/4

ety o ey BIOIMMOBILIZACJA

Szczecin

Wydziat Nauk o Zywnosci i Rybactwa

Centrum Bioimmobilizacji
i Innowacyjnych Materialow
Opakowaniowych

ul. Klemensa Janickiego 35
71-270 Szczecin

Cwiczenie 1

L aktaza
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W  zakresie techniki stosowania enzymow, rozwijanym obecnie kierunkiem
badawczym 1 wdrozeniowym jest wytwarzanie preparatow enzymoéw unieruchomionych
(immobilizowanych) na no$nikach stalych, a mimo to dzialajacych w sposéb zblizony do
katalizy homogenicznej.

Sposoby immobilizacji. Immobilizowanymi enzymami sg preparaty wytworzone przez
pofaczenie biokatalizatora z no$nikiem nierozpuszczalnym w S$rodowisku reakcji, a takze
nierozpuszczalne agregaty czasteczek lub krysztaldow biatka oraz enzymy zamknicte
w strukturze zelu lub oddzielone od $rodowiska reakcji polprzepuszczalnymi membranami

(rys. 1).
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Rys. 1. Gtéwne sposoby immobilizacji enzymow (mod. Synowiecki i Wotosowska, 2007; Bonin 2008)

Najwczesniej stosowane sposoby immobilizacji polegaly na przytaczeniu enzymu
do powierzchni nosnika. Odbywa si¢ to przez fizyczng adsorpcj¢ biokatalizatora, wigzanie
z udzialem oddziatywan jonowych lub przez wytworzenie wigzan kowalencyjnych. Jezeli
bezposrednia reakcja pomigedzy biatkiem a no$nikiem nie jest mozliwa stosuje si¢ substancje
posiadajace co najmniej dwie grupy chemiczne zdolne do reakcji zaréwno z no$nikiem,
jak i enzymem. Zwigkszaja one odleglos¢ pomigdzy czasteczkami unieruchomionego enzymu
a powierzchnig nosnika, co utatwia dostep substratu do centrum katalitycznego.

W przypadku, gdy nie ma potrzeby zbyt trwalego wigzania enzymu jako nosniki
mozna wykorzysta¢ rozmaite sorbenty, ktorych zaletga jest nieskomplikowana procedura
immobilizacji oraz mozliwo$¢ tatwej regeneracji poprzez wymycie nieaktywnego juz biatka.
Nie nastgpujg tez zazwyczaj zmiany struktury czasteczek enzymu, ktore moga spowodowac
zmniejszenie jego aktywnos$ci. Niewielka energia uczestniczacych w wigzaniu biatka



oddziatywan jest jednak przyczyna do$¢ szybkiej desorpcji enzymu podczas dziatania
reaktora.

Silniejsze wigzanie zapewniaja oddziatywania jonowe powstajace w zakresie pH, przy
ktorym zar6wno enzym, jak i nosnik uzyskujg tadunek elektryczny. Jezeli grupy funkcyjne
enzymu i no$nika maja tadunek jednakowego znaku do zaistnienia wigzania niezbgdne sa
dwuwartosciowe kationy, sprzegajace biatko za posrednictwem mostkow.

Zmniejszenia aktywno$ci operacyjnej preparatu spowodowanego desorpcja enzymu
mozna unikng¢ wykorzystujac procedury immobilizacji polegajace na wytwarzaniu wigzan
kowalencyjnych w warunkach nie powodujacych denaturacji biatka. Jako no$niki przydatne
sg m.in. polimery zawierajagce wolne grupy aminowe. Nosniki pozbawione grup chemicznych
tworzacych wigzania kowalencyjne z bialkiem lub substancja sprzggajaca, jak np. szkto
porowate, zel krzemionkowy, tlenki metali lub rozmaite substancje ceramiczne poddaje si¢
aktywacji. Negatywnym skutkiem kowalencyjnego wigzania enzymu jest zmniejszenie
aktywnos$ci preparatu  spowodowane zmianami struktury czasteczek Dbiatka oraz
ograniczeniem dostgpu substratu do centrum katalitycznego.

Inne sposoby otrzymywania nierozpuszczalnych preparatow enzymow polegaja na
miedzyczasteczkowym usieciowaniu biokatalizatora za posrednictwem wigzan wytworzonych
z substancjami dwufunkcyjnymi, takimi jak np. aldehyd glutarowy i inne polialdehydy.
W zaleznosci od sposobu przygotowania biatka i warunkow sieciowania uzyskiwane sg
preparaty réznigce si¢ aktywnos$cig, termostabilno$cig, odpornoscig na dzialanie substancji
denaturujacych biatka i wytrzymato$cig mechaniczng. Immobilizowany w ten sposéb enzym
charakteryzuje si¢ wprawdzie polepszong termostabilno$cig, ale trudno jest wytworzy¢
preparaty o powtarzalnych wilasciwosciach ze wzgledu na duzy wplyw niewielkich nawet
zmian stgzenia substancji sieciujacej oraz pH 1 temperatury S$rodowiska reakcji.
Niekorzystnym skutkiem sieciowania rozpuszczonych biatek jest zmniejszenie aktywnosci
enzymu (niekiedy nawet ponad 50%).

Do immobilizacji enzymdéw mozna tez wykorzystaé blony o selektywnej

przepuszczalno$ci, spetniajace wylacznie funkcje separacyjng, badz tez zarowno funkcje
separacyjna, jak i katalityczng. Biokatalizatory albo zamyka si¢ we wnetrzu kapsuiki, ktorej
otoczk¢ stanowi btona o selektywnej przepuszczalnosci, woéwczas moéwimy
o mikrokapsutkowaniu, albo biokatalizator jest oddzielony od S$rodowiska przegroda
membranowa. Do mikrokapsutkowania konieczne jest stosowanie bton przepuszczajacych
zarOwno czasteczki substratow, jak 1 produktow reakcji, natomiast uniemozliwiajgce migracje
czasteczek biokatalizatora. Aktywnos$¢ unieruchomionych w ten sposdb enzymoéw zalezy
gléwnie od szybkosci dyfuzji substratu i produktu reakcji przez stosowane membrany.
Nie zawierajagce enzymu membrany bierne stuza do zamknigcia roztworu biokatalizatora
W mikrokapsutce lub w module reaktora. Membrany zatrzymujace tylko czasteczki substratu
sa natomiast przydatne do oddzielenia produktow reakcji od zawierajacej rozpuszczony
enzym mieszaniny reakcyjnej (rys. 2).

Membrany aktywne Kkatalitycznie, ktore zawieraja enzym umiejscowiony w ich
strukturze lub osadzony na powierzchni polimeru sg czesto uzywane do katalizowania reakcji
wytwarzajacych produkty réznigce si¢ od substratow rozpuszczalnoscia w fazie
rozpuszczalnika organicznego i wody. Przykladem ich zastosowania jest wyodrgbnianie
jednego ze skladnikéw racematu, polegajace na katalizowaniu degradacji zbgdnego
enancjomeru dziatajacym stereoselektywnie enzymem (rys. 3).



Membrany bierme

Przez membrang
prrechodz tylko

miatocza e-leczkc'-v:f
produkl reakcji

Mambrany aklywne:
Praez membrang g p

miusi przenigac
zardwno substrat
jak | produkt reakoji

Rys. 2. Funkcje membran w reaktorach enzymatycznych (E — enzym, S — substrat, P — produkt)
(Synowiecki i Wotosowska, 2007)
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Rys. 3. Rozdzielanie mieszaniny D- i L-estrow umieszczong na granicy faz membrang
z immobilizowanym, dziatajacym stercoselektywnie enzymem (Synowiecki i Wotosowska, 2007)

Kolejng metoda unieruchamiania enzymow jest pulapkowanie (inkluzja) w strukturze
zelu wytwarzanego po zmieszaniu roztworoOw enzymu i substancji zelujacej. Enzym jest
unieruchamiany w matrycy zelu, ktdra najczesciej jest w ksztatcie kuleczki o §rednicy 0,3 — 3
mm, ale moze by¢ w formie sferycznej Iub dyskowatej. Najpowszechniej stosowanymi
nosnikami w tej metodzie sg: alginian, poza tym kappa-karagenian, chitozan, agar, pektyna,
zywice epoksydowe, poliakryloamid. Alginian jest kopolimerem kwasu s-D-mannurowego
i o-L-guluronowego, uzyskanym metoda ekstrakcji z brazowych alg Phaeophyceae.
W obecnosci kationow dwuwartosciowych (jak Ca®*) kwas alginianowy tworzy zel.
Najpowszechniej stosowana technika to zawieszanie enzymu w alginianie sodu i wkraplanie
tej mieszaniny do roztworu chlorku wapnia, w ten sposob otrzymuje si¢ porowate kulki
z uwig¢zionym bialkiem enzymatycznym.

Mikrokapsutkowanie polega na utworzeniu kapsutek, w ktéorych wyrdznia si¢ dwie
warstwy; wewnetrzng - rdzen zawierajacy enzym oraz zewngtrzng warstwe - ostonke
utworzong z polimeru (syntetycznego lub naturalnego). Mozliwe jest utworzenie kilku warstw
ostonki.

Zalety i wady unieruchomionych enzymow. Zastosowanie immobilizowanych enzymow
stwarza korzysci technologiczne oraz ekonomiczne w poréwnaniu z tradycyjnymi procesami
wykorzystujacymi enzymy w stanie wolnym.

Stosujgc unieruchomione enzymy mozna osiggna¢ obnizenie kosztow i usprawnienie
wytwarzania wielu produktow poprzez zapewnienie cigglosci procesu. Istotng zaletg
immobilizowanych enzymow jest mozliwos¢ tatwego ich usunigcia ze srodowiska reakcji po
jej zakonczeniu. Ich zastosowanie pozwala na wielokrotne wykorzystanie tej samej porcji
preparatu w kolejnych szarzach produkcyjnych lub w reaktorach przeplywowych oraz
eliminuje konieczno$¢ inaktywacji enzymu po osiggni¢ciu pozadanego stopnia konwersji
substratu. Stosowanie unieruchomionych enzymoéw jest takze korzystne ze wzgledu na lepsza
kontrole warunkow reakcji oraz brak zanieczyszczenia produktu enzymem 1 innymi
substancjami pochodzgcymi z nisko 0czyszczonego preparatu biokatalizatora.

Unieruchomienie enzymu zachodzi zwykle wskutek wytworzenia specyficznych
oddziatywan czasteczek enzymu z matryca odpowiednio dobranego nosnika. Ubocznym
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efektem tego procesu jest stabilizacja struktury biokatalizatora przeciwdziatajaca
niekorzystnemu oddziatywaniu $rodowiska (np. wzrost termostabilnosci, odporno$¢ na
substancje denaturujace). Innym pozytywnym efektem immobilizacji enzymow jest obnizenie
inhibicji produktami oraz zmiana specyficznosci wzglgdem inhibitorow, spowodowana
prawdopodobnie przeksztatceniami struktury trzeciorzedowej centrum katalitycznego.

Negatywna konsekwencja procesu sprzggania enzymu z nosnikiem jest przestrzenne
ograniczenie dostgpu substratu.

Podczas dlugotrwalego stosowania preparatu immobilizowanego enzymu nastepuje
stopniowe zmniejszanie jego aktywnos$ci katalitycznej spowodowane prawdopodobnie
czgsciowa desorpcja biokatalizatora lub jego inaktywacja pod wplywem zbyt wysokiej
temperatury reakcji lub nieodpowiedniej kwasowosci i sily jonowej srodowiska. Innymi
przyczynami tego procesu moga by¢: blokowanie enzymu czgsteczkami produktu, adsorpcja
zanieczyszczen dziatajacych jako inhibitory lub tez rozwdj drobnoustrojow.

Podstawg dokonania wyboru no$nika i sposobu jego sprzegania z enzymem powinny
by¢ warunki projektowanego procesu i przeznaczenie produktu. Unieruchomione enzymy
stosowane do wytwarzania sktadnikow Zywno$ci nie powinny zanieczyszcza¢ $rodowiska
reakcji nawet Sladowg ilo$cig substancji o niekorzystnym oddziatywaniu fizjologicznym.

Rodzaje no$nikéw i ich przydatnos¢. Aktywnos$¢, stabilno$¢ operacyjna i koszt preparatu
immobilizowanego enzymu zalezy w duzym stopniu od wlasciwosci nosnika, ktore powinny
by¢ dostosowane do temperatury, kwasowosci, lepkosci i polarnosci srodowiska reakcji oraz
do konstrukcji uzywanego reaktora. Oceniajac przydatnos¢ substancji jako no$nika nalezy
uwzgledni¢ jej powierzchni¢ witasciwa, rozmiary ziaren i ich porowato$¢, wytrzymatosé
mechaniczng, ilo$¢, dostgpnos¢ i rodzaj grup funkcyjnych wigzacych enzym oraz zawartos¢
grup hydrofilowych i hydrofobowych.

Substancje uzywane do immobilizacji enzymow powinny charakteryzowac si¢ stabilnoscia
w warunkach katalizowanej reakcji, odpornoscia na degradacj¢ pod wptywem
drobnoustrojéw oraz gestoscig wilasciwa 1 wytrzymato$cia mechaniczng dostosowang
do rodzaju reaktora.

Nos$nikami enzymow moga by¢ polimery syntetyczne lub pochodzenia naturalnego
oraz wiele nieorganicznych adsorbentow, takich jak: szklto porowate, zel krzemionkowy,
tlenki metali, glinokrzemiany oraz rozmaite substancje ceramiczne poddawane czesto
modyfikacji majacej na celu wprowadzenie grup funkcyjnych wigzacych biatko (rys. 4).
Produkowane aktualnie nos$niki sa zazwyczaj nierozpuszczalne. Stosuje si¢ jednak takze
polimery, ktérych rozpuszczalno$¢ zalezy od warunkow $rodowiska. Wigzanie biatka
enzymatycznego z takimi substancjami daje mozliwo$¢ katalizowania reakcji w fazie ciekle;,
a nastepnie strgcenia immobilizowanego biokatalizatora po zakonczeniu procesu pod
wplywem zmian temperatury, pH lub sity jonowej mieszaniny reakcyjne;.

Podjeto takze wiele prob stosowania no$nikow naturalnego pochodzenia, ktorych
zaleta jest niski koszt 1 wyeliminowanie niebezpieczenstwa zanieczyszczenia produktu
pozostato$cig substancji stuzacych do wytwarzania syntetycznych polimeréw. Wykorzystuje
si¢ w tym celu rozmaite polisacharydy, biatka 1 zwigzki nieorganiczne, takie jak szklo
porowate i zel krzemionkowy.
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Rys. 4. Niektore nosniki stosowane do unieruchamiania enzyméw (Synowiecki i Wotosowska, 2007)

Przyklady zastosowan immobilizowanych enzymow w przemysle spozywcezym

Immobilizowang izomerazg ksylozowa stosuje si¢ w przeptywowych reaktorach
stuzacych do wytwarzania fruktozy. Produkowane obecnie preparaty umozliwiaja
konwersje okoto 45% glukozy znajdujacej si¢ W roztworze substratu.

Wiele uwagi poswiecono badaniom przydatnosci immobilizowanej laktazy (B-
galaktozydazy) do wytwarzania produktow mlecznych przeznaczonych dla ludzi
cierpigcych na nietolerancj¢ laktozy lub syropow glukozowo-galaktozowych
z permeatu serwatki. Stosowano w tym celu B-galaktozydazy z réznych zrodet
unieruchomione na chitynie, chitozanie, rozmaitych sorbentach lub syntetycznych
polimerach.

Znaczenie tych badan wynika z koniecznos$ci zagospodarowania okoto 5 min ton
laktozy rocznie, pochodzacej z serowarstwa i produkcji kazeiny. Innym korzystnym
skutkiem hydrolizy laktozy jest wyeliminowanie jej oddzialywania na jako$¢
produktéw, wynikajacego z krystalizacji w obnizonej temperaturze, higroskopijnosci
i zdolnosci do adsorbowania niepozadanych substancji zapachowych.

Duze perspektywy ma zastosowanie immobilizowanych lipaz. Ich zaletg jest znaczna
aktywno$¢ katalityczna w srodowisku rozpuszczalnikow organicznych i na granicy faz
réznigcych si¢ polarnoscia.

Unieruchomiong papaine lub pepsyn¢ Stosuje si¢ w celu zapobiegania zmetnieniu piwa
podczas przechowywania chtodniczego. Wymienione proteazy hydrolizujg znajdujace
si¢ w piwie biatka wytwarzajac oligopeptydy i1 wolne aminokwasy mniej podatne na
tworzenie kompleksow z polifenolami stracajacych si¢ w obnizonej temperaturze.

Laktaza

Laktaza (B-galaktozydaza) to enzym hydrolityczny rozktadajacy czasteczke laktozy na
galaktoze 1 glukoze. U cztowieka laktaza wystepuje w rabku szczoteczkowym nablonka jelita
cienkiego a w przypadku jej braku lub niedoboru wystepuje nietolerancja dwucukru laktozy
objawiajgca si¢ bolesnymi kolkami, wzdeciami oraz bolami brzucha po spozyciu mleka.
Choroba ma podloze genetyczne; dziedziczona jest w sposob autosomalny recesywny, co



oznacza, ze mutacja wystepuje w chromosomach innych, niz chromosomy plci i ujawnia si¢
jedynie wtedy, kiedy zmutowany gen dziedziczony jest po obydwu rodzicach.

Nietolerancja laktozy u dorostych charakteryzuje si¢ postepujacym wraz z wiekiem
zmniejszeniem aktywnosci laktazy, ktora w okresie wczesnego dziecinstwa jest prawidlowa.
Szacuje si¢, ze objawy nietolerancji laktozy wystgpuja w ré6znym nasileniu u ok. 70% catej
populacji ludzkiej. Proces ten zalezy od uwarunkowan genetycznych, jest zréznicowany
pomiedzy populacjami i rasami ludzi (nietolerancja laktozy rzadko wystepuje wsrod
mieszkancow Europy, czesto wystepuje wsrod mieszkancow Afryki, Azji i rdzennej ludnos$ci
Ameryk). Z mysla o ludziach z nietolerancja laktozy, w wielu krajach zaczeto na etapie
produkcyjnym poddawac mleko dziataniu laktazy.
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Cwiczenie 1
Laktaza - Immobilizacja enzymu

1. Przygotowac¢ 1% roztwor alginianu sodu

2. Do zlewki o objetosci 100 cm® nala¢ 30 ml 1% roztworu alginianu sodu. Nastepnie
do zlewki doda¢ enzym laktaza stanowigcy rdzen kapsutki. Do zlewki wrzuci¢ mieszadetko
1 jej zawartos¢ doktadnie wymiesza¢ na mieszadle magnetycznym (5 min.).

3. Przygotowa¢ 200 ml 1% roztworu chlorku wapnia (2 g CaCl, rozpusci¢ w 198 g wody
destylowanej).

4. Zlewke zawierajaca roztwor CaCl, (i mieszadetko) postawi¢ na mieszadle mechanicznym
(wlaczy¢ urzadzenie).

5. Mieszaning enzymu i alginianu pobra¢ do strzykawki i1 przez igl¢ delikatnie wkrapla¢ do
zlewki z CaCl,. Nalezy uwazac, aby koncoéwka strzykawki nie zetkngta si¢ z roztworem
CaCl,. Po wkropleniu cato$ci nalezy doktadnie umy¢ strzykawke i igle z pozostatosci
alginianu!

6. Pozostawi¢ kulki z immobilizowanym enzymem w roztworze CaCl, przez 10 minut w celu
ich utwardzenia.

7. Odcedzi¢ powstate kulki alginianowe z roztworu CaCl, za pomocg sitka (przelewajac
zawarto$¢ przez sitko do drugiej zlewki), nastepnie kapsutki przemy¢ 100 ml wody
destylowanej 1 pozostawi¢, az odciekna.

8. Kulkami z unieruchomiong laktaza nalezy wypetni¢ cylinder strzykawki (obj. 10 ml)
stuzacy jako kolumna. W tym celu nalezy wyja¢ tloczek ze strzykawki, umiesci¢ w srodku
kawatek gazy i ubi¢ go delikatnie tak, aby grubo$¢ warstwy nie przekraczata 1 cm. Gaza
zapobiegnie blokowaniu wylotu cylindra strzykawki przez kulki z enzymem.

9. Za pomoca tyzeczki do strzykawki wprowadzi¢ kulki z unieruchomionym w alginianie
enzymem.

10.  Przez tak przygotowana kolumn¢ przela¢c powoli 10 ml 1% roztworu laktozy.
Otrzymang frakcje zebra¢ ponownie do zlewki 1 czynno$¢ powtarza¢ wielokrotnie przez
5 minut.

11. W celu wykazania efektu aktywno$ci laktazy nalezy wykona¢ probe Wohlkego,
pozwalajacej na odréznienie jednocukrow.

Przygotowac 3 szklane probowki:
a) do pierwszej probowki wprowadzi¢ 2 ml 1% roztworu glukozy,

b) do drugiej probowki wprowadzi¢ 2 ml 1% roztworu laktozy,



c) do trzeciej probowki wprowadzi¢ 2 ml 1% roztworu laktozy zebranej po
wielokrotnym przesgczaniu przez kolumng wypeklniong kulkami z immobilizowang
laktaza.

12. Do proboéwek dodaé po 2 ml 2,5% roztworu amoniaku 1 po 2 krople 3% roztworu KOH.

Probowki nalezy wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej i ogrzewaé kilka minut pod wyciagiem

(o pomoc poprosi¢ prowadzacego). Obserwowacé powstale zabarwienie.

Wyjasnienie:

W czasie ogrzewania roztworu laktozy (albo maltozy) z amoniakiem w obecnosci KOH

powstaje czerwone zabarwienie, natomiast glukoza 1 fruktoza daja zabarwienie

zottobrazowe.
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KARTA PRACY CWICZENIE NR 1

Probka

1%

1% laktoza

1% laktoza (zebrana po

przesaczaniu)

Zabarwienie
roztworu

Whnioski:
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