholu etylowego uzywajac drozdzy, w ktérych obecna jest dehydro-
genaza alkoholowa. Innym przyktadem jest produkcja seréw podpuszczkowych, do
ktorej stosowano podpuszczke z zotadkow bydlecych. W wyniku badan realizowa-
nych na szerokg skale, uczonym udato si¢ opracowa¢ metody izolacji i oczyszczania
bialek enzymatycznych. Poznano mechanizmy ich dziatania, opracowano metody
modyfikacji zmierzajace do ich ustabilizowania poza $rodowiskiem fizjologicznym.

Enzymoéw nie mozna otrzymac¢ na drodze syntezy chemicznej. Opracowano
szereg metod wytwarzania preparatow enzymatycznych w laboratoriach genetycz-
nych, gdzie prowadzi sie hodowle odpowiednich bakterii lub grzybéw, do ktérych
wprowadza si¢ gen kodujacy i promotor wywolujac w ten sposob nadprodukcje
danego enzymu. Nastepnie izoluje si¢ Zywe bialko enzymatyczne, zateza, utrwala
i otrzymuje gotowy preparat enzymatyczny [15].

Proteazy i a-amylazy to dwa najwazniejsze enzymy przemystowe reprezentujace
ponad 70% $wiatowego rynku biokatalizatoréw. Zaréwno grzyby jak i bakterie sto-
sowane s3 do wytwarzania a-amylazy, jednakze preparaty otrzymywane z hodowli
grzybow s bardziej stabilne niz pozyskiwane z bakterii [16].

Istnieje caly szereg organizmdéw wytwarzajacych celulazy, jednakze wiekszos¢
firm (Novozymes, Genencor) wytwarza handlowe celulazy z grzybéw strzepkowych
Trichoderma i Aspergillus lub pochodnych szczepéw [17].

W krajach wysokorozwinietych coraz wiecej produktow otrzymuje sie w pro-
cesach biotechnologicznych z udziatem enzyméw. Enzymy znalazly szerokie zasto-
sowanie w takich dziedzinach praktyki jak przemyst farmaceutyczny, spozywczy,
tekstylny, chemiczny (gltéwnie produkcja detergentéw), papierniczy i garbarski [18].
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Alfa-amylazy wykorzystywane sa w przemysle na szeroka skale, poczawszy od
przemystu spozywczego, poprzez zastosowanie w produkeji tekstyliow, detergen-
tow, biopaliw koniczac na przemysle papierniczym.

Enzymatyczna hydroliza skrobi, ktora jest podstawa wykorzystywania
a-amylazy w przemysle zachodzi w trzech etapach. Pierwszym z nich jest Zelowanie,
ktdére ma na celu rozpuszczenie ziaren skrobi, drugi etap polega na cz¢sciowej hydro-
lizie tak otrzymanej zawiesiny w celu zmniejszenia jej lepkosci; ostatnim etapem jest
scukrzanie w ktérym to otrzymuje si¢ finalne produkty-glukoze i maltoze [19].

Alfa-amylazy najszersze zastosowanie znajduja w przemysle spozywczym.
Wykorzystywane s3 w procesach pieczenia, browarnictwie, a takze produkeji sokow
owocowych, syropéw i innych stodyczy [20]. Syrop fruktozowy z kukurydzy jest to
mieszanina cukréw kukurydzianych w smaku przypominajaca sacharozg, ktéra to
z kolei otrzymuje sie z trzciny cukrowej i burakdw cukrowych. Tylko pierwszy etap
w procesie otrzymywania syropu kukurydzianego jest przeprowadzany z wykorzy-
staniem a-amylazy, pozostale sg przeprowadzane przez glukoamylaze wystepujaca
w grzybach oraz izomeraze glukozowa [11]. W piekarstwie a-amylazy sg uzywane
z wielu wzgledéw. Pierwszym z nich jest fakt dodawania ich w celu rozlozenia skrobi
z maki do dekstryn, ktore to z kolei sa wykorzystywane przez drozdze w proce-
sie fermentacji. Zaletg dodatku amylaz jest zmniejszenie lepkosci ciasta, przez co
poprawieniu ulega tekstura i produkt dodatkowo zysku jena objetosci. Cukry pro-
dukowane przez enzymy przyczyniaja si¢ do poprawy smaku i koloru wypiekow.
Kolejnym faktem sklaniajacym producentéw do wykorzystania tych enzyméw w
procesach produkcji wypiekow jest to, iz produkty te wolniej si¢ starzeja i maja przez
to diuzsza date przydatnosci do spozycia [20, 21]. Dodatkowo a-amylazy wykorzy-
stywane sg w procesach oczyszczania piwa czy tez sokéw owocowych [21].

Detergenty to kolejna z wcze$niej wspomnianych galezi przemystu, gdzie zasto-
sowanie znajduje a-amylaza. Wykorzystywana jest ona w pralniach czy tez zmy-
warkach automatycznych do usuwania zanieczyszczen resztkami jedzenia, ktdre
zawieralo w sobie skrobig, np. ziemniaki, sosy, czekolade czy tez kremy. Usuwanie
zabrudzen polega na enzymatycznym rozkladzie skrobi do prostszych cukrow [22].
Zastosowanie enzymoéw w $rodkach do prania pozwala na prace detergentéw w
niskiej temperaturze, natomiast w czyszczeniu przemystowym pozwala na prace
dodatkowo przy nizszych wartosciach pH [23].

W dzisiejszych czasach duzy nacisk kladziony jest na wykorzystanie biomasy
do produkgji biopaliw. Etanol, bo to wlasnie on jest najczesciej produkowanym
plynnym biopaliwem otrzymywany jest ze skrobi. Ten biopolimer jest wybierany ze
wzgledu na jego szeroka dostepnos¢ i niska cene [24].

Przemysl tekstylny: tutaj a-amylazy wykorzystywane sg do usuwania kleju na
bazie skrobi. Srodki klejace w tym miedzy innymi skrobia dodawane s3 do przedzy
w celu ochrony jej w procesie przedzalniczym. Skrobia jest chetnie wykorzystywana
jako $rodek klejacy ze wzgledu na jej niska cene i dostepnos¢ [25, 26].
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W przemysle papierniczym a-amylaza wykorzystywana jest do produkciji
substancji do pokrywania papieru w celu poprawy jego gladkosci i wytrzymalosci
i odpornosci na $cieralno$¢. W normalnych warunkach kleik skrobiowy jest zbyt
gesty do pokrywania papieru, dlatego tez skrobie poddaje sie cze$ciowej hydrolizie
z wykorzystaniem «a-amylazy otrzymujac posta¢ bardziej ptynna 19, 27].

Celulazy znajduja coraz wigcej zastosowan, wykorzystywane sg m.in.
w przemysle papierniczym i tekstylnym. Celulazy dodawane s3 réwniez do karm
dla zwierzat w celu poprawy pracy ich ukladu pokarmowego. Szczegélne zainte-
resowanie enzymami celulolitycznymi jest jednak zwigzane z mozliwoscig wyko-
rzystania ich w biorafineriach do produkcji etanolu z lignocelulozy. Zuzywanie
kopalnych surowcow oraz zwigkszona produkcja gazow cieplarnianych sprawiaja,
iz aplikacja celulaz w tym kontekscie staje si¢ niezmiernie istotna. Bardzo waznym
aspektem jest modyfikacja celulaz pod katem zwigkszenia wytrzymalosci termicz-
nej jak i redukcja kosztow jej pozyskiwania. Przewidywania zakladajg, iz produkeja
45 miliardéw galondw alkoholu etylowego z celulozy osiggnie w roku 2030 poziom
0.20$ za galon; a celulaza stanie si¢ biokatalizatorem wykorzystywanym na najwiek-
szg skale w poréwnaniu z pozostalymi enzymami [17].

5. IMMOBILIZACJA ENZYMOW

Stosowanie w praktyce enzymoéw natywnych generuje znaczne koszty z uwagi
na fakt, iz enzymy sa drogie, czule na zmiany pH, temperatury oraz czynnikéw
denaturujacych, a operacje polegajace na oczyszczaniu produktéw od biatka dodat-
kowo podnoszg cene finalnego produktu. Osadzenie enzymu na stalym nosniku
i uzyskanie katalizatora heterogenicznego zachowujacego aktywno$¢ w kolejnych
cyklach lub w procesie cigglym oznacza ogromny zysk ekonomiczny [28]. Immobi-
lizowane moga by¢ nie tylko same enzymy, ale i cale komorki [29].

Termin ,,immobilizacja enzymoéw”, zdefiniowal Katchalski-Katzir w 1971 r.
[30]. Zgodnie z tg definicja enzym uznaje si¢ za immobilizowany, jezeli zlokalizo-
wany w $cisle okreslonej przestrzeni obszaru reakcyjnego, jest zdolny przejawiaé
swoja aktywno$¢ oraz moze by¢ wykorzystany ponownie lub stosowany w proce-
sach ciaglych.

Nalezy podkredli¢, iz nie istnieje material do immobilizacji, ktéry spelniatby
wszystkie oczekiwania, dlatego priorytetowymi wymaganiami przy doborze
nosnika s3 wymagania procesowe. Podobnie nie istnieje jeden najkorzystniejszy
sposdb immobilizacji, z tego powodu dla kazdego enzymu nosnik nalezy dobiera¢
indywidualnie na drodze eksperymentalnej. W wyniku unieruchomienia enzymu
na stalym no$niku zostaje znaczaco ograniczona jego ruchliwos¢ konformacyjna,
co zwieksza stabilnoé¢. Jednak wielopunktowe zwigzanie enzymu z nosnikiem
moze powodowac jego dezaktywacje w wyniku zmiany geometrii centrum aktyw-
nego [31].
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Jako nosniki czgsto wykorzystywane sa nierozpuszczalne polimery, albo stale
noéniki nieorganiczne. Enzymy dzialajace w ukladzie enzym/nosnik dziatajg w spo-
s6b odmienny niz te, ktore dzialaja tylko w otoczeniu substratu i produktu [32].
Zdaniem Singha [32], idealny no$nik do immobilizacji enzyméw musi charaktery-
zowac si¢ biernoscig, stabilnoscia, zdolnoscia do regeneracji, musi zwigksza¢ spe-
cyficzno$¢ oraz aktywnos¢ enzymu, dodatkowo nie wskazane jest aby na nos$niku
nastepowala niespecyficzna adsorpcja i zanieczyszczenie mikroorganizmami.
Pozadane jest rowniez, aby w przypadku, gdy produkty reakcji powoduja inhibicje
enzymu, no$nik ograniczat to zjawisko. Proces immobilizacji wymaga przeprowa-
dzenia dodatkowych operacji na etapie wytwarzania preparatéw enzymatycznych,
co w sposob oczywisty generuje dodatkowe koszty [33]. Jednakze korzysci z otrzy-
mania aktywnego i stabilnego heterogenicznego biokatalizatora s3 niewspdétmiernie
wieksze niz koszty generowane przez immobilizacje. Ogodlne, kryteria dotyczace
zasad doboru no$nika dla proceséw enzymatycznych mozna sformutowaé w for-
mie nastepujgcych zasad [34]: (i) no$niki hydrofobowe zwiekszaja szybkos¢ reakeji
z hydrofobowym substratem i stabilizujg enzym, (ii) nosniki z wieloma centrami
zdolnymi do wigzania enzymu zwigkszaja wytrzymalos¢ termiczng enzymu, (iii)
uzycie tacznika chroni enzym przed dezaktywacja, (iv) porowatos¢ no$nika moze
powodowaé zaréwno wzrost aktywnosci (rozwiniecie powierzchni heterogenicz-
nego katalizatora) jak i zahamowanie aktywnosci na skutek znacznych oporéow
dyfuzyjnych lub niedostepnosci substratu do centrum aktywnego.

5.1. IMMOBILIZACJA ENZYMOW PRZEZ ADSORPCJE

Immobilizacja enzyméw poprzez adsorpcje polega na wytworzeniu wigzan
wodorowych, oddzialywan van der Waalsa, badz tez wykorzystaniu oddziatywan
hydrofobowych w celu zwigzania enzymu z no$nikiem. Fakt, iz oddzialywania te
nie s trwale, proces jest odwracalny poprzez zmiane pH, temperatury, sity jonowe;j
czy tez polarnosci rozpuszczalnika. Taki sposdb wigzania enzymu z powierzchnig
nosnika jest bezpieczniejszy dla katalizatora, poniewaz istnieje mniejsze ryzyko dez-
aktywacji enzymu, niz w przypadku gdy wytwarzane jest wigzanie kowalencyjne
enzym-nosnik [35].

W pracy Anri Takimoto i wspdtpracownikow [36] immobilizowano celulaze na
SBA-15. Naukowcy zbadali wplyw wielkosci poréw na proces immobilizacji
celulazy. Zsyntezowali SBA-15 o porach wielko$ci 5,4 nm, 8,9 nm oraz 11 nm.
Immobilizacja celulazy byla prowadzona poprzez bezposrednie dodanie do roz-
tworu enzymu kilku miligraméw SBA-15. Krzemionka nie byta modyfikowana
na powierzchni. Immobilizacja enzymu ttlumaczona byla poprzez powstawianie
oddzialywan elektrostatycznych nosnik-enzym. Wraz ze wzrostem poréw w krze-
mionce SBA-15 roénie ilo§¢ zaadsorbowanego enzymu, jednakze nie idzie to
w parze ze wzrostem aktywnosci katalitycznej. Okazalo sie, iz najlepsza dla pro-
cesu immobilizacji byla krzemionka o wielkosci poréw 8,9 nm, gdyz jak twierdza
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naukowcy, taki rozmiar pordéw sprzyja lokowaniu si¢ enzymu blizej wej$¢ poréw niz
w przypadku SBA-15 o porach 11 nm. Taki katalizator wykazuje réwniez wysoka
aktywno$¢ po przechowywaniu go przez 4 tygodnie w temperaturze pokojowe;j.
Badano réwniez wplyw pH na immobilizacje i najkorzystniej zachodzita ona dla
pH =4, podczas gdy punkt izoelektryczny celulazy wynosi pI = 4,9. Wplyw pH na
immobilizacj¢ zobrazowano schematycznie na rysunku ponizej (Rys. 4).

Celulaza SBA-15 Celulaza
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+ +
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SBA-15

+
+ +
|
|
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Rysunek 4.  Oddzialywan pomiedzy SBA-15 a celulazg w zaleznosci od pH
Figure 4. Interactions between SBA-15 and cellulose, at different pH

WpublikacjiQuing-ZhouZhaiiSi-JiaSun’[37] wykorzystanomezoporowatakrze-
mionke SBA-15 do immobilizacji pepsyny-enzymu hydrolizujacego rozktad bialek.
W drugiej serii krzemionke SBA-15 dodatkowo zmodyfikowano za pomoca metylo-
trimetoksysilanu deponujac w ten sposob na jej powierzchni grupy metylowe. Prze-
prowadzono proces immobilizacji poprzez fizyczng adsorpcje¢ enzymu na otrzyma-
nych nosnikach. Okazalo si¢, iz immobilizacja pepsyny zachodzi lepiej w przypadku
krzemionki modyfikowanej grupami —~CH,. Dodatkowo badano wptyw sity jonowej
na proces immobilizacji. Badania wykazaly, iz wraz ze wzrostem sily jonowej spada
ilo$¢ zaadsorbowanej na no$niku pepsyny.

W innej publikacji, Gémez i inni [38] opisujg immobilizacje -glukozydazy
otrzymywanej z migdatéw. Enzym ten ma mase¢ 130 kDa (dimer). Zaobserwowano,
ze zazwyczaj immobilizowane enzymy (do roku 2010) maja mase ponizej 50 kDa
i $rednice okoto 4,0 nm. Jest niewiele publikacji méwiacych o immobilizacji wigk-
szych enzymow ($rednicy wigkszej niz 5,0 nm). Immobilizowana f3-glukozydaza ma
srednice 6,6 nm dla dimeru. Stwierdzono, iz sposéb wigzania enzymu z powierzch-
nig SBA-15 nastepuje w skutek tworzenia oddziatywan elektrostatycznych, nato-
miast najwieksza ilo§¢ enzymu immobilizuje si¢ przy pH = 3,5.

Na mezoporowatej krzemionce SBA-15 immobillizowano réwniez enzym, kto-
remu poswiecona jest niniejsza praca: a-amylaza. Jak pisze w swojej pracy Quin-
-Zhou Zhai [39] immobilizacje wykonano w oparciu o zjawisko fizycznej adsorpcji,
proces prowadzano przez 27h w temp. 30°C. Maksymalna ilo§¢ immobilizowanego
enzymu w przeliczeniu na 1g SBA-15 w wyniosta 87,5 mg. Uktad wykazywat odpor-
no$¢ na wysokie pH oraz temperature.
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W publikacji Kanako Hisamatsu i wspdtpracownikéw [40] opisano immo-
bilizacje a-amylazy na mezoporowatych krzemionkach o réznych ksztattach.
Deponowanie enzymu na noé$niku odbywato si¢ poprzez proces bezposredniego
polaczenia krzemionki z roztworem enzymu (uklad byl umieszczony w rotatorze
w temperaturze 4°C, przez 3 h). Pierwsza z nich byta krzemionka FSM, (folded sheet
mesoporous silica) — przypominajaca ksztaltem pofatdowang kartke, druga KIT-6,
krzemionka w ksztalcie szeSciennych bryt natomiast ostatniag SBA-15, dwuwymia-
rowa, heksagonalna krzemionka. Badania wykazaly, ze ilo§¢ zaimmobilizowanego
enzymu wzrasta wraz ze wzrostem wielkosci poréw: SBA-15 < KIT-6 < FSM. Jak
twierdza naukowcy FSM w poréwnaniu do SBA-15 oraz KIT-6 wykazuje najwiek-
sza zdolno$¢ adsorpcji enzymu, poniewaz ziarna tej krzemionki posiadaja mniejsze
wymiary, z drugiej strony natomiast wieksze pory, ktdre s3 rozmieszczone w sposdb
nieregularny i sprzyjaja dyfuzji enzymu.

5.2. IMMOBILIZACJA ENZYMOW PRZEZ WIAZANIE KOWALENCYJNE

Immobilizacja enzymu polegajaca na wytworzeniu wigzania kowalencyjnego
pomiedzy noénikiem a enzymem jest trudnym zabiegiem. Wymaga ona znajo-
mosci grup funkcyjnych bialka, ktdre maja by¢ wykorzystane do zwigzania enzymu
z no$nikiem, nalezy réwniez uwzgledni¢ fakt, iz podczas tego procesu moze nastgpic
dezaktywacja enzymu. Waznym jest aby podczas wyboru grup funkcyjnych enzymu
wybraé te, ktére nie sag odpowiedzialne za dzialanie enzymu, ani za stabilizowa-
nie struktury biatka. Najczesciej wykorzystywanymi aminokwasami biatkowymi
sg cysteina(ugrupowanie tiolowe), tyrozyna (ugrupowanie fenolowe), histydyna
(ugrupowanie imidazolowe) oraz lizyna (ugrupowanie aminowe). W Tabeli 1 zesta-
wiono najczgsciej wykorzystywane grupy funkcyjne w przypadku nosnika i bialka,
przedstawiono réwniez mozliwe do zastosowania czynniki wigzace oraz warto$é
pH, przy ktérym nastepuje wigzanie biatka [41].

Tabela 1. Przyklady najczesciej wykorzystywane grupy funkcyjne w przypadku nosnika i biatka, czynniki
wigzace oraz optymalne pH prowadzenia reakcji

Table 1. Examples of commonly used functional group of the support and protein binding agent, and the
optimal pH of reaction

Grupa funkcyjna Grupa funkcyjna Czynnik wigzacy/ Warto$¢ pH wigzania
nosnika biatka aktywujacy biatka
_COOH -NH, Karbodiimid 3,5-4,5

-COOH Izocyjanki 4,0-8,0
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Grupa funkcyjna Grupa funkcyjna Czynnik wigzacy/ Warto$¢ pH wigzania

nosnika biatka aktywujacy biatka
-NH, Aldehyd glutarowy 6,0- 8,0
-NH, -NH, Kwas askorbinowy 6,0-7,0
-COOH Karbodiimid 3,5-4,5

-NH, 8,0-10,0

-SH Diwinylosulfon 9,0-11,0

_OH -OH 11,0-13,0
-NH2 Karbodiimid 8,0-9,5
-OH Sole diazoniowe 6,0-8,0

Enzym kowalencyjnie zwigzany z no$nikiem jest odporniejszy na czynniki
denaturujgce i moze pracowaé w wyzszych temperaturach, jednak oprocz zalet tego
procesu wystepuja takze jego wady; najistotniejszg z nich jest wcze$niej wspomniana
dezaktywacja enzymu. Brak autolizy, a takze wyeliminowanie agregacji oraz zwiek-
szenie odpornosci na proteazy to zalety obserwowalne kazdorazowo. Duzo bardziej
pozadanym jest otrzymanie preparatow stabilnych podczas przechowywania, co jest
trudniejsze, ale bardziej pozadane z punktu widzenia handlu [41].

Przykladem przeprowadzonej immobilizacji w sposéb kowalencyjny moze
by¢ praca Sandy Budi Hartono i wspolpracownikéw [42], ktéra dodatkowo poka-
zala wplyw modyfikacji powierzchni mezoporowatej krzemionki na immobiliza-
cj¢ enzymu i jego aktywnos¢. Krzemionke FDU-12 (wielko$¢ poréw do 25,4 nm)
modyfikowano za pomocg organosilandéw: 3-aminopropylotrietoksysilanu (APTES),
3-merkaptopropylotrimetoksysilanu (MPTMS), winylotrimetoksysilanu (VTMS)
oraz fenylotrimetoksysilanu (PTMS); a nastepnie immobilizowano celulaze
sprawdzajgc pdzniej aktywno$¢ katalityczng tak powstalych ukltadéw. Najstabszg
aktywno$¢ wykazywata celulaza immobilizowana na podiozu FDU-12-APTES,
poniewaz ugrupowanie aminowe wplywa na strukture trzeciorzedowa enzymu
obnizajac jego aktywno$¢. Material FDU-12-VTMS charakteryzowal si¢ nato-
miast wysokim powinowactwem do enzymu nie zmieniajac jego struktury oraz
nie blokujgc centréw aktywnych. Renee Han-Yi wraz ze wspolpracownikami [43]
zbadal dodatkowo wplyw rodzaju oddzialywania enzymu (celulazy) z no$nikiem
na jego aktywno$¢. Powierzchnie krzemionki zawierajacej duze pory (20-40 nm)
zmodyfikowano za pomocg bezwodnika kwasu (3-trietoksysilino bursztynowego
(TESP-SA). TESP-SA uzyty jako lacznik do chemicznego zwiazania mezopo-
rowatej krzemionki z celulazg sprawil, iz uklad taki charakteryzowal si¢ ponad
80% wydajnoscia konwersji celulozy do glukozy i zadowalajaca stabilnoscia.
W przypadku a-amylazy réwniez zostaly poczynione badania zwigzane z kowa-
lencyjnym zwigzaniem na powierzchni krzemionek mezoporowatych. W pracy
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Pandya i wspolpracownikéw [44] opisane jest badanie wplywu wielkosci porow
w mezoporowatych krzemionkach na aktywnos$¢ i stabilno$¢ a-amylazy. Immobili-
zowali oni enzym na krzemionkach o $rednicy poréw od 26-335 A i wykorzystywali
do hydrolizy skrobi. Powierzchni¢ krzemionek poczatkowo zmodyfikowano APTES
(50 ml 10% roztworu APTES na 1 g krzemionki), a nastgpnie przeprowadzono
immobilizacje enzymu uzywajac jako lacznika aldehydu glutarowego (25 ml 2,5%
roztworu GA na 1 g krzemionki zmodyfikowanej APTES, pH reakcji wynosilo 6,62).
Badania wykazaly, iz w materiatach posiadajacych male pory aktywno$¢ enzymu
byta niska, poniewaz zdaniem naukowcow enzym lokalizowal si¢ na zewnetrznej
powierzchni materialéw. Enzym immobilizowany na krzemionkach o wigkszych
porach wykazywal si¢ podwyzszong aktywnoscig. Finalnie okazalo si¢ iz najbar-
dziej wydajny uklad charakteryzowal si¢ 80% wydajnoscia w stosunku do wolnego
enzymu. Uklady katalityczne charakteryzowaly si¢ wyzsza stabilno$cig na zmiane
pH i temperatury w stosunku do enzymu nie zwigzanego.

Kolejna publikacja réwniez porusza problem immobilizacji a-amylazy na
mezoporowatych krzemionkach (m.in. SBA-15), wigzanie enzymu nastepuje
réwniez w sposob kowalencyjny za posrednictwem aldehydu glutarowego. Krze-
mionke wczesniej réwniez zmodyfikowano APTES. W pracy poréwnywano wplyw
wielkosci poréw nosnika (76-300 A) na aktywno$¢ enzymu. Badania wykazaly
iz w przypadku SBA-15 ($rednica poréw okolo 60 A) oraz silica-15-N (nazwa
umownie przyjeta przez autoréw, srednica poréw okoto 100 A) enzym byt immo-
bilizowany wylacznie na powierzchni, natomiast w przypadku silica-AC (nazwa
umownie przyjeta przez autoréw, érednica poréw okolo 300 A) enzym deponowat
sie w wewnetrznych porach. Aktywnos$¢ enzymu na noéniku rosta w nastepujacym
porzadku: silica-AC > silica-N > SBA-15, natomiast jego stabilnos§¢: SBA-15 > silica-
-AC > silica-N. Wykazano réwniez, iz enzym immobilizowany charakteryzuje si¢
mniejszg aktywnoscig niz enzym niezwigzany [45].

6. MEZOPOROWATE MATERIALY SBA-15 JAKO NOSNIKI ENZYMOW

Chemiczna modyfikacja powierzchni mezoporowatych krzemionek stwarza
mozliwo$ci kowalencyjnego zwigzania noénika z enzymem. 3-aminopropylotrie-
toksysilan (APTES) moze stuzy¢ jako przykltad zwigzku chemicznego do przepro-
wadzenia takiej modyfikacji. Po zdeponowaniu go na powierzchni krzemionki,
grupa -NH, stwarza mozliwo$¢ kowalencyjnego zwigzania nosnika z enzymem.
W tym celu nalezy wykorzysta¢ czynnik aktywujacy jak np. aldehyd glutarowy,
ktoéry utworzy z grupami aminowymi zmodyfikowanego nosnika i enzymu zasady
Schiffa, taczac je w sposob trwaly ze soba.

Zeolity posiadajace mikropory sg najbardziej znanymi materiatami majgcymi
szereg zastosowan. Jednakowej wielkosci pory (zblizone do rozmiaréw czasteczek)
znajdujace si¢ w mikroporowatych krzemionkach oraz dodatkowo dobra stabilnos¢
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i selektywnos¢, a takze mozliwos¢ modyfikacji sprawiaja, iz zwigzki te majg szereg
zastosowan- stuzg jako katalizatory, sorbenty czy tez membrany filtrujace [46].

Na poczatku lat 90-tych udalo sie zsyntezowaé pierwsza klase mezoporowa-
tych krzemionek: M41S [47]. Synteza byla przeprowadzona przez pracownikow
firmy Mobil i opierala si¢ ona na wykorzystaniu surfaktantéw majacych zdolnosci
do samoporzgdkowania.

Moment ten byl punktem zwrotnym w syntezie nowych, zaawansowanych
materialow mezoporowatych. Zastosowania tych ukladéw zostaly poszerzone
dodatkowo o wykorzystanie ich jako nosnikéw lekéw, sensordéw i wielu innych
(46].

Kolejng klasg zsyntezowanych mezoporowatych krzemionek byly m.in. mate-
rialy SBA (angielski akronim Santa Barbara Acids). Ta nowa rodzina wysoko upo-
rzagdkowanych krzemionek zostala otrzymana po raz pierwszy w 1998 roku [48].
Preparatyka polegala na wykorzystaniu jako templatu niejonowego, tréjblokowego
kopolimeru EOnPOmMEOn w kwasnym $rodowisku [46]. Wyrdznia si¢ wiele mate-
riatéw nalezacych do tej klasy. SBA-1 [49] i SBA-11 [50] o strukturze kubicznej,
SBA-12: tréjwymiarowa heksagonalna sie¢ [48], SBA-14 o strukturze lamelarne;j
[48], SBA-15: dwuwymiarowa struktura heksagonalna [51] oraz SBA-16 [52] struk-
tura szesciennej klatki (cubic cage). Najwigkszym zainteresowaniem cieszy sie jed-
nak SBA-15, poniewaz posiada wiele korzystnych cech.

& f\? #  Kalcynacja

& e
i
ﬁs\\\PPo

PEO

D .

mikropory (4-14 nm)

Rysunek 5. Proces syntezy materialu SBA-15 i jego struktura
Figure 5. Synthesis of the material SBA-15 and its structure

SBA-15 jest jak juz wcze$niej wspomniano materiatem o dwuwymiarowej
strukturze heksagonalnej posiadajagcym zaréwno mikro jak i makropory. Wielkos¢
mezoporow zawiera si¢ w przedziale od 4-14 nm [46] natomiast mikroporow od
1,5 do 5 nm [53] i zalezy od warunkoéw syntezy. Sciany SBA 15 majg charakter
mikroporowaty, a ich grubos¢ wynosi od 3—6 nm. Takie $ciany sprawiaja, iz SBA-
15 wykazuje wysoka hydrotermalna stabilnos¢ w przeciwienstwie do innych mate-
riatow jak chociazby MCM-41 (klasa M41S) [54]. Dwuwymiarowe heksagonalne
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pory SBA-15 nalezace do grupy przestrzennej pobmm obserwowane sa na dyfrakto-
gramie przy niskich warto$ciach kata 20 [46].

Powierzchnia SBA-15 jest pokryta dwoma réznymi rodzajami grup funkcyj-
nych. Pierwsze z nich sg hydrofobowe: grupy siloksanowe (=Si-O-Si=), drugie
natomiast hydrofilowe: grupy silanolowe (=Si- OH). Grupy =Si- OH podzielone sg
ze wzgledu na swoje otoczenie na: izolowane (atom krzemu z powierzchni posiada
trzy wigzania O-Si oraz jedno wigzanie Si-OH), wicynalne (dwie grupy silanolowe
sa potaczone przez mostek z atomem wodoru) oraz geminalne (do jednego atom Si
przytaczone sa dwie grupy —OH (Rys. 6) [55].

0 0 o
O—/Si o 0—si—0 0—si—0 /OH
© © 0—Si—OH o H 0 Si
O—>Si/ o/ O>Si—o" olsn—o/ \OH
Q 0 H 0
A B C D

Rysunek 6.  Powierzchnia krzemionki SBA-15: A - grupa siloksilanowa, B - izolowana grupa silanolowa,
C - wicynalna grupa silanolowa, D - geminalna grupa silanolowa

Figure 6. SBA-15 surface: A - siloxane group, B - isolated silanol group, C - the vicinal silanol group,
D - geminal silanol group

UWAGI KONCOWE

W niniejszej pracy poruszone zostaly tylko niektdre aspekty praktycznego
zastosowania a-amylaz i celulaz bowiem spektrum zastosowania tych enzymoéw
jest bardzo duze. Mezoporowate krzemionki sg jedng z wielu matryc stosowanych
w procesach immobilizacji enzymoéw, ze wzgledu na wiele korzystnych cech (m.in.
stabilno$¢ temperaturows, mozliwos¢ funkcjonalizacji) zostaly poruszone w tym
artykule.
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