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Production and selected applications of immobilized enzymes
Summary

The presented data explain why application of immobilized enzyme sys-
tems is advantageous in many modern industrial technologies. Also, this reviev
article contains information concerning the main methods developed for en-
zyme immobilization, as well as characteristic, suitability and properties of dif-
ferent carriers used for these purposes. Furthermore, the influence of immobili-
zation process on changes of enzyme activity, selectivity, stability, conditions of
catalysed reaction and other properties important in practical applications are
described. Emphasis is placed on the choice of immobilized enzyme system ad-
equate for the designed technology.
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1. Wstep

Obnizenie kosztu i usprawnienie wytwarzania wielu produk-
toéw mozna osiggnaé poprzez zapewnienie cigglosci, procesu sto-
sujgc unieruchomione (immobilizowane) enzymy, ktorych istot-
nag zaletg jest mozliwo$¢ fatwego usuniecia ze srodowiska reak-
¢ji po jej zakonczeniu. Ich zastosowanie pozwala na wielokrotne
wykorzystanie tej samej porcji preparatu w kolejnych szarzach
produkcyjnych lub w reaktorach przeptywowych oraz eliminuje
konieczno$¢ inaktywacji enzymu po osiggnieciu pozadanego
stopnia konwersji substratu. Stosowanie unieruchomionych
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enzymow jest takze korzystne ze wzgledu na lepsza kontrole warunkéw reakcji
oraz brak zanieczyszczenia produktu enzymem i innymi substancjami pocho-
dzacymi z nisko oczyszczonego preparatu biokatalizatora. W przypadku enzymoéow
proteolitycznych immobilizacja zapobiega ich autodestrukgcji, czesto wystepujacej
w roztworach natywnego preparatu (1).

2. Sposoby immobilizacji

Immobilizowanymi enzymami sa preparaty wytworzone przez potaczenie bioka-
talizatora z no$nikiem nierozpuszczalnym w Srodowisku reakcji, a takze nieroz-
puszczalne agregaty czasteczek lub krysztaléw biatka oraz enzymy zamkniete
w strukturze zelu lub oddzielone od srodowiska reakgcji pétprzepuszczalnymi mem-
branami (rys. 1). Najwczes$niej stosowane sposoby immobilizacji polegaty na przy-
taczeniu enzymu do powierzchni nosnika. Odbywa sie to przez fizyczng adsorpcje
biokatalizatora, wigzanie z udziatem oddziatywan jonowych lub przez wytworzenie
wigzan kowalencyjnych (2-4). Jesli bezposrednia reakcja pomiedzy biatkiem a no$ni-
kiem nie jest mozliwa stosuje sie substancje posiadajace co najmniej dwie grupy
chemiczne zdolne do reakcji zarébwno z nosnikiem jak i enzymem (5). Zwiekszaja
one odlegto$¢ pomiedzy czgsteczkami unieruchomionego enzymu a powierzchnia
nosnika, co utatwia dostep substratu do centrum katalitycznego.

Metody unieruchamiania enzymoéw:

i i

pozbawiajace enzym polegajace na oddzieleniu
rozpuszczalnosci przez: enzymu od $rodowiska

polimeryzacje
z udziatem
substanciji sieciujgcej

— strukturg zelu
— membranami ultrafiltracyjnymi
— przez mikrokapsutkowanie

wigzanie z nierozpuszczalnym nosnikiem:
— kowalencyjne
— przez adsorpcje

Rys. 1. Gléwne sposoby immobilizacji enzymow.

8 PRACE PRZEGLADOWE



Otrzymywanie i niektore zastosowania unieruchomionych enzymow

W przypadku gdy nie ma potrzeby zbyt trwatego wigzania enzymu jako nos$niki
mozna wykorzysta¢ rozmaite sorbenty, ktorych zaletg jest nieskomplikowana pro-
cedura immobilizacji oraz mozliwosc¢ fatwej regeneracji poprzez wymycie nieaktyw-
nego juz biatka (6). Nie nastepuja tez zazwyczaj zmiany struktury czasteczek enzy-
mu, ktore moga spowodowad zmniejszenie jego aktywnos$ci. Niewielka energia
uczestniczgcych w wigzaniu biatka oddziatywan jest jednak przyczyng dos¢ szybkiej
desorpcji enzymu podczas dziatania reaktora.

Silniejsze wigzanie zapewniajg oddzialywania jonowe powstajgce w zakresie pH
przy ktérym zaréwno enzym jak i no$nik uzyskuja fadunek elektryczny. Jesli grupy
funkcyjne enzymu i no$nika majg fadunek jednakowego znaku do zaistnienia wiaza-
nia niezbedne sg dwuwartosciowe kationy, sprzegajace bialko za posrednictwem
mostkéw solnych. W przypadku stosowania silnych kationitoéw lub anionitéw posze-
rza to zakres warto$ci pH przy ktorych nastepuje jonowe wigzanie enzymu (7).
Przykladem tego sa nos$niki z grupami sulfonowymi, ktére angazuja kationy Me2+
w wigzanie —0SO3 *Me*-00C- zastepujace bezposrednie oddzialywanie grup —
0S053"i TH3N- wyeliminowane wskutek zaniku protonowania grup aminowych enzy-
mu.

W celu ograniczenia desorpcji enzyméw w $rodowisku o podwyzszonej sile jo-
nowej stosuje sie nosniki o duzej gestosci i dostepnosci tadunku. Wytwarza sie je
przez pokrycie sorbentu warstwa polietylenoiminy, chitozanu lub innego polimeru
(6,8). Unieruchomiona w ten sposo6b B-galaktozydaza tracita tylko 5% pierwotnej ak-
tywnosci po inkubacji w 0,4 M roztworze NaCl, podczas gdy enzym zaadsorbowany
na DEAE agarozie byl w tych warunkach wymywany az w 70% (6). Zwiekszenie ener-
gii wigzania i poprawa stabilnos$ci preparatu jest skutkiem wielopunktowego od-
dziatywania enzymu z nos$nikiem uzaleznionego od gestosci tadunku oraz od wiel-
kosci i struktury czgsteczek biatka (8). Immobilizacje bez udzialu wigzan kowalen-
cyjnych z powodzeniem stosowano do unieruchamiania lipaz i innych enzymoéw ka-
talizujacych reakcje w S$rodowisku zawierajgcym rozpuszczalniki organiczne
(1,9,10).

Zmniejszenia aktywno$ci operacyjnej preparatu spowodowanego desorpcjg en-
zymu mozna unikna¢ wykorzystujac procedury immobilizacji polegajace na wytwa-
rzaniu wigzan kowalencyjnych w warunkach nie powodujacych denaturacji biatka.
Niepozadanemu sprzeganiu enzymu za posrednictwem reszt aminokwasowych cen-
trum katalitycznego mozna przeciwdziata¢ blokujac je przed immobilizacja czas-
teczkami substratu lub kompetytywnych inhibitorow. Kowalencyjne wigzanie enzy-
mu odbywa sie z udzialem biatkowych reszt lizyny, argininy, cysteiny, tyrozyny,
kwaséw glutaminowego i asparaginowego oraz aminokwaséw znajdujacych sie
w pozycji N- lub C-terminalnej (5). Zaleznie od budowy chemicznej no$nika przepro-
wadzane sg reakcje alkilowania, arylowania diazowania amidowania oraz tworzenia
wigzan amidowych lub zasad Schiffa. Niekiedy stosuje sie skojarzone metody immo-
bilizacji polegajace na tworzeniu odrebnych wigzan kowalencyjnych z grupami
funkcyjnymi réznego rodzaju. Taki spos6b wykorzystywano np. w celu zwiekszenia
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ilosci lipazy osadzonej na chitozanie. W pierwszym etapie procesu nastepuje przy-
laczenie czasteczki enzymu do grupy hydroksylowej chitozanu aktywowanej 3-di-
metyloaminopropylo karbodiimidem (EDC), a w kolejnym sprzegniecie nastepnej
czasteczki lipazy aldehydem glutarowym (11).

Jako nosniki przydatne sg m.in. polimery zawierajgce wolne grupy aminowe,
umozliwiajace sprzeganie biatka enzymatycznego w tagodnych warunkach za po-
srednictwem aldehydu glutarowego (12). Jego wadg jest tendencja do tworzenia oli-
gomerow o zroznicowanej diugosci czasteczek, bedaca przyczyna niejednakowego
oddalenia poszczegolnych czasteczek biokatalizatora od powierzchni nosnika (13).
Nastepuje wskutek tego zréznicowanie aktywnosci preparatéw wytwarzanych w od-
rebnych szarzach produkcyjnych zalezne od pochodzenia, czystosci i okresu prze-
chowywania aldehydu.

Nos$niki pozbawione grup chemicznych tworzacych wigzania kowalencyjne z biat-
kiem lub substancjg sprzegajaca, jak np. szkio porowate, zel krzemionkowy, tlenki
metali lub rozmaite substancje ceramiczne aktywuje sie y-aminopropylotrietoksysi-
lanem (14,15). Uzyskane pochodne zawieraja grupy aminowe umozliwiajace przy-
laczenie enzymu za posrednictwem aldehydu glutarowego, tiofosgenu, chlorku
p-nitrobenzoilu lub bezwodnika bursztynowego (16). Aktywacje wymienionych nos-
nikow mozna takze osiggna¢ stosujac BCl; lub SiCly, a w dalszym etapie alifatyczna
diamine (16). Negatywnym skutkiem kowalencyjnego wigzania enzymu jest zmniej-
szenie aktywnosci preparatu spowodowane zmianami struktury czasteczek biatka
oraz ograniczeniem dostepu substratu do centrum katalitycznego (17).

Inne sposoby otrzymywania nierozpuszczalnych preparatow enzymoéw polegaja
na miedzyczasteczkowym usieciowaniu biokatalizatora za posrednictwem wigzan
wytworzonych z substancjami dwufunkcyjnymi, takimi jak aldehyd glutarowy i inne
polialdehydy lub kwas bis-diazobenzydynosulfonowy. W zaleznosci od sposobu
przygotowania biatka i warunkéw sieciowania uzyskiwane sg preparaty réznigce sie
aktywnoS$cia, termostabilnos$cig, odpornoscia na dziatanie substancji denaturujgcych
biatka, stopniem uwodnienia, wielkos$cig ziaren i wytrzymatos$cia mechaniczna
(1,18).

Sieciowanie biatek znajdujacych sie w roztworze prowadzi do znacznego uwod-
nienienia precypitatu oraz niewielkiej wytrzymatosci mechanicznej i zr6znicowanej
wielkosci ziaren. Immobilizowany w ten spos6b enzym charakteryzuje sie wpraw-
dzie polepszona termostabilnos$cig, ale trudno jest wytworzy¢ preparaty o powta-
rzalnych wtasciwosciach ze wzgledu na duzy wptyw niewielkich nawet zmian steze-
nia substancji sieciujgcej oraz pH, temperatury i sily jonowej $rodowiska reakcji
(18). Niekorzystnym skutkiem sieciowania rozpuszczonych biatek jest powolna pre-
cypitacja wytworzonych agregatéw czgsteczek oraz znaczne, niekiedy nawet ponad
50% zmniejszenie aktywnosci enzymu (18). Lepsze preparaty uzyskiwano natomiast
podczas sieciowania krysztalow biatka lub tez agregatéw jego czasteczek straco-
nych wskutek zmniejszenia solwatacji enzymu lub zmiany statej dieelektrycznej roz-
tworu (19-22).

10 PRACE PRZEGLADOWE



Otrzymywanie i niektore zastosowania unieruchomionych enzymow

Wtasciwosci  katalityczne krysztatow biatka enzymatycznego agregowanych
przewaznie za pomoca aldehydu glutarowego byly badane w wielu osrodkach
(19-25). Uzyskane preparaty (CLEC, ang. Cross-Linked Enzyme Crystals) sktadaja sie
z prawie homogennego biatka i dzieki temu wykazuja duzg aktywnos¢ i odpornos¢
na dziafanie czynnikow denaturujacych, Wynika to z licznych oddziatywan elektro-
statycznych i hydrofobowych wystepujacych w krysztatach. Krystaliczna struktura
preparatu utrudnia jego inaktywacje spowodowang degradacjg enzymu pod wpty-
wem proteaz znajdujgcych sie w niektérych przetwarzanych surowcach (26). Immo-
bilizowane tym sposobem lipazy z Candida rugosa i Burkholderia cepacia wykazywatly
wysoka stereoselektywno$¢ w reakcjach hydrolizy oraz zwiekszong aktywnos¢ pod-
czas estryfikacji i transestryfikacji prowadzonej w $§rodowisku zawierajagcym roz-
puszczalniki organiczne (27).

Dalsze rozpowszechnienie wymienionej metody immobilizacji nastapi po polep-
szeniu sposobow wydajnego uzyskiwania krysztaléw biatek o optymalnym ksztalcie
i wielkosci oraz dostepnosci przenikajacych ich strukture kanaléw, utatwiajacych
penetracje roztworu substratu (26). Wada preparatow tego rodzaju sa niewielkie
rozmiary czastek usieciowanych krysztatow bedgce przyczyng zwiekszenia oporow
przeptywu substratu w reaktorach kolumnowych.

Kosztownej, diugotrwatej i trudnej niekiedy do przeprowadzenia krystalizacji
enzymOw mozna unikna¢ sieciujgc precypitat strgcony uprzednio w niedenaturu-
jacych warunkach roztworami soli, rozpuszczalnikami organicznymi, badz polimera-
mi niejonowymi. Korzystna cecha tak wytworzonych preparatéw (CLEA, ang.
Cross-Linked Enzyme Aggregates) jest mozliwo$¢ regulacji ich specyficznosci poprzez
wybor odpowiedniej substancji stracajgcej i warunkéw procesu. Wynika to z charak-
terystycznego i zr6znicowanego wplywu kazdego sposobu strgcania na strukture
biatek w precypitacie, utrwalona nastepnie wskutek sieciowania preparatu (28,29).
Istnieje zatem mozliwos$¢ uzyskania z tego samego enzymu preparatow o réznym
powinowactwie do substratow i odpornosci na dziatanie inhibitoréw.

Do immobilizacji enzyméw mozna tez wykorzysta¢ btony o selektywnej prze-
puszczalno$ci, spetniajgce wylgcznie funkcje separacyjna, badz tez zaréwno funkcje
separacyjng jak i katalityczng (30,31). Aktywno$¢ unieruchomionych w ten sposéb
enzymow zalezy gtéwnie od szybkosci dyfuzji substratu i produktu reakcji przez
stosowane membrany. Nie zawierajgce enzymu membrany bierne stuzg do zamknie-
cia roztworu biokatalizatora w mikrokapsutfce lub w module reaktora. Do mikrokap-
sutkowania konieczne jest stosowanie bfon przepuszczajacych zaréwno czasteczki
substratéw jak i produktéw reakcji. Membrany zatrzymujace tylko czasteczki sub-
stratu sg natomiast przydatne do oddzielenia produktéw reakcji od zawierajacej
rozpuszczony enzym mieszaniny reakcyjnej (rys. 2).

Membrany aktywne katalitycznie, ktore zawieraja enzym umiejscowiony w ich
strukturze lub osadzony na powierzchni polimeru sg czesto uzywane do katalizowa-
nia reakgcji wytwarzajacych produkty r6zniace sie od substratéw rozpuszczalnoscia
w fazie rozpuszczalnika organicznego i wody. Przyktadem ich zastosowania jest wy-

BIOTECHNOLOGIA 2 (77) 7-26 2007 11



Jozef Synowiecki, Sylwia Wolosowska

Membrany bierne:

S+E Przez membrane
przechodzi tylko
P matoczasteczkowy
produkt reakcji

g Przez membrang
E musi przenikaé
zaréwno substrat
p Jakiprodukt reakcii

Membrany aktywne:

S C—_JE[)P

Rys. 2. Funkcje membran w reaktorach enzyma-
tycznych (enzym - E, substrat — S, produkt — P).

Roztwor D- i L-estrow Strumien wody lub
w rozpuszczalniku E buforu wymywajacy

organicznym alkohol + L-kwas

Rys. 3. Rozdzielanie mieszaniny D- i L-estrow umieszczong na granicy faz membrang z immobilizo-
wanym, dzialajgcym stereoselektywnie enzymem.

odrebnianie jednego ze sktadnikéw racematu, polegajace na katalizowaniu degra-
dacji zbednego enancjomeru dzialajgcym stereoselektywnie enzymem (rys. 3) (32).
Kolejna metoda unieruchamiania enzymoéw jest putapkowanie (inkluzja) w struk-
turze zelu wytwarzanego po zmieszaniu roztworoéw enzymu i substancji zelujacej.
Mata energia oddziatywan wigzacych enzym z tworzgcym zel polimerem jest przy-
czyng tatwego wymywania biokatalizatora i do$¢ szybkiego spadku aktywno$ci pre-
paratu. Przechodzenie biokatalizatora do mieszaniny reakcyjnej, moze by¢ ponadto
przyczyng zmian wtasciwosci produktéw spowodowanych niecatkowitym zahamo-
waniem przebiegu reakcji. W celu ograniczenia wymywania glukoamylazy, B-frukto-
furanozydazy i B-amylazy z zelu poliakrylamidowego przeprowadzano polimeryza-
cje inicjowana promieniowaniem y. Aktywnos$ci wytworzonych w ten sposéb prepa-
ratéw byty tylko o 10-20% mniejsze od aktywnos$ci wolnych enzymoéw (33). Czesto
stosowanym czynnikiem sieciujgcym jest aldehyd glutarowy, ktoéry probowano wy-
korzysta¢ np. do unieruchamiania -galaktozydazy z Aspergillus niger w zelach algi-
nianowych i zelatynowych. Nastepowato jednak do$¢ znaczne zmniejszenie aktyw-
nosci preparatu wynoszgce okoto 44% poczatkowej wartosci (33). Putapkowanie
w zelu nie nadaje sie do immobilizacji hydrolaz powodujacych degradacje jego
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sktadnikéw i nie powinno by¢ stosowane w przypadku gdy substraty lub produkty
reakgji z trudnos$cig migrujg w strukturze polimeru, np. z powodu zbyt duzej masy
czasteczkowe;j.

3. Zalety i wady unieruchomionych enzyméw

Stosowanie immobilizowanych enzyméw ogranicza sie tylko do substratéw wy-
stepujacych w stanie cieklym lub w formie roztworéw. Przyczyng tego jest brak
mozliwos$ci tatwego oddzielenia biokatalizatora po zakonczeniu procesu oraz pra-
wie zupetne zahamowanie reakcji przebiegajacej na granicy dwéch faz stalych.

Unieruchomienie enzymu zachodzi zwykle wskutek wytworzenia specyficznych
oddzialywan czgsteczek enzymu z matrycg odpowiednio dobranego nosnika.
Ubocznym efektem tego procesu jest stabilizacja struktury biokatalizatora przeciw-
dziatajaca niekorzystnemu oddziatywaniu srodowiska (5,34). Przejawia sie to wzro-
stem termostabilnos$ci preparatu biatkowego, jego odpornosci na warunki hydrofo-
bowe i substancje denaturujgce. Innym pozytywnym efektem immobilizacji enzy-
mow jest obnizenie inhibicji produktami oraz zmiana specyficzno$ci wzgledem inhi-
bitoréw, spowodowana prawdopodobnie przeksztalceniami struktury trzeciorzedo-
wej centrum katalitycznego (34).

Negatywng konsekwencja procesu sprzegania enzymu z nosnikiem jest utrud-
nienie zmian oscylacyjnych podczas katalizowania reakgji oraz przestrzenne ograni-
czenie dostepu substratu. Obnizenie aktywnosci biokatalizatora po unieruchomie-
niu zalezy od rodzaju nosnika, jego porowatosci oraz od odlegtosci czasteczek en-
zymu od powierzchni no$nika. W przypadku nos$nikéw porowatych na aktywnos¢
katalityczng preparatu wplywa szybkos$¢ dyfuzji substratu do wnetrza sorbentu oraz
szybkos¢ dyfuzji produktu do Srodowiska reakcji (17). Nasilenie oporéw dyfuzyj-
nych spowodowanych duzg lepkoscia uptynnionej skrobi jest przyczyna ograniczo-
nego uzycia immobilizowanych a-amylaz w produkcji syropéw maltodekstryno-
wych. Negatywne efekty immobilizacji przejawiajg sie zwykle obnizeniem powino-
wactwa enzymu do substratu (zwiekszenie statej Michaelisa oraz zmniejszenie V,,y)
(17).

Podczas diugotrwatego stosowania preparatu immobilizowanego enzymu naste-
puje stopniowe zmniejszanie jego aktywnosci katalitycznej spowodowane prawdo-
podobnie czeSciowa desorpcjg biokatalizatora lub jego inaktywacja pod wptywem
zbyt wysokiej temperatury reakgcji lub nieodpowiedniej kwasowosci i sily jonowej
srodowiska. Innymi przyczynami tego procesu moga by¢: blokowanie enzymu czgs-
teczkami produktu, adsorpcja zanieczyszczen dziatajgcych jako inhibitory lub tez
rozwoj drobnoustrojow.

Stosowanie kationitéw lub anionitéw powoduje pozorna zmiane optymalnego
pH dziatania enzymu (35,36). Ladunek powierzchniowy matrycy jest przyczyna gra-
dientu protonéw w warstwie granicznej enzym/no$nik. Wskutek tego warto$ci wy-
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znaczone podczas pomiaru optymalnego pH reakcji nie odzwierciedlaja rzeczywi-
stego stezenia H* w okolicy czgsteczek enzymu (36). Oddzialywania elektrostatycz-
ne z powierzchnia nosnika sa tez jedng z przyczyn zmniejszenia powinowactwa en-
zymu do posiadajacych tadunek elektryczny czasteczek substratu.

Podstawg dokonania wyboru nosnika i sposobu jego sprzegania z enzymem po-
winny by¢ warunki projektowanego procesu i przeznaczenie produktu. Unierucho-
mione enzymy stosowane do wytwarzania sktadnikéw zywnosci nie powinny zanie-
czyszczac srodowiska reakcji nawet sladowa iloscig substancji o niekorzystnym od-
dziatywaniu fizjologicznym.

4. Rodzaje no$nikow i ich przydatno$¢

Aktywnos¢, stabilnos$¢ operacyjna i koszt preparatu immobilizowanego enzymu
zalezy w duzym stopniu od wtasciwosci nosnika, ktoére powinny by¢ dostosowane
do temperatury, kwasowosci, lepkosci i polarnosci srodowiska reakcji oraz do kon-
strukcji uzywanego reaktora. Oceniajac przydatnos¢ substancji jako no$nika nalezy
uwzgledni¢ jej powierzchnie wtasciwa, rozmiary ziaren i ich porowatos$¢, wytrzy-
mato$¢ mechaniczng, ilo$¢, dostepnosc i rodzaj grup funkcyjnych wigzgcych enzym
oraz zawarto$¢ grup hydrofilowych i hydrofobowych.

Niekiedy konieczna jest modyfikacja powierzchni nosnika majgca na celu wpro-
wadzenie grup funkcyjnych reagujgcych z biatkiem lub zmiane jej polarnosci. Mozna
ja przeprowadzi¢ pokrywajac nosnik warstwg reagujacego z biatkiem polimeru lub
tez wbudowujac pozadane grupy chemiczne podczas syntezy nosnika (37). Do im-
mobilizacji enzyméw stosowanych w srodowisku wodnym przydatne sg polimery
o wiasciwosciach hydrofilowych. Przykladem zastosowania nos$nikéw z ugrupowa-
niami hydrofobowymi jest natomiast katalizowana lipazami produkcja rozmaitych
emulgatorow, srodkéw pianotworczych, zelujacych i surfaktantow (38). Hydrofilo-
we wiasciwosci lipaz utrudnialy przebieg reakcji w srodowisku zawierajgcym apo-
larne rozpuszczalniki. Problem ten rozwiazano laczac lipaze z monomerem winylo-
wym, a nastepnie sprzegajac uzyskany produkt z hydrofobowym nosnikiem (39).

Aktywno$¢ preparatéw immobilizowanego enzymu zalezy takze od struktury nos-
nika. Zaletg substancji porowatych jest duza powierzchnia kontaktu ze $rodowi-
skiem reakgcji, umozliwiajaca zwiekszenie ilosci przytaczonych czasteczek enzymu.
Niepozadanym skutkiem wzrostu porowatosci jest nasilenie oporéw dyfuzyjnych,
utrudniajgcych transport substratéw i produktéw katalizowanego procesu przez
warstwe graniczng enzym/Srodowisko reakcji (17).

Substancje uzywane do immobilizacji enzymoéw powinny sie charakteryzowac
stabilnoscia w warunkach katalizowanej reakcji, odpornoscia na degradacje pod
wplywem drobnoustrojow oraz gestos$cig wlasciwa i wytrzymalo$cia mechaniczng
dostosowang do rodzaju reaktora. Ksztatt, gestos¢ i wielko$¢ ziaren nosnika oraz
ich odpornos¢ na $cieranie determinujg skutecznos$¢ i czas oddzielania immobilizo-
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NOSNIKI ENZYMOW

| 4

ROZPUSZCZALNE NIEROZPUSZCZALNE
Rozpuszczalny dekstran
Glikol polioksyetylenowy
Alkohol poliwinylowy
ORGANICZNE NIEORGANICZNE
u Krzemionka
Tlenki metali
Ziemia okrzemkowa
¢ ¢ Hydroksyapatyt
Kordieryt
Zel krzemionkowy
Poliakrylamid Chityna
Poliuretan Chitozan
Polipropylen Skrobia modyfikowana
Polistyren Karagen
Silikony Agar
Zywice jonowymienne Alginian
Zywice epoksydowe Kolagen

Rys. 4. Niektére nosniki stosowane do unieruchamiania enzymow.

wanego enzymu od cieczy poreakcyjnej w reaktorach ze ztozem fluidalnym. No$niki
przeznaczone do wykorzystania w reaktorach kolumnowych powinny natomiast wy-
kazywac¢ wytrzymato$¢ mechaniczng nie dopuszczajaca do ich rozkruszenia pod
wplywem ciSnienia wywieranego przez strumien substratu.

Nos$nikami enzyméw moga by¢ polimery syntetyczne lub naturalnego pochodze-
nia oraz wiele nieorganicznych adsorbentéw, takich jak: szkto porowate (40,41), zel
krzemionkowy (42,43), tlenki metali (44,45), glinokrzemiany oraz rozmaite substan-
cje ceramiczne poddawane czesto modyfikacji majacej na celu wprowadzenie grup
funkcyjnych wigzgcych biatko (rys. 4). Produkowane aktualnie no$niki sa zazwyczaj
nierozpuszczalne. Stosuje sie jednak takze polimery, ktorych rozpuszczalnos$¢ zale-
zy od warunkoéw srodowiska. Wigzanie biatka enzymatycznego z takimi substancja-
mi daje mozliwo$¢ katalizowania reakcji w fazie cieklej, a nastepnie stragcenia immo-
bilizowanego biokatalizatora po zakonczeniu procesu pod wplywem zmian tempe-
ratury, pH lub sily jonowej mieszaniny reakcyjnej. Przyktadem tworzywa ulega-
jacego natychmiastowemu strgceniu po przekroczeniu progowej wartosci tempera-
tury jest poli-N-izopropyloakrylamid (46).

Szybkie przerwanie katalizowanego procesu zapewniajg tez preparaty enzymow
immobilizowanych na ferromagnetycznych nosnikach, usuwanych z cieczy poreak-
cyjnej pod wptywem pola magnetycznego. Stosuje sie w tym celu polimery zawie-
rajgce putapkowane czgstki metali lub ich ferromagnetycznych tlenkéw albo granu-
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le tlenkéw tych metali aktywowanych y-aminopropylotrietoksysilanem lub pokry-
tych warstwa substancji wigzgcej biatka (45).

Liczng grupg produkowanych obecnie no$nikéw sg syntetyczne polimery i kopo-
limery o wtasciwo$ciach i pojemnosci enzymatycznej (ilosci biatka zwigzanego
przez jednostke masy no$nika) dostosowanych do projektowanego procesu. Naleza
do nich m.in. poliakryloamidy poliamidy, rozmaite pochodne polistyrenu, poliakry-
lonitrylu lub alkoholu poliwinylowego oraz zawierajgce grupy bezwodnikowe kopo-
limery bezwodnika maleinowego z etylenem albo styrenem (47-50). Do unierucha-
miania enzyméw przez kopolimeryzacje z odpowiednimi prepolimerami sa np.
przydatne zywice poliuretanowe.

Podjeto takze wiele prob stosowania nosnikéw naturalnego pochodzenia, kté-
rych zaletg jest niski koszt i wyeliminowanie niebezpieczenstwa zanieczyszczenia
produktu pozostatos$cig substangji stuzacych do wytwarzania syntetycznych polime-
row. Wykorzystuje sie w tym celu rozmaite polisacharydy, biatka i zwigzki nieorga-
niczne, takie jak szklo porowate i zel krzemionkowy oferowany w handlu pod na-
zwami: Spherosil, Promaxon lub Aerosil (5,16,51). Dostepny jest takze zel krzemion-
kowy aktywowany przez producenta y-aminopropylotri-etoksysilanem (16). Wymie-
nione nos$niki wytwarzane sposobami zapewniajacymi kontrolowana liczebnos$¢
i rozmiary poréw, nie ulegaja degradacji w szerokim zakresie pH i temperatury oraz
sg odporne na mikrobiologiczng degradacje.

Dobrze zbadanym i fatwo dostepnym nosnikiem jest chitozan zawierajacy grupy
aminowe, wigzace enzym za posrednictwem wigzan jonowych lub wigzan kowalen-
cyjnych wytwarzanych z udzialem aldehydu glutarowego. Skuteczno$¢ immobiliza-
¢ji zalezy od zawartosci wolnych grup aminowych, ktérg mozna regulowac zmiana-
mi stezenia, temperatury i czasu oddziatywania roztworu NaOH powodujgcego de-
acetylacje chityny (51,52). Wada chitozanu jako no$nika jest rozpuszczalno$é
w kwasnym Srodowisku. Utatwia to jednak formowanie ziaren lub bton chitozano-
wych, polegajgce na strgcaniu wymienionego biopolimeru z roztworu przeniesione-
go do alkalicznego srodowiska. Rozpuszczalnos¢ tak uformowanego nosnika mozna
nastepnie ograniczy¢ przez sieciowanie aldehydem glutarowyn lub innymi substan-
cjami.

5. Przykltady zastosowan w przemysSle

Jednym z wcze$niejszych zastosowan immobilizowanego enzymu bylo wydziela-
nie L-aminokwas6w polegajgce na hydrolizie tylko jednej N-acetylowej pochodnej
znajdujacej sie w racemicznej mieszaninie N-acetylowanych aminokwasow. Reakcje
katalizowano dzialajgcg stereoselektywnie aminoacylazg unieruchomiong na ztozu
DEAE-Sephadex, a uwolniony L-aminokwas oddzielano od cieczy poreakcyjnej przez
krystalizacje (53). Preparaty immobilizowanych enzymoéw charakteryzujacych sie
stereospecyficznos$cig majg duze znaczenie w przemysle farmaceutycznym. Wynika
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to z bardzo zréznicowanego niekiedy oddzialywania fizjologicznego poszczegol-
nych enancjomeréw stosowanej jako lek substancji, powodujacego koniecznos$¢
usuniecia niepozadanego sktadnika.

Innym przykiadem zastosowan w przemysle farmaceutycznym jest produkcja
kwasu 6-aminopenicylinowego wytwarzanego z penicyliny w procesie katalizowa-
nym immobilizowang amidazg penicylinowa z Escherichia coli lub Bacillus megaterium.
Zainstalowane w firmie Rohm Co. reaktory przetwarzajg w kazdej szarzy produkcyj-
nej okoto 2 ton substratu. Stosowane do katalizowania procesu 300-gramowe por-
cje preparatu enzymatycznego zawierajgce okoto 20 g unieruchomionego biatka
charakteryzujg sie duzg stabilno$cia operacyjng, umozliwiajaca 1000-krotne ich uzy-
cie (54,55).

Immobilizowana izomeraze ksylozowa stosuje sie od do$¢ dawna w przeptywo-
wych reaktorach stuzacych do wytwarzania fruktozy. Produkowane obecnie prepa-
raty umozliwiaja konwersje okoto 45% glukozy znajdujacej sie w roztworze substra-
tu (4,56,57). Wydajnosci procesu nie mozna zwiekszy¢ ze wzgledu na inaktywacje
enzymu w temperaturze przekraczajgcej 55-60°C oraz z powodu wzrastajgcego za-
nieczyszczenia wytwarzanego syropu produktami reakcji Maillarda (57). Oddziele-
nie pozostatosci glukozy odbywa sie w kolumnie z kationitem adsorbujgcym frukto-
ze z ktorej jest ona nastepnie wymywana wodg. Preparaty immobilizowanej izome-
razy glukozowej sa zazwyczaj eksploatowane przez 200-400 dni (58). Okres ten ule-
ga skroceniu w przypadku gdy nie usunieto pozostalosci bialek z przetwarzanego
syropu glukozowego lub z powodu mikrobiologicznego zanieczyszczenia reaktora.
Zmniejszenie aktywnoS$ci preparatu nastepuje takze pod wplywem jonéw Ca?* dzia-
tajacych jako inhibitor enzymu (58). Chromatograficznego wzbogacania produktu
mozna unikng¢ w przypadku znalezienia izomerazy o lepszej termostabilnosci,
umozliwiajacej zwiekszenie stopnia konwersji przez podniesienie temperatury
(59,60). Enzym ten powinien by¢ ponadto aktywny w lekko kwasnym Srodowisku
ograniczajgcym niepozadane reakcje uboczne.

Wiele uwagi poswiecono badaniom przydatnosci immobilizowanych p-galakto-
zydaz do wytwarzania produktéw mlecznych przeznaczonych dla ludzi cierpiacych
na nietolerancje laktozy lub syropéw glukozowo-galaktozowych z permeatu serwat-
ki. Stosowano w tym celu B-galaktozydazy z r6znych zrédel unieruchomione na chi-
tynie, chitozanie, rozmaitych sorbentach lub syntetycznych polimerach (6,62-65).
Znaczenie tych badan wynika z koniecznosci zagospodarowania okofo 5 mln ton
laktozy rocznie, pochodzacej z serowarstwa i produkcji kazeiny (64). Innym korzyst-
nym skutkiem hydrolizy laktozy jest wyeliminowanie jej oddzialywania na jakos$¢
produktow, wynikajgcego z krystalizacji w obnizonej temperaturze, higroskopijnos-
ci i zdolnosci do adsorbowania niepozadanych substancji zapachowych. Zastgpienie
preparatow unieruchomionej B-galaktozydazy, stosowanych obecnie w ograniczo-
nym zakresie do wytwarzania pozbawionego laktozy mleka i serwatki, ich odpo-
wiednikami zawierajacymi enzym pochodzacy z psychrofili ograniczy ryzyko mikro-
biologicznego zanieczyszczenia reaktora i cieplnej destrukcji termolabilnych sktad-
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nikéw produktu. Preparaty tego rodzaju nie sg jeszcze produkowane na skale prze-
mysfowa. Opracowano jednak skuteczny sposéb immobilizacji B-galaktozydazy
z antarktycznej bakterii Pseudoalteromonas sp. 226 na chitozanie. Uzyskany biokata-
lizator charakteryzuje sie dobra stabilno$cig operacyjng i umozliwia konwersje po-
nad 90% znajdujacej sie w mleku laktozy po 24 godz. hydrolizy w temperaturze 4°C
(64).

Prowadzone sg obecnie badania preparatéw immobilizowanej syntazy trehalozy
(66). Enzym ten przeksztatcajac wystepujace w maltozie wigzania o-1,4-glikozydo-
we umozliwia produkcje trehalozy (o-D-glukopiranozylo-1,1-a-glukopiranozydu)
z fatwo dostepnych syropéw maltozowych (66-68). Uzyskany disacharyd jest cen-
nym produktem przydatnym w lecznictwie, przetwoérstwie zywnoS$ci oraz kosmety-
ce i farmagji (69). Nie udato sie jeszcze uzyskac satysfakcjonujacej wydajnosci proce-
su, bo zbadane dotychczas preparaty syntazy trehalozy z Thermus caldophilus, immo-
bilizowanej na nos$niku Eupergit C250L katalizowaly w optymalnych warunkach kon-
wersje okoto 42% maltozy znajdujacej sie w Srodowisku reakcji (66).

Duze znaczenie praktyczne ma zastosowanie unieruchomionych hydrolaz gliko-
zydowych i enzymow modyfikujacych lub tworzacych wiazania glikozydowe do syn-
tezy oligosacharydéw o korzystnych wtasciwosciach funkcjonalnych, leczniczych
i prebiotycznych (70,71). Immobilizowane fruktozylotransferazy sa m.in. stosowane
w instalacjach przemystowych stuzacych do produkgcji fruktooligosacharydéw z sa-
charozy (72-74). Sktad mieszaniny oligosacharydéw wytwarzanej z udzialem unieru-
chomionych biokatalizatorow zalezy od rodzaju enzymu i nos$nika, czasu kontaktu
substratu ze zlozem oraz temperatury reakcji. Immobilizacja stabilizuje strukture
enzymu i zapobiega spadkowi aktywnos$ci w srodowisku rozpuszczalnikéw, doda-
wanych czasami w celu obnizenia aktywnos$ci wody, a w konsekwencji przys$piesze-
nia transglikozylacji lub odwrotnej hydrolizy. Innym korzystnym skutkiem immobili-
zacji niektorych hydrolaz glikozydow jest intensyfikacja reakcji odwrotnej hydrolizy
i zwiekszenie wydajnosci syntezy oligosacharydow (70). Do katalizowania tego pro-
cesu szczegolnie przydatne sg enzymy termostabilne, dziatajace w podwyzszonej
temperaturze powodujgcej zmniejszenie lepkosci stezonych roztworéw cukrow
(40).

Duze perspektywy ma zastosowanie immobilizowanych lipaz katalizujacych re-
akcje hydrolizy, estryfikacji, transestryfikacji i regioselektywnej acylacji (39). Ich za-
leta jest znaczna aktywnos$c¢ katalityczna w Srodowisku rozpuszczalnikéw organicz-
nych i na granicy faz réznigcych sie polarnoscig. Opracowano wiele sposobow im-
mobilizagji lipaz od ktorych wyboru zalezy aktywno$¢, specyficznos¢ i stabilno$é
operacyjna biokatalizatora (10,75-77). Niekto6re z tych preparatéow sg juz stosowane
w przemysle do produkgji strukturyzowanych lipidéw, lekéw, substancji smako-
wo-zapachowych i emulgatoréow (39). Przyktadem strukturyzagji lipidow jest wytwa-
rzanie substytutu masta kakaowego. Opatentowany przez firmy Unilever i Fui Oil
proces polega na enzymatycznej transestryfikacji olejow: palmowego, stoneczniko-
wego lub oliwkowego z udziatem tristearynoiloglicerolu jako donora grup acylo-
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wych (78,79). Inmobilizowang lipaze z Rhizomucor miehei zastosowano w koncernie
Unichem International do wytwarzania estrow kwasow ttuszczowych (emolientow)
stuzacych w kosmetyce do pielegnacji skory (80,81). Preparat zaadsorbowanej na
celicie lipazy z Rhizopus arrhizus okazat sie natomiast przydatny do produkcji mono-
acylogliceroli wykorzystywanych jako emulgatory oraz Srodki pianotwoércze i ze-
lujgce (82). Sposrod wielu mozliwych zastosowan immobilizowanych lipaz nalezy
wyr6zni¢ prowadzong w apolarnym $rodowisku synteze estrow sacharydow uzywa-
nych jako biodegradowalne surfaktanty oraz wytwarzanie nadtlenokwasow
RCOOOH z kwasow karboksylowych utlenianych nadtlenkiem wodoru (39,83). Duze
znaczenie praktyczne moze tez mie¢ przejawiana przez unieruchomione lipazy zdol-
nos$¢ katalizowania reakcji przebiegajacych w $rodowisku ptynéw nadkrytycznych
(SCF). Przeprowadzone w tym zakresie badania dotyczyly m.in. wytwarzania czyste-
go enancjomerycznie ibuprofenu stosowanego jako lek przeciwzapalny i przeciwbé-
lowy (84).

Unieruchomiong papaine, pepsyne lub neutraze stosuje sie w celu zapobiegania
zmetnieniu piwa podczas przechowywania chtodniczego. Wymienione proteazy hy-
drolizuja znajdujace sie w piwie biatka wytwarzajac oligopeptydy i wolne amino-
kwasy mniej podatne na tworzenie kompleksow z polifenolami stracajacych sie
w obnizonej temperaturze (4).

Zdolnos¢ proteaz do katalizowania w pewnych warunkach syntezy wigzania
amidowego wykorzystano w procesie przemystowego wytwarzania aspartamu.
Gtowni producenci tej niekalorycznej substancji sfodzacej stosuja preparaty unie-
ruchomionej termolizyny z Bacillus thermoproteolyticus (85). Syntetyzowany enzy-
matycznie dipeptyd zbudowany jest wytacznie z kwasu L-asparaginowego i mety-
lowego estru L-fenyloalaniny i nie zawiera reszt aminokwasowych o innej konfigu-
racji, powodujacych ograniczenie stodkosci aspartamu wytwarzanego metodami
chemicznymi (54).

Procesy enzymatyczne okazaly sie tez przydatne do produkcji akrylamidu
CH,=CHCONH,; z akrylonitrylu CH,CHCN i wody (54). Zwigzek ten stosowany jako
prekursor rozmaitych polimeréw i flokulantow wytwarzano metodami chemiczny-
mi, ktérych wada sg niepozgdane reakcje uboczne. Znacznie wiekszg czysto$¢ pro-
duktu zapewnia proces katalizowany hydrataza nitrylowa z Rhodococcus rhodochrous
wykorzystywany obecnie do produkgji akrylamidu w skali ponad 15 000 ton rocznie
(54).

Odmiennym sposobem wykorzystania enzymoéw unieruchomionych w mikro-
kapsutkach jest ich uzycie jako komponenta proszkéw do prania. Otoczka mikro-
kapsutki stuzy w tym przypadku jako bariera zabezpieczajgca enzym przed inak-
tywujacym oddziatywaniem innych sktadnikow detergentu podczas jego prze-
chowywania i powinna ulegac¢ destrukcji po wprowadzeniu $rodka piorgcego do
wody.
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6. Przydatno$¢ immobilizowanych enzyméw w analityce

Enzymy wchodzg w sktad uktadu detekcyjno-pomiarowego kilku typéw biosen-
soréw charakteryzujacych sie duzg czutoscia, szybkoscig pomiaru i fatwos$cig uzycia.
S3 one przydatne do oznaczania cukrow, aminokwaséw, kwasow karboksylowych,
mocznika, polifenoli, pestycydéow i wielu innych matoczasteczkowych analitow
w mieszaninie r6znych, czesto podobnych pod wzgledem budowy chemicznej sub-
stangji. Ze wzgledu na rodzaj generowanego sygnatu biosensory enzymatyczne moz-
na podzieli¢ na: elektrochemiczne, optyczne i termiczne (86).

Biosensory elektrochemiczne zawieraja enzym osadzony na powierzchni czuj-
nika przetwarzajacego zmiany zawarto$ci substratu lub produktu katalizowane;j
reakcji na proporcjonalne zmiany potencjatu elektrody, natezenia prgdu pomiedzy
elektrodami referencyjng i pomiarowg lub przewodnosci elektrycznej srodowiska
(87). Jesli powstajacy produkt nie pobudza detektora stosuje sie kilka immobilizo-
wanych enzymoéw katalizujgcych nastepujace kolejno reakcje, az do powstania
substancji wywotujacej sygnal. Biosensor przeznaczony do oznaczania sacharozy
zawiera na przyktad B-fruktofuranozydaze katalizujaca hydrolize disacharydu oraz
oksydaze glukozowa utleniajgcg wytworzong w poprzedniej reakcji glukoze pod
wplywem tlenu. Zawarto$¢ sacharozy wyznacza sie posrednio mierzac stezenie
nadtlenku wodoru lub jonéw wodorowych uwolnionych podczas dysocjacji kwasu
glukonowego albo przez pomiar ubytku tlenu zuzywanego do utlenienia glukozy
(88,89).

Do odrebnej grupy klasyfikuje sie biosensory z osadzonymi na powierzchni czuj-
nika komorkami drobnoustrojéw lub fragmentami tkanek roslinnych lub zwierze-
cych. Sg one sensu stricte biosensorami katalitycznymi ze wzgledu na zaangazowanie
aparatu enzymatycznego immobilizowanych komoérek do generowania sygnalu czuj-
nika. Procesy metaboliczne zachodzace w komoérkach sa przyczyng spadku stezenia
tlenu w ich otoczeniu lub wydzielania substancji o wtasciwos$ciach elektrolitu (jak
np. kwas mlekowy), powodujgcych wzrost mierzonego konduktometrycznie prze-
wodnictwa prébki. Mikrobiologiczne biosensory sa mniej wrazliwe na zmiany tem-
peratury i pH prébek od elektrod z immobilizowanymi enzymami i charakteryzuja
sie dtuzszym okresem eksploatacji. Ich wadg jest jednak mniejsza selektywnos$¢
oraz dos¢ duze opdznienie reakcji czujnika (90).

Biosensory elektrochemiczne zawieraja zazwyczaj enzymy wytwarzajgce sub-
stancje, ktore w srodowisku wodnym wystepujg w postaci jonow. Tak dziafajg np.
elektrody stuzace do oznaczania mocznika, ktérych potencjal zmieniajg kationy
NH4* powstajace pod wplywem ureazy (91). Drugag grupa czesto uzywanych bioka-
talizatorow sa oksydoreduktazy stosowane w elektrodach stuzacych do amperome-
trycznego pomiaru stezenia analitu. W przypadku immobilizacji oksydoreduktaz
wazne jest zapewnienie transportu elektronow pomiedzy czgsteczkami enzymu
a elektroda. Przeprowadza sie w tym celu modyfikacje powierzchni czujnika sub-
stancjami posredniczacymi w przekazywaniu elektronéw lub putapkuje sie enzym
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w polimerach redoksowych tworzacych warstwe oddzielajaca wnetrze elektrody od
analizowanej prébki (92).

Selektywnos¢ i powtarzalno$¢ pomiaréw zalezy gtownie od specyficznosci im-
mobilizowanego enzymu, ale mozna jg dodatkowo zwiekszy¢ oddzielajac enzym od
roztworu probki membranami o selektywnej przepuszczalnosci ograniczajgcymi do-
step substancji przeszkadzajacych lub pokrywajac enzymem elektrody jonoselek-
tywne. Nowsze generacje czujnikow elektrochemicznych zawierajg enzym immobi-
lizowany na membranie majacej kontakt z bazg tranzystora polowego. Zmiana po-
tencjalu bazy wywotana jonami generowanymi podczas katalizowanej reakcji wy-
woluje zalezne od stezenia analitu zmiany natezenia pradu przeptywajacego przez
tranzystor (86,93).

Biosensory z przetwornikami amperometrycznymi lub potencjometrycznymi
stuza m.in. do oznaczania réznych sktadnikéw i zanieczyszczen zywnosci. Elektrody
z unieruchomionymi oksydoreduktazami stosuje sie np. do pomiaru zawartos$ci eta-
nolu i kontroli przebiegu fermentacji piwa i wina (94). Skonstruowano tez analizato-
ry przydatne do okres$lania §wiezoS$ci ryb, wykorzystujac w tym celu immobilizo-
wang 5'nukleotydaze, fosforylaze nukleotydéw i oksydaze ksantynowg lub oksydazy
umozliwiajace oznaczenie zawarto$ci histaminy, putrescyny i kadaweryny (94).
Zmiany przewodnictwa elektrycznego pod wptywem wytwarzanych przez drobno-
ustroje metabolitow wykorzystano w zestawach uzywanych do pomiaru zanieczysz-
czenia mikrobiologicznego zywnosci przekraczajgcego 106 komérek/ml (86,95).

W biosensorach katalitycznych mozna wykorzysta¢ enzymy generujace substan-
cje nie nadajace sie do oznaczenia metodami elektrochemicznymi. Zrédtem sygnatu
odzwierciedlajagcego stezenie analitu sa w tym przypadku przetworniki optyczne
lub kalorymetryczne. Do pomiaréw kalorymetrycznych stosuje sie termistory z unie-
ruchomionym na ich powierzchni enzymem, ktére mierzg zmiany temperatury spo-
wodowane wydzielaniem ciepta katalizowanej reakcji. Niedogodnoscig tych urza-
dzen jest duzy wplyw ewentualnych strat ciepta na doktadno§¢ pomiaréow bardzo
matych zmian temperatury, rzedu 0,005-0,03°C (96).

Immobilizowane biokatalizatory znajdujg sie tez w biosensorach optycznych
stuzacych do pomiaru stezenia analitu na podstawie wywotanych reakcjg enzyma-
tyczng zmian luminescengji, fluorescencji lub absorpcji promieniowania UV-VIS (97).
Zaletg takich biosensoréw jest mozliwo$¢ badania probek o bardzo matej objetosci.
Umozliwia to miniaturyzacja sondy, ktérg stanowi koncéwka swiattowodu z unieru-
chomionym enzymem. Na drugim koncu swiattowodu znajduje sie natomiast system
detekcji analizowanego promieniowania oraz zZrédfo promieniowania wzbudzaja-
cego fluorescencje lub $wiatla niezbednego do spektrofotometrycznego pomiaru
zmian stezenia chromoforéw, zanikajgcych lub wytwarzanych podczas reakcji enzy-
matycznej. Sonda niektérych biosensoréow optycznych zawiera oprécz immobilizo-
wanego enzymu luminofory emitujace promieniowanie pod wplywem produktéw
reakcji lub mikroorganizmy przejawiajace zdolno$¢ do bioluminescencji (86,98).
Biosensory optyczne sg m.in. przydatne do oznaczen zwigzkoéw biologicznie czyn-
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nych i aktywnosci enzyméw oraz do $ledzenia przebiegu proceséw biochemicznych
zwigzanych np. z przemianami ATP i NADH (86).

7. Bioogniwa

Drobnoustroje lub immobilizowane oksydoreduktazy sg wykorzystywane w og-
niwach paliwowych wytwarzajacych energie elektryczng z alkoholi, kwasu mlekowe-
g0, glukozy lub innych substratow (99-101). Zasilane etanolem ogniwo paliwowe za-
wiera np. dehydrogenaze alkoholowg unieruchomionag na ztotej folii petniacej funk-
cje anody. Izolacyjne wtasciwosci biatka praktycznie uniemozliwiaja bezposrednia
wymiane elektronéow pomiedzy elektroda, a centrum katalitycznym enzymu. Ko-
nieczne jest zatem stosowanie substancji posredniczgcych (mediatoréw) ulegaja-
cych pod wptywem enzymu utlenianiu albo redukgji (rys. 5). Stosuje sie w tym celu
fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, btekit metylenowy lub inne
substancje, ktorych wybor zalezy od rodzaju uzywanej oksydoreduktazy (102). Skut-
kiem utlenienia alkoholu jest redukcja mediatora, regenerujacego sie po przekaza-
niu pobranego elektronu na anode. Kationy H* uwalniane podczas reakgcji przeni-
kaja przez przepuszczalng dla protonéw membrane do przestrzeni katodowej,
gdzie 13cza sie z tlenem atmosferycznym, ktory przejmujac elektrony doptywajace
przez obwdéd zewnetrzny redukuje sie do jonu tlenkowego, a ten fgczy sie z proto-
nami tworzgc wode (102). Katalizatorem tej reakgji jest np. wykonana z platyny ka-
toda. Zasilane etanolem ogniwo paliwowe wytwarza site elektromotoryczng 0,34 V
przy gestosci pradu 0,53 pA/cm? elektrody (103).

Opracowano juz wiele typow elektrod réznigcych sie rodzajem immobilizowane;j
oksydoreduktazy i mediatora (104). Sa one przydatne w miniaturowych ogniwach
paliwowych dostarczajacych energii dla telefonéw komoérkowych i przenosnych
komputerow. Ogniwa zasilane znajdujaca sie we krwi glukoza moga by¢ wykorzy-
stane w medycynie, np. do zasilania rozrusznikéw serca lub monitorowania stanu fi-
zjologicznego organizmu. Anoda tych ogniw zawiera oksydaze glukozowa immobi-
lizowana na warstwie polimeru o wlasciwos$ciach oksydacyjnoredukcyjnych (104).

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe sktadaja sie tez z odrebnych przedzialow
anodowego i katodowego oddzielonych przepuszczalng dla jonéw membrang.
W przedziale anodowym odbywa sie przeprowadzana w warunkach beztlenowych
hodowla wzglednego tlenowca. Wskutek braku tlenu elektrony wytwarzane w pro-

’ My substrat

M produkt
Rys. 5. Schemat przekazywania elektronu z substratu
na elektrode enzymatycznego ogniwa paliwowego (M zre-

anoda enzym generowana forma mediatora).
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cesie glikolizy substratu, sa podczas fosforylacji przenoszone na wprowadzony do
podioza hodowlanego zewnetrzny akceptor elektronéw (mediator), ktéorym moze
by¢: zelazicyjanek potasu, fiolet metylowy, czerwien obojetna, kwasy huminowe lub
2-hydroksy-1,4-naftochinon (105,106). Podobnie jak w ogniwach enzymatycznych,
transfer elektronéw na anode wywotuje regeneracje mediatora, co umozliwia ponow-
ne jego wykorzystanie. Stosowanie mediatora jest zbedne w przypadku Shewanella
putrefaciens, Aeromonas hydrophila i innych bakterii korzystajgcych z energii uzyski-
wanej podczas redukcji zwiagzkéw Fe(Ill) (107,108). Cytochromy tych mikroorganiz-
mow sg wbudowane w btone komérkowa i mogg przekazywac elektrony bezposred-
nio na anode ogniwa (109). Jednym z wielu mozliwych zastosowan mikrobiologicz-
nych ogniw paliwowych jest ich wykorzystanie do otrzymywania energii elektrycz-
nej z rozmaitych substancji odpadowych i $ciekow.

8. Podsumowanie

Dalszy postep w zakresie stosowania immobilizowanych enzymoéw bedzie przy-
puszczalnie polegal na szerszym niz dotychczas wykorzystaniu mato dotychczas po-
znanych enzymoéw z ekstremofili, dziatajacych w warunkach umozliwiajgcych opra-
cowanie nowych lub udoskonalenie dotychczas istniejacych technologii. Rozpow-
szechni sie tez stosowanie enzymoéw o strukturze udoskonalonej metodami inzynie-
rii genetycznej w celu poprawienia ich aktywnoS$ci, specyficzno$ci, termostabilnosci
i odpornosci na dziatanie czynnikéw denaturujgcych biatka oraz enzymow z se-
kwencjami aminokwaséw wprowadzonymi w celu utatwienia immobilizacji. Duze
znaczenie bedzie miafo sprzeganie biatka z polimerami, ktérych wtasciwosci mozna
regulowa¢ pod wptywem odpowiednich bodzcéw wywieranych na srodowisko reak-
qji.
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