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Production and selected applications of inunobilized enzymes

Summary

The presented data explain why application of immobilized enzyme sys­
tems is advantageous in many modem 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. Wstęp

Obniżenie kosztu i usprawnienie wytwarzania wielu produk­
tów można osiągnąć poprzez zapewnienie ciągłości, procesu sto­
sując unieruchomione (immobilizowane) enzymy, któiych istot­
ną zaletą jest możliwość łatwego usunięcia ze środowiska reak­
cji po jej zakończeniu. Ich zastosowanie pozwala na wielokrotne 
wykorzystanie tej samej porcji preparatu w kolejnych szarżach 
produkcyjnych lub w reaktorach przepływowych oraz eliminuje 
konieczność inaktywacji enzymu po osiągnięciu pożądanego 
stopnia konwersji substratu. Stosowanie unieruchomionych
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enzymów jest także korzystne ze względu na lepszą kontrolę warunków reakcji 
oraz brak zanieczyszczenia produktu enzymem i innymi substancjami pocho­
dzącymi z nisko oczyszczonego preparatu biokatalizatora. W przypadku enzymów 
proteolitycznych immobilizacja zapobiega ich autodestrukcji, często występującej 
w roztworach natywnego preparatu (1).

2. Sposoby immobilizacji

Immobilizowanymi enzymami są preparaty wytworzone przez połączenie bioka­
talizatora z nośnikiem nierozpuszczalnym w środowisku reakcji, a także nieroz­
puszczalne agregaty cząsteczek lub kryształów białka oraz enzymy zamknięte 
w strukturze żelu lub oddzielone od środowiska reakcji półprzepuszczalnymi mem­
branami (rys. 1). Najwcześniej stosowane sposoby immobilizacji polegały na przy­
łączeniu enzymu do powierzchni nośnika. Odbywa się to przez fizyczną adsorpcję 
biokatalizatora, wiązanie z udziałem oddziaływań jonowych lub przez wytworzenie 
wiązań kowalencyjnych (2-4). Jeśli bezpośrednia reakcja pomiędzy białkiem a nośni­
kiem nie jest możliwa stosuje się substancje posiadające co najmniej dwie grupy 
chemiczne zdolne do reakcji zarówno z nośnikiem jak i enzymem (5). Zwiększają 
one odległość pomiędzy cząsteczkami unieruchomionego enzymu a powierzchnią 
nośnika, co ułatwia dostęp substratu do centrum katalitycznego.

Rys. 1. Główne sposoby immobilizacji enzymów.
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W przypadku gdy nie ma potrzeby zbyt trwałego wiązania enzymu jako nośniki 
można wykorzystać rozmaite sorbenty, których zaletą jest nieskomplikowana pro­
cedura immobilizacji oraz możliwość łatwej regeneracji poprzez wymycie nieaktyw­
nego już białka (6). Nie następują też zazwyczaj zmiany struktuiy cząsteczek enzy­
mu, które mogą spowodować zmniejszenie jego aktywności. Niewielka energia 
uczestniczących w wiązaniu białka oddziaływań jest jednak przyczyną dość szybkiej 
desorpcji enzymu podczas działania reaktora.

Silniejsze wiązanie zapewniają oddziaływania jonowe powstające w zakresie pH 
przy którym zarówno enzym jak i nośnik uzyskują ładunek elektryczny. Jeśli grupy 
funkcyjne enzymu i nośnika mają ładunek jednakowego znaku do zaistnienia wiąza­
nia niezbędne są dwuwartościowe kationy, sprzęgające białko za pośrednictwem 
mostków solnych. W przypadku stosowania silnych kationitów lub anionitów posze­
rza to zakres wartości pH przy których następuje jonowe wiązanie enzymu (7). 
Przykładem tego są nośniki z grupami sulfonowymi, które angażują kationy Me2+ 
w wiązanie -0S03"*’Me''“00C- zastępujące bezpośrednie oddziaływanie grup - 
OSOa' i ■'■H3N- wyeliminowane wskutek zaniku protonowania grup aminowych enzy­
mu.

W celu ograniczenia desorpcji enzymów w środowisku o podwyższonej sile jo­
nowej stosuje się nośniki o dużej gęstości i dostępności ładunku. Wytwarza się je 
przez pokrycie sorbentu warstwą polietylenoiminy, chitozanu łub innego polimeru 
(6,8). Unieruchomiona w ten sposób p-galaktozydaza traciła tylko 5% pierwotnej ak­
tywności po inkubacji w 0,4 M roztworze NaCl, podczas gdy enzym zaadsorbowany 
na DEAE agarozie był w tych warunkach wymywany aż w 70% (6). Zwiększenie ener­
gii wiązania i poprawa stabilności preparatu jest skutkiem wielopunktowego od­
działywania enzymu z nośnikiem uzależnionego od gęstości ładunku oraz od wiel­
kości i struktury cząsteczek białka (8). Immobilizację bez udziału wiązań kowalen­
cyjnych z powodzeniem stosowano do unieruchamiania lipaz i innych enzymów ka­
talizujących reakcje w środowisku zawierającym rozpuszczalniki organiczne 
(1,9,10).

Zmniejszenia aktywności operacyjnej preparatu spowodowanego desorpcją en­
zymu można uniknąć wykorzystując procedury immobilizacji polegające na wytwa­
rzaniu wiązań kowalencyjnych w warunkach nie powodujących denaturacji białka. 
Niepożądanemu sprzęganiu enzymu za pośrednictwem reszt aminokwasowych cen­
trum katalitycznego można przeciwdziałać blokując je przed immobilizacją cząs­
teczkami substratu lub kompetytywnych inhibitorów. Kowalencyjne wiązanie enzy­
mu odbywa się z udziałem białkowych reszt lizyny, argininy, cysteiny, tyrozyny, 
kwasów glutaminowego i asparaginowego oraz aminokwasów znajdujących się 
w pozycji N- lub C-terminalnej (5). Zależnie od budowy chemicznej nośnika przepro­
wadzane są reakcje alkilowania, arylowania diazowania amidowania oraz tworzenia 
wiązań amidowych lub zasad Schiffa. Niekiedy stosuje się skojarzone metody immo­
bilizacji polegające na tworzeniu odrębnych wiązań kowalencyjnych z grupami 
funkcyjnymi różnego rodzaju. Taki sposób wykorzystywano np. w celu zwiększenia
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ilości lipazy osadzonej na chitozanie. W pierwszym etapie procesu następuje przy­
łączenie cząsteczki enzymu do grupy hydroksylowej chitozanu aktywowanej 3-di- 
metyloaminopropylo karbodiimidem (EDC), a w kolejnym sprzęgnięcie następnej 
cząsteczki lipazy aldehydem glutarowym (11).

jako nośniki przydatne są m.in. polimery zawierające wolne grupy aminowe, 
umożliwiające sprzęganie białka enzymatycznego w łagodnych warunkach za po­
średnictwem aldehydu glutarowego (12). jego wadą jest tendencja do tworzenia oli­
gomerów o zróżnicowanej długości cząsteczek, będąca przyczyną niejednakowego 
oddalenia poszczególnych cząsteczek biokatalizatora od powierzchni nośnika (13). 
Następuje wskutek tego zróżnicowanie aktywności preparatów wytwarzanych w od­
rębnych szarżach produkcyjnych zależne od pochodzenia, czystości i okresu prze­
chowywania aldehydu.

Nośniki pozbawione grup chemicznych tworzących wiązania kowalencyjne z biał­
kiem lub substancją sprzęgającą, jak np. szkło porowate, żel krzemionkowy, tlenki 
metali lub rozmaite substancje ceramiczne aktywuje się y-aminopropylotrietoksysi- 
lanem (14,15). Uzyskane pochodne zawierają grupy aminowe umożliwiające przy­
łączenie enzymu za pośrednictwem aldehydu glutarowego, tiofosgenu, chlorku 
p-nitrobenzoilu lub bezwodnika bursztynowego (16). Aktywację wymienionych noś­
ników można także osiągnąć stosując BCI3 lub SiCl4, a w dalszym etapie alifatyczną 
diaminę (16). Negatywnym skutkiem kowalencyjnego wiązania enzymu jest zmniej­
szenie aktywności preparatu spowodowane zmianami struktury cząsteczek białka 
oraz ograniczeniem dostępu substratu do centrum katalitycznego (17).

Inne sposoby otrzymywania nierozpuszczalnych preparatów enzymów polegają 
na międzycząsteczkowym usieciowaniu biokatalizatora za pośrednictwem wiązań 
wytworzonych z substancjami dwufunkcyjnymi, takimi jak aldehyd glutarowy i inne 
polialdehydy lub kwas bis-diazobenzyd3mosulfonowy. W zależności od sposobu 
przygotowania białka i warunków sieciowania uzyskiwane są preparaty różniące się 
aktywnością, termostabilnością, odpornością na działanie substancji denaturujących 
białka, stopniem uwodnienia, wielkością ziaren i wytrzymałością mechaniczną 
(1,18).

Sieciowanie białek znajdujących się w roztworze prowadzi do znacznego uwod- 
nienienia precypitatu oraz niewielkiej wytrzymałości mechanicznej i zróżnicowanej 
wielkości ziaren. Immobilizowany w ten sposób enzym charakteryzuje się wpraw­
dzie polepszoną termostabilnością, ale trudno jest wytworzyć preparaty o powta­
rzalnych właściwościach ze względu na duży wpływ niewielkich nawet zmian stęże­
nia substancji sieciującej oraz pH, temperatury i siły jonowej środowiska reakcji 
(18). Niekorzystnym skutkiem sieciowania rozpuszczonych białek jest powolna pre- 
cypitacja wytworzonych agregatów cząsteczek oraz znaczne, niekiedy nawet ponad 
50% zmniejszenie aktywności enzymu (18). Lepsze preparaty uzyskiwano natomiast 
podczas sieciowania kryształów białka lub też agregatów jego cząsteczek strąco­
nych wskutek zmniejszenia solwatacji enzymu lub zmiany stałej dieelektrycznej roz­
tworu (19-22).
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Właściwości katalityczne kryształów białka enzymatycznego agregowanych 
przeważnie za pomocą aldehydu glutarowego były badane w wielu ośrodkach 
(19-25). Uzyskane preparaty (CLEC, ang. Cross-Linked Enzyme Crystals) składają się 
z prawie homogennego białka i dzięki temu wykazują dużą aktywność i odporność 
na działanie czynników denaturujących, Wynika to z licznych oddziaływań elektro­
statycznych i hydrofobowych występujących w kryształach. Krystaliczna struktura 
preparatu utrudnia jego inaktywację spowodowaną degradacją enzymu pod wpły­
wem proteaz znajdujących się w niektórych przetwarzanych surowcach (26). Immo- 
bilizowane tym sposobem lipazy z Candida rugosa i Burkholderia cepacia wykazywały 
wysoką stereoselektywność w reakcjach hydrolizy oraz zwiększoną aktywność pod­
czas estryfikacji i transestryfikacji prowadzonej w środowisku zawierającym roz­
puszczalniki organiczne (27).

Dalsze rozpowszechnienie wymienionej metody immobilizacji nastąpi po polep­
szeniu sposobów wydajnego uzyskiwania kryształów białek o optymalnym kształcie 
i wielkości oraz dostępności przenikających ich strukturę kanałów, ułatwiających 
penetrację roztworu substratu (26). Wadą preparatów tego rodzaju są niewielkie 
rozmiary cząstek usieciowanych kryształów będące przyczyną zwiększenia oporów 
przepływu substratu w reaktorach kolumnowych.

Kosztownej, długotrwałej i trudnej niekiedy do przeprowadzenia krystalizacji 
enzymów można uniknąć sieciując precypitat strącony uprzednio w niedenaturu- 
jących warunkach roztworami soli, rozpuszczalnikami organicznymi, bądź polimera­
mi niejonowymi. Korzystną cechą tak wytworzonych preparatów (CLEA, ang. 
Cross-Linked Enzyme Aggregates) jest możliwość regulacji ich specyficzności poprzez 
wybór odpowiedniej substancji strącającej i warunków procesu. Wynika to z charak­
terystycznego i zróżnicowanego wpływu każdego sposobu strącania na strukturę 
białek w precypitacie, utrwaloną następnie wskutek sieciowania preparatu (28,29). 
Istnieje zatem możliwość uzyskania z tego samego enzymu preparatów o różnym 
powinowactwie do substratów i odporności na działanie inhibitorów.

Do immobilizacji enzymów można też wykorzystać błony o selektywnej prze­
puszczalności, spełniające wyłącznie funkcję separacyjną, bądź też zarówno funkcję 
separacyjną jak i katalityczną (30,31). Aktywność unieruchomionych w ten sposób 
enzymów zależy głównie od szybkości dyfuzji substratu i produktu reakcji przez 
stosowane membrany. Nie zawierające enzymu membrany bierne służą do zamknię­
cia roztworu biokatalizatora w mikrokapsułce lub w module reaktora. Do mikrokap- 
sułkowania konieczne jest stosowanie błon przepuszczających zarówno cząsteczki 
substratów jak i produktów reakcji. Membrany zatrzymujące tylko cząsteczki sub­
stratu są natomiast przydatne do oddzielenia produktów reakcji od zawierającej 
rozpuszczony enzym mieszaniny reakcyjnej (rys. 2).

Membrany aktywne katalitycznie, które zawierają enzym umiejscowiony w ich 
strukturze lub osadzony na powierzchni polimeru są często używane do katalizowa­
nia reakcji wytwarzających produkty różniące się od substratów rozpuszczalnością 
w fazie rozpuszczalnika organicznego i wody. Przykładem ich zastosowania jest wy-
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Membrany bierne;

S + E Przez membranę 
przechcxJzi tylko 
małocząsteczkowy 
produkt reakcji

Przez membranę 
musi przenikać 
zarówno substrat 
jak i produkt reakqi

Membrany aktywne;

S czD E =>P

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

Roztwór D- i L-estrów 
w rozpuszczalniku 
organicznym V

A strumień wody lub 
buforu wymywający 
alkohol + L-kwas

Rys. 3. Rozdzielanie mieszaniny D- i L-estrów umieszczoną na granicy faz membraną z immobilizo- 
wanym, działającym stereoselektywnie enzymem.

odrębnianie jednego ze składników racematu, polegające na katalizowaniu degra­
dacji zbędnego enancjomeru działającym stereoselektywnie enzymem (rys. 3) (32).

Kolejną metodą unieruchamiania enzymów jest pułapkowanie (inkluzja) w struk­
turze żelu wytwarzanego po zmieszaniu roztworów enzymu i substancji żelującej. 
Mała energia oddziaływań wiążących enzym z tworzącym żel polimerem jest przy­
czyną łatwego wymywania biokatalizatora i dość szybkiego spadku aktywności pre­
paratu. Przechodzenie biokatalizatora do mieszaniny reakcyjnej, może być ponadto 
przyczyną zmian właściwości produktów spowodowanych niecałkowitym zahamo­
waniem przebiegu reakcji. W celu ograniczenia wymywania glukoamylazy, p-frukto- 
furanozydazy i p-amylazy z żelu poliakrylamidowego przeprowadzano polimeryza­
cję inicjowaną promieniowaniem y. Aktywności wytworzonych w ten sposób prepa­
ratów były tylko o 10-20% mniejsze od aktywności wolnych enzymów (33). Często 
stosowanym czynnikiem sieciującym jest aldehyd glutarowy, który próbowano wy­
korzystać np. do unieruchamiania p-galaktozydazy z Aspergillus niger w żelach algi- 
nianowych i żelatynowych. Następowało jednak dość znaczne zmniejszenie aktyw­
ności preparatu wynoszące około 44% początkowej wartości (33). Pułapkowanie 
w żelu nie nadaje się do immobilizacji hydrolaz powodujących degradację jego
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składników i nie powinno być stosowane w przypadku gdy substraty lub produkty 
reakcji z trudnością migrują w strukturze polimeru, np. z powodu zbyt dużej masy 
cząsteczkowej.

3. Zalety i wady unieruchomionych enzymów

Stosowanie immobilizowanych enzymów ogranicza się tylko do substratów wy­
stępujących w stanie ciekłym lub w formie roztworów. Przyczyną tego jest brak 
możliwości łatwego oddzielenia biokatalizatora po zakończeniu procesu oraz pra­
wie zupełne zahamowanie reakcji przebiegającej na granicy dwóch faz stałych.

Unieruchomienie enzymu zachodzi zwykłe wskutek wytworzenia specyficznych 
oddziaływań cząsteczek enzymu z matrycą odpowiednio dobranego nośnika. 
Ubocznym efektem tego procesu jest stabilizacja struktury biokatalizatora przeciw­
działająca niekorzystnemu oddziaływaniu środowiska (5,34). Przejawia się to wzro­
stem termostabilności preparatu białkowego, jego odporności na warunki hydrofo­
bowe i substancje denaturujące. Innym pozytywnym efektem immobilizacji enzy­
mów jest obniżenie inhibicji produktami oraz zmiana specyficzności względem inhi­
bitorów, spowodowana prawdopodobnie przekształceniami struktury trzeciorzędo­
wej centrum katalitycznego (34).

Negatywną konsekwencją procesu sprzęgania enzymu z nośnikiem jest utrud­
nienie zmian oscylacyjnych podczas katalizowania reakcji oraz przestrzenne ograni­
czenie dostępu substratu. Obniżenie aktywności biokatalizatora po unieruchomie­
niu zależy od rodzaju nośnika, jego porowatości oraz od odległości cząsteczek en­
zymu od powierzchni nośnika. W przypadku nośników porowatych na aktywność 
katalityczną preparatu wpływa szybkość dyfuzji substratu do wnętrza sorbentu oraz 
szybkość dyfuzji produktu do środowiska reakcji (17). Nasilenie oporów dyfuzyj­
nych spowodowanych dużą lepkością upłynnionej skrobi jest przyczyną ograniczo­
nego użycia immobilizowanych a-amylaz w produkcji syropów maltodekstryno- 
wych. Negatywne efekty immobilizacji przejawiają się zwykle obniżeniem powino­
wactwa enzymu do substratu (zwiększenie stałej Michaelisa oraz zmniejszenie V^ax) 
(17).

Podczas długotrwałego stosowania preparatu immobilizowanego enzymu nastę­
puje stopniowe zmniejszanie jego aktywności katalitycznej spowodowane prawdo­
podobnie częściową desorpcją biokatalizatora lub jego inaktywacją pod wpływem 
zbyt wysokiej temperatury reakcji lub nieodpowiedniej kwasowości i siły jonowej 
środowiska. Innymi przyczynami tego procesu mogą być: blokowanie enzymu cząs­
teczkami produktu, adsorpcja zanieczyszczeń działających jako inhibitory lub też 
rozvój drobnoustrojów.

Stosowanie kationitów lub anionitów powoduje pozorną zmianę optymalnego 
pH działania enzymu (35,36). Ładunek powierzchniowy matrycy jest przyczyną gra­
dientu protonów w warstwie granicznej enzym/nośnik. Wskutek tego wartości wy­
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znaczone podczas pomiaru optymalnego pH reakcji nie odzwierciedlają rzeczywi­
stego stężenia w okolicy cząsteczek enzymu (36). Oddziaływania elektrostatycz­
ne z powierzchnią nośnika są też jedną z przyczyn zmniejszenia powinowactwa en­
zymu do posiadających ładunek elektryczny cząsteczek substratu.

Podstawą dokonania wyboru nośnika i sposobu jego sprzęgania z enzymem po­
winny być warunki projektowanego procesu i przeznaczenie produktu. Unierucho­
mione enzymy stosowane do wytwarzania składników żywności nie powinny zanie­
czyszczać środowiska reakcji nawet śladową ilością substancji o niekorzystnym od­
działywaniu fizjologicznym.

4. Rodzaje nośników i ich przydatność

Aktywność, stabilność operacyjna i koszt preparatu immobilizowanego enzymu 
zależy w dużym stopniu od właściwości nośnika, które powinny być dostosowane 
do temperatury, kwasowości, lepkości i polarności środowiska reakcji oraz do kon­
strukcji używanego reaktora. Oceniając przydatność substancji jako nośnika należy 
uwzględnić jej powierzchnię właściwą, rozmiary ziaren i ich porowatość, wytrzy­
małość mechaniczną, ilość, dostępność i rodzaj grup funkcyjnych wiążących enzym 
oraz zawartość grup hydrofilowych i hydrofobowych.

Niekiedy konieczna jest modyfikacja powierzchni nośnika mająca na celu wpro­
wadzenie grup funkcyjnych reagujących z białkiem lub zmianę jej polarności. Można 
ją przeprowadzić pokrywając nośnik warstwą reagującego z białkiem polimeru lub 
też wbudowując pożądane grupy chemiczne podczas syntezy nośnika (37). Do im- 
mobilizacji enzymów stosowanych w środowisku wodnym przydatne są polimery 
o właściwościach hydrofilowych. Przykładem zastosowania nośników z ugrupowa­
niami hydrofobowymi jest natomiast katalizowana lipazami produkcja rozmaitych 
emulgatorów, środków pianotwórczych, żelujących i surfaktantów (38). Hydrofilo- 
we właściwości lipaz utrudniały przebieg reakcji w środowisku zawierającym apo- 
lame rozpuszczalniki. Problem ten rozwiązano łącząc lipazę z monomerem winylo­
wym, a następnie sprzęgając uzyskany produkt z hydrofobowym nośnikiem (39).

Aktywność preparatów immobilizowanego enzymu zależy także od struktury noś­
nika. Zaletą substancji porowatych jest duża powierzchnia kontaktu ze środowi­
skiem reakcji, umożliwiająca zwiększenie ilości przyłączonych cząsteczek enzymu. 
Niepożądanym skutkiem wzrostu porowatości jest nasilenie oporów dyfuzyjnych, 
utrudniających transport substratów i produktów katalizowanego procesu przez 
warstwę graniczną enzym/środowisko reakcji (17).

Substancje używane do immobilizacji enzymów powinny się charakteryzować 
stabilnością w warunkach katalizowanej reakcji, odpornością na degradację pod 
wpływem drobnoustrojów oraz gęstością właściwą i wytrzymałością mechaniczną 
dostosowaną do rodzaju reaktora. Kształt, gęstość i wielkość ziaren nośnika oraz 
ich odporność na ścieranie determinują skuteczność i czas oddzielania immobilizo-
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Poliakrylamid
Poliuretan
Polipropylen
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Agar
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Rys. 4. Niektóre nośniki stosowane do unieruchamiania enzymów.

wanego enzymu od cieczy poreakcyjnej w reaktorach ze złożem fluidalnym. Nośniki 
przeznaczone do wykorzystania w reaktorach kolumnowych powinny natomiast wy­
kazywać wytrzymałość mechaniczną nie dopuszczającą do ich rozkruszenia pod 
wpływem ciśnienia wywieranego przez strumień substratu.

Nośnikami enzymów mogą być polimery syntetyczne lub naturalnego pochodze­
nia oraz wiele nieorganicznych adsorbentów, takich jak: szkło porowate (40,41), żel 
krzemionkowy (42,43), tlenki metali (44,45), glinokrzemiany oraz rozmaite substan­
cje ceramiczne poddawane często modyfikacji mającej na celu wprowadzenie grup 
funkcyjnych wiążących białko (rys. 4). Produkowane aktualnie nośniki są zazwyczaj 
nierozpuszczalne. Stosuje się jednak także polimery, których rozpuszczalność zale­
ży od warunków środowiska. Wiązanie białka enzymatycznego z takimi substancja­
mi daje możliwość katalizowania reakcji w fazie ciekłej, a następnie strącenia immo- 
bilizowanego biokatalizatora po zakończeniu procesu pod wpływem zmian tempe­
ratury, pH lub siły jonowej mieszaniny reakcyjnej. Przykładem tworzywa ulega­
jącego natychmiastowemu strąceniu po przekroczeniu progowej wartości tempera­
tury jest poli-N-izopropyloakrylamid (46).

Szybkie przerwanie katalizowanego procesu zapewniają też preparaty enzymów 
immobilizowanych na ferromagnetycznych nośnikach, usuwanych z cieczy poreak­
cyjnej pod wpływem pola magnetycznego. Stosuje się w tym celu polimery zawie­
rające pułapkowane cząstki metali lub ich ferromagnetycznych tlenków albo granu­
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le tlenków tych metali aktywowanych y-aminopropylotrietoksysilanem lub pokry­
tych warstwą substancji wiążącej białka (45).

Liczną grupą produkowanych obecnie nośników są syntetyczne polimery i kopo­
limery o właściwościach i pojemności enzymatycznej (ilości białka związanego 
przez Jednostkę masy nośnika) dostosowanych do projektowanego procesu. Należą 
do nich m.in. poliakryloamidy poliamidy, rozmaite pochodne polistyrenu, poliakry- 
lonitrylu lub alkoholu poliwinylowego oraz zawierające grupy bezwodnikowe kopo­
limery bezwodnika maleinowego z etylenem albo styrenem (47-50). Do unierucha­
miania enzymów przez kopolimeryzację z odpowiednimi prepolimerami są np. 
przydatne żywice poliuretanowe.

Podjęto także wiele prób stosowania nośników naturalnego pochodzenia, któ­
rych zaletą Jest niski koszt i wyeliminowanie niebezpieczeństwa zanieczyszczenia 
produktu pozostałością substancji służących do wytwarzania syntetycznych polime­
rów. Wykorzystuje się w tym celu rozmaite polisacharydy, białka i związki nieorga­
niczne, takie Jak szkło porowate i żel krzemionkowy oferowany w handlu pod na­
zwami: Spherosil, Promaxon lub Aerosil (5,16,51). Dostępny Jest także żel krzemion­
kowy aktywowany przez producenta y-aminopropylotri-etoksysilanem (16). Wymie­
nione nośniki wytwarzane sposobami zapewniającymi kontrolowaną liczebność 
i rozmiary porów, nie ulegają degradacji w szerokim zakresie pH i temperatury oraz 
są odporne na mikrobiologiczną degradację.

Dobrze zbadanym i łatwo dostępnym nośnikiem Jest chitozan zawierający grupy 
aminowe, wiążące enzym za pośrednictwem wiązań Jonowych lub wiązań kowalen­
cyjnych wytwarzanych z udziałem aldehydu glutarowego. Skuteczność immobiliza- 
cji zależy od zawartości wolnych grup aminowych, którą można regulować zmiana­
mi stężenia, temperatury i czasu oddziaływania roztworu NaOH powodującego de- 
acetylację chityny (51,52). Wadą chitozanu Jako nośnika Jest rozpuszczalność 
w kwaśnym środowisku. Ułatwia to Jednak formowanie ziaren lub błon chitozano- 
wych, polegające na strącaniu wymienionego biopolimeru z roztworu przeniesione­
go do alkalicznego środowiska. Rozpuszczalność tak uformowanego nośnika można 
następnie ograniczyć przez sieciowanie aldehydem glutarowyn lub innymi substan­
cjami.

5. Przykłady zastosowań w przemyśle

Jednym z wcześniejszych zastosowań immobilizowanego enzymu było wydziela­
nie L-aminokwasów polegające na hydrolizie tylko jednej N-acetyloweJ pochodnej 
znajdującej się w racemicznej mieszaninie N-acetylowanych aminokwasów. Reakcję 
katalizowano działającą stereoselektywnie aminoacylazą unieruchomioną na złożu 
DEAE-Sephadex, a uwolniony L-aminokwas oddzielano od cieczy poreakcyjnej przez 
krystalizację (53). Preparaty immobilizowanych enzymów charakteryzujących się 
stereospecyficznością mają duże znaczenie w przemyśle farmaceutycznym. Wynika
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to Z bardzo zróżnicowanego niekiedy oddziaływania fizjologicznego poszczegól­
nych enancjomerów stosowanej jako lek substancji, powodującego konieczność 
usunięcia niepożądanego składnika.

Innym przykładem zastosowań w przemyśle farmaceutycznym jest produkcja 
kwasu 6-aminopenicylinowego wytwarzanego z penicyliny w procesie katalizowa­
nym immobilizowaną amidazą penicylinową z Escherichia coli lub Bacillus megaterium. 
Zainstalowane w firmie Rohm Co. reaktory przetwarzają w każdej szarży produkcyj­
nej około 2 ton substratu. Stosowane do katalizowania procesu 300-gramowe por­
cje preparatu enzymatycznego zawierające około 20 g unieruchomionego białka 
charakteryzują się dużą stabilnością operacyjną, umożliwiającą 1000-krotne ich uży­
cie (54,55).

Immobilizowaną izomerazę ksylozową stosuje się od dość dawna w przepływo­
wych reaktorach służących do wytwarzania fruktozy. Produkowane obecnie prepa­
raty umożliwiają konwersję około 45% glukozy znajdującej się w roztworze substra­
tu (4,56,57). Wydajności procesu nie można zwiększyć ze względu na inaktywację 
enzymu w temperaturze przekraczającej 55-60°C oraz z powodu wzrastającego za­
nieczyszczenia wytwarzanego syropu produktami reakcji Maillarda (57). Oddziele­
nie pozostałości glukozy odbywa się w kolumnie z kationitem adsorbującym frukto­
zę z której jest ona następnie wymywana wodą. Preparaty immobilizowanej izome- 
razy glukozowej są zazwyczaj eksploatowane przez 200-400 dni (58). Okres ten ule­
ga skróceniu w przypadku gdy nie usunięto pozostałości białek z przetwarzanego 
syropu glukozowego lub z powodu mikrobiologicznego zanieczyszczenia reaktora. 
Zmniejszenie aktywności preparatu następuje także pod wpływem jonów Ca^'*' dzia­
łających jako inhibitor enzymu (58). Chromatograficznego wzbogacania produktu 
można uniknąć w przypadku znalezienia izomerazy o lepszej termostabilności, 
umożliwiającej zwiększenie stopnia konwersji przez podniesienie temperatury 
(59,60). Enzym ten powinien być ponadto aktywny w lekko kwaśnym środowisku 
ograniczającym niepożądane reakcje uboczne.

Wiele uwagi poświęcono badaniom przydatności immobilizowanych p-galakto- 
zydaz do wytwarzania produktów mlecznych przeznaczonych dla ludzi cierpiących 
na nietolerancję laktozy lub syropów glukozowo-galaktozowych z permeatu serwat­
ki. Stosowano w tym celu p-galaktozydazy z różnych źródeł unieruchomione na chi- 
tynie, chitozanie, rozmaitych sorbentach lub syntetycznych polimerach (6,62-65). 
Znaczenie tych badań wynika z konieczności zagospodarowania około 5 min ton 
laktozy rocznie, pochodzącej z serowarstwa i produkcji kazeiny (64). Innym korzyst­
nym skutkiem hydrolizy laktozy jest wyeliminowanie jej oddziaływania na jakość 
produktów, wynikającego z krystalizacji w obniżonej temperaturze, higroskopijnoś- 
d i zdolności do adsorbowania niepożądanych substancji zapachowych. Zastąpienie 
preparatów unieruchomionej p-galaktozydazy, stosowanych obecnie w ograniczo­
nym zakresie do wytwarzania pozbawionego laktozy mleka i serwatki, ich odpo­
wiednikami zawierającymi enzym pochodzący z psychrofili ograniczy ryzyko mikro­
biologicznego zanieczyszczenia reaktora i cieplnej destrukcji termolabilnych skład­
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ników produktu. Preparaty tego rodzaju nie są jeszcze produkowane na skalę prze­
mysłową. Opracowano jednak skuteczny sposób immobilizacji p-galaktozydazy 
z antarktycznej bakterii Pseudoalteromonas sp. 226 na chitozanie. Uzyskany biokata- 
lizator charakteryzuje się dobrą stabilnością operacyjną i umożliwia konwersję po­
nad 90% znajdującej się w mleku laktozy po 24 godz. hydrolizy w temperaturze 4°C 
(64).

Prowadzone są obecnie badania preparatów immobilizowanej syntazy trehalozy 
(66). Enzym ten przekształcając występujące w maltozie wiązania a-l ,4-glikozydo- 
we umożliwia produkcję trehalozy (a-D-glukopiranozylo-l,l-a-glukopiranozydu) 
z łatwo dostępnych syropów maltozowych (66-68). Uzyskany disacharyd jest cen­
nym produktem przydatnym w lecznictwie, przetwórstwie żywności oraz kosmety­
ce i farmacji (69). Nie udało się jeszcze uzyskać satysfakcjonującej wydajności proce­
su, bo zbadane dotychczas preparaty syntazy trehalozy z Thermus caldophilus, immo­
bilizowanej na nośniku Eupergit C250L katalizowały w optymalnych warunkach kon­
wersję około 42% maltozy znajdującej się w środowisku reakcji (66).

Duże znaczenie praktyczne ma zastosowanie unieruchomionych hydrolaz gliko- 
zydowych i enzymów modyfikujących lub tworzących wiązania glikozydowe do syn­
tezy oligosacharydów o korzystnych właściwościach funkcjonalnych, leczniczych 
i prebiotycznych (70,71). Immobilizowane fhiktozylotransferazy są m.in. stosowane 
w instalacjach przemysłowych służących do produkcji fruktooligosacharydów z sa­
charozy (72-74). Skład mieszaniny oligosacharydów wytwarzanej z udziałem unieru­
chomionych biokatalizatorów zależy od rodzaju enzymu i nośnika, czasu kontaktu 
substratu ze złożem oraz temperatury reakcji. Immobilizacja stabilizuje strukturę 
enzymu i zapobiega spadkowi aktywności w środowisku rozpuszczalników, doda­
wanych czasami w celu obniżenia aktywności wody, a w konsekwencji przyśpiesze­
nia transglikozylacji lub odwrotnej hydrolizy. Innym korzystnym skutkiem immobili­
zacji niektórych hydrolaz glikozydów jest intensyfikacja reakcji odwrotnej hydrolizy 
i zwiększenie wydajności syntezy oligosacharydów (70). Do katalizowania tego pro­
cesu szczególnie przydatne są enzymy termostabilne, działające w podwyższonej 
temperaturze powodującej zmniejszenie lepkości stężonych roztworów cukrów 
(40).

Duże perspektywy ma zastosowanie immobilizowanych lipaz katalizujących re­
akcje hydrolizy, estryfikacji, transestryfikacji i regioselektywnej acylacji (39). Ich za­
letą jest znaczna aktywność katalityczna w środowisku rozpuszczalników organicz­
nych i na granicy faz różniących się polarnością. Opracowano wiele sposobów im­
mobilizacji lipaz od których wyboru zależy aktywność, specyficzność i stabilność 
operacyjna biokatalizatora (10,75-77). Niektóre z tych preparatów są już stosowane 
w przemyśle do produkcji strukturyzowanych lipidów, leków, substancji smako- 
wo-zapachowych i emulgatorów (39). Przykładem strukturyzacji lipidów jest wytwa­
rzanie substytutu masła kakaowego. Opatentowany przez firmy Unilever i Fui Oil 
proces polega na enzymatycznej transestryfikacji olejów: palmowego, słoneczniko­
wego lub oliwkowego z udziałem tristearynoiloglicerolu jako donora grup acylo-
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wych (78,79). Immobilizowaną lipazę z Rhizomucor miehei zastosowano w koncernie 
Unichem International do wytwarzania estrów kwasów tłuszczowych (emolientów) 
służących w kosmetyce do pielęgnacji skóry (80,81). Preparat zaadsorbowanej na 
celicie lipazy z Rhizopus arrhizus okazał się natomiast przydatny do produkcji mono- 
acylogliceroli wykorzystywanych jako emulgatory oraz środki pianotwórcze i że­
lujące (82). Spośród wielu możliwych zastosowań immobilizowanych lipaz należy 
wyróżnić prowadzoną w apolamym środowisku syntezę estrów sacharydów używa­
nych jako biodegradowalne surfaktanty oraz wytwarzanie nadtlenokwasów 
RCOOOH z kwasów karboksylowych utlenianych nadtlenkiem wodoru (39,83). Duże 
znaczenie praktyczne może też mieć przejawiana przez unieruchomione lipazy zdol­
ność katalizowania reakcji przebiegających w środowisku płynów nadkrytycznych 
(SCF), Przeprowadzone w tym zakresie badania dotyczyły m.in. wytwarzania czyste­
go enancjomerycznie ibuprofenu stosowanego jako lek przeciwzapalny i przeciwbó­
lowy (84).

Unieruchomioną papainę, pepsynę łub neutrazę stosuje się w celu zapobiegania 
zmętnieniu piwa podczas przechowywania chłodniczego. Wymienione proteazy hy- 
drolizują znajdujące się w piwie białka wytwarzając oligopeptydy i wolne amino­
kwasy mniej podatne na tworzenie kompleksów z polifenolami strącających się 
w obniżonej temperaturze (4).

Zdolność proteaz do katalizowania w pewnych warunkach syntezy wiązania 
amidowego wykorzystano w procesie przemysłowego wytwarzania aspartamu. 
Główni producenci tej niekalorycznej substancji słodzącej stosują preparaty unie­
ruchomionej termolizyny z Bacillus thermoproteolyticus (85). Syntetyzowany enzy­
matycznie dipeptyd zbudowany jest wyłącznie z kwasu L-asparaginowego i mety­
lowego estru L-fenyloalaniny i nie zawiera reszt aminokwasowych o innej konfigu­
racji, powodujących ograniczenie słodkości aspartamu wytwarzanego metodami 
chemicznymi (54).

Procesy enzymatyczne okazały się też przydatne do produkcji akrylamidu 
CH2=CHC0NH2 z akrylonitrylu CH2CHCN i wody (54). Związek ten stosowany jako 
prekirsor rozmaitych polimerów i flokulantów wytwarzano metodami chemiczny­
mi, Icórych wadą są niepożądane reakcje uboczne. Znacznie większą czystość pro­
duktu zapewnia proces katalizowany hydratazą nitrylową z Rhodococcus rhodochrous 
wykorzystywany obecnie do produkcji akrylamidu w skali ponad 15 000 ton rocznie 
(54).

Odmiennym sposobem wykorzystania enzymów unieruchomionych w mikro- 
kapsułkach jest ich użycie jako komponenta proszków do prania. Otoczka mikro- 
kapsułki służy w tym przypadku jako bariera zabezpieczająca enzym przed inak- 
tywu ącym oddziaływaniem innych składników detergentu podczas jego prze­
chowywania i powinna ulegać destrukcji po wprowadzeniu środka piorącego do 
wod).
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6. Przydatność immobilizowanych enzymów w analityce

Enzymy wchodzą w skład układu detekcyjno-pomiarowego kilku typów biosen- 
sorów charakteryzujących się dużą czułością, szybkością pomiaru i łatwością użycia. 
Są one przydatne do oznaczania cukrów, aminokwasów, kwasów karboksylowych, 
mocznika, polifenoli, pestycydów i wielu innych małocząsteczkowych analitów 
w mieszaninie różnych, często podobnych pod względem budowy chemicznej sub­
stancji. Ze względu na rodzaj generowanego sygnału biosensory enzymatyczne moż­
na podzielić na: elektrochemiczne, optyczne i termiczne (86).

Biosensory elektrochemiczne zawierają enzym osadzony na powierzchni czuj­
nika przetwarzającego zmiany zawartości substratu lub produktu katalizowanej 
reakcji na proporcjonalne zmiany potencjału elektrody, natężenia prądu pomiędzy 
elektrodami referencyjną i pomiarową lub przewodności elektrycznej środowiska 
(87). Jeśli powstający produkt nie pobudza detektora stosuje się kilka immobilizo­
wanych enzymów katalizujących następujące kolejno reakcje, aż do powstania 
substancji wywołującej sygnał. Biosensor przeznaczony do oznaczania sacharozy 
zawiera na przykład p-fruktofuranozydazę katalizującą hydrolizę disacharydu oraz 
oksydazę glukozową utleniającą wytworzoną w poprzedniej reakcji glukozę pod 
wpływem tlenu. Zawartość sacharozy wyznacza się pośrednio mierząc stężenie 
nadtlenku wodoru lub jonów wodorowych uwolnionych podczas dysocjacji kwasu 
glukonowego albo przez pomiar ubytku tlenu zużywanego do utlenienia glukozy 
(88,89).

Do odrębnej grupy klasyfikuje się biosensory z osadzonymi na powierzchni czuj­
nika komórkami drobnoustrojów lub fragmentami tkanek roślinnych lub zwierzę­
cych. Są one sensu stricte biosensorami katalitycznymi ze względu na zaangażowanie 
aparatu enzymatycznego immobilizowanych komórek do generowania sygnału czuj­
nika. Procesy metaboliczne zachodzące w komórkach są przyczyną spadku stężenia 
tlenu w ich otoczeniu lub wydzielania substancji o właściwościach elektrolitu (jak 
np. kwas mlekowy), powodujących wzrost mierzonego konduktometrycznie prze­
wodnictwa próbki. Mikrobiologiczne biosensory są mniej wrażliwe na zmiany tem­
peratury i pH próbek od elektrod z immobilizowanymi enzymami i charakteryzują 
się dłuższym okresem eksploatacji. Ich wadą jest jednak mniejsza selektywność 
oraz dość duże opóźnienie reakcji czujnika (90).

Biosensory elektrochemiczne zawierają zazwyczaj enzymy wytwarzające sub­
stancje, które w środowisku wodnym występują w postaci jonów. Tak działają np. 
elektrody służące do oznaczania mocznika, których potencjał zmieniają kationy 
NH4‘*' powstające pod wpływem ureazy (91). Drugą grupą często używanych bioka- 
talizatorów są oksydoreduktazy stosowane w elektrodach służących do amperome- 
trycznego pomiaru stężenia analitu. W przypadku immobilizacji oksydoreduktaz 
ważne jest zapewnienie transportu elektronów pomiędzy cząsteczkami enzymu 
a elektrodą. Przeprowadza się w tym celu modyfikację powierzchni czujnika sub­
stancjami pośredniczącymi w przekazywaniu elektronów lub pułapkuje się enzym
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W polimerach redoksowych tworzących warstwę oddzielającą wnętrze elektrody od 
analizowanej próbki (92).

Selektywność i powtarzalność pomiarów zależy głównie od specyficzności im- 
mobilizowanego enzymu, ale można ją dodatkowo zwiększyć oddzielając enzym od 
roztworu próbki membranami o selektywnej przepuszczalności ograniczającymi do­
stęp substancji przeszkadzających lub pokrywając enzymem elektrody jonoselek­
tywne. Nowsze generacje czujników elektrochemicznych zawierają enzym immobi- 
lizowany na membranie mającej kontakt z bazą tranzystora polowego. Zmiana po­
tencjału bazy wywołana jonami generowanymi podczas katalizowanej reakcji wy­
wołuje zależne od stężenia analitu zmiany natężenia prądu przepływającego przez 
tranzystor (86,93).

Biosensory z przetwornikami amperometrycznymi lub potencjometrycznymi 
służą m.in. do oznaczania różnych składników i zanieczyszczeń żywności. Elektrody 
z unieruchomionymi oksydoreduktazami stosuje się np. do pomiaru zawartości eta­
nolu i kontroli przebiegu fermentacji piwa i wina (94). Skonstruowano też analizato­
ry przydatne do określania świeżości ryb, wykorzystując w tym celu immobilizo- 
waną 5’nukleotydazę, fosforylazę nukleotydów i oksydazę ksantynową lub oksydazy 
umożliwiające oznaczenie zawartości histaminy, putrescyny i kadaweryny (94). 
Zmiany przewodnictwa elektrycznego pod wpływem wytwarzanych przez drobno­
ustroje metabolitów wykorzystano w zestawach używanych do pomiaru zanieczysz­
czenia mikrobiologicznego żywności przekraczającego 10® komórek/ml (86,95).

W biosensorach katalitycznych można wykorzystać enzymy generujące substan­
cje nie nadające się do oznaczenia metodami elektrochemicznymi. Źródłem sygnału 
odzwierciedlającego stężenie analitu są w tym przypadku przetworniki optyczne 
lub kalorymetryczne. Do pomiarów kalorymetrycznych stosuje się termistory z unie­
ruchomionym na ich powierzchni enzymem, które mierzą zmiany temperatury spo­
wodowane wydzielaniem ciepła katalizowanej reakcji. Niedogodnością tych urzą­
dzeń jest duży wpływ ewentualnych strat ciepła na dokładność pomiarów bardzo 
małych zmian temperatury, rzędu 0,005-0,03°C (96).

Immobilizowane biokatalizatory znajdują się też w biosensorach optycznych 
służących do pomiaru stężenia analitu na podstawie wywołanych reakcją enzyma­
tyczną zmian luminescencji, fluorescencji lub absorpcji promieniowania UV-V1S (97). 
Zaletą takich biosensorów jest możliwość badania próbek o bardzo małej objętości. 
Umożliwia to miniaturyzacja sondy, którą stanowi końcówka światłowodu z unieru­
chomionym enzymem. Na drugim końcu światłowodu znajduje się natomiast system 
detekcji analizowanego promieniowania oraz źródło promieniowania wzbudzają­
cego fluorescencję lub światła niezbędnego do spektrofotometrycznego pomiaru 
zmian stężenia chromoforów, zanikających lub wytwarzanych podczas reakcji enzy­
matycznej. Sonda niektórych biosensorów optycznych zawiera oprócz immobilizo- 
wanego enzymu luminofory emitujące promieniowanie pod wpływem produktów 
reakcji lub mikroorganizmy przejawiające zdolność do bioluminescencji (86,98). 
Biosensory optyczne są m.in. przydatne do oznaczeń związków biologicznie czyn­
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nych i aktywności enzymów oraz do śledzenia przebiegu procesów biochemicznych 
związanych np. z przemianami ATP i NADH (86).

7. Bioogniwa

Drobnoustroje lub immobilizowane oksydoreduktazy są wykorzystywane w og­
niwach paliwowych wytwarzających energię elektryczną z alkoholi, kwasu mlekowe­
go, glukozy lub innych substratów (99-101). Zasilane etanolem ogniwo paliwowe za­
wiera np. dehydrogenazę alkoholową unieruchomioną na złotej folii pełniącej funk­
cję anody. Izolacyjne właściwości białka praktycznie uniemożliwiają bezpośrednią 
wymianę elektronów pomiędzy elektrodą, a centrum katalitycznym enzymu. Ko­
nieczne jest zatem stosowanie substancji pośredniczących (mediatorów) ulegają­
cych pod wpływem enzymu utlenianiu albo redukcji (lys. 5). Stosuje się w tym celu 
fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, błękit metylenowy lub inne 
substancje, których wybór zależy od rodzaju używanej oksydoreduktazy (102). Skut­
kiem utlenienia alkoholu jest redukcja mediatora, regenerującego się po przekaza­
niu pobranego elektronu na anodę. Kationy H+ uwalniane podczas reakcji przeni­
kają przez przepuszczalną dla protonów membranę do przestrzeni katodowej, 
gdzie łączą się z tlenem atmosferycznym, który przejmując elektrony dopływające 
przez obwód zewnętrzny redukuje się do jonu tlenkowego, a ten łączy się z proto­
nami tworząc wodę (102). Katalizatorem tej reakcji jest np. wykonana z platyny ka­
toda. Zasilane etanolem ogniwo paliwowe wytwarza siłę elektromotoryczną 0,34 V 
przy gęstości prądu 0,53 pA/cm^ elektrody (103).

Opracowano już wiele typów elektrod różniących się rodzajem immobilizowanej 
oksydoreduktazy i mediatora (104). Są one przydatne w miniaturowych ogniwach 
paliwowych dostarczających energii dla telefonów komórkowych i przenośnych 
komputerów. Ogniwa zasilane znajdującą się we krwi glukozą mogą być wykorzy­
stane w medycynie, np. do zasilania rozruszników serca lub monitorowania stanu fi­
zjologicznego organizmu. Anoda tych ogniw zawiera oksydazę glukozową immobi- 
lizowaną na warstwie polimeru o właściwościach oksydacyjnoredukcyjnych (104).

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe składają się też z odrębnych przedziałów 
anodowego i katodowego oddzielonych przepuszczalną dla jonów membraną. 
W przedziale anodowym odbywa się przeprowadzana w warunkach beztlenowych 
hodowla względnego tlenowca. Wskutek braku tlenu elektrony wytwarzane w pro-

anoda

substrat

produkt
Rys. 5. Schemat przekazywania elektronu z substratu 

na elektrodę enzymatycznego ogniwa paliwowego (M zre­
generowana forma mediatora).
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Cesie glikolizy substratu, są podczas fosforylacji przenoszone na wprowadzony do 
podłoża hodowlanego zewnętrzny akceptor elektronów (mediator), którym może 
być: żelazicyjanek potasu, fiolet metylowy, czerwień obojętna, kwasy huminowe lub 
2-hydroksy-l,4-naftochinon (105,106). Podobnie jak w ogniwach enzymatycznych, 
transfer elektronów na anodę wywołuje regenerację mediatora, co umożliwia ponow­
ne jego wykorzystanie. Stosowanie mediatora jest zbędne w przypadku Shewanella 
putrefacienSy Aeromonas hydrophila i innych bakterii korzystających z energii uzyski­
wanej podczas redukcji związków Fe(Ill) (107,108). Cytochromy tych mikroorganiz­
mów są wbudowane w błonę komórkową i mogą przekazywać elektrony bezpośred­
nio na anodę ogniwa (109). jednym z wielu możliwych zastosowań mikrobiologicz­
nych ogniw paliwowych jest ich wykorzystanie do otrzymywania energii elektrycz­
nej z rozmaitych substancji odpadowych i ścieków.

8. Podsumowanie

Dalszy postęp w zakresie stosowania immobilizowanych enzymów będzie przy­
puszczalnie polegał na szerszym niż dotychczas wykorzystaniu mało dotychczas po­
znanych enzymów z ekstremofili, działających w warunkach umożliwiających opra­
cowanie nowych lub udoskonalenie dotychczas istniejących technologii. Rozpow­
szechni się też stosowanie enzymów o strukturze udoskonalonej metodami inżynie­
rii genetycznej w celu poprawienia ich aktywności, specyficzności, termostabilności 
i odporności na działanie czynników denaturujących białka oraz enzymów z se­
kwencjami aminokwasów wprowadzonymi w celu ułatwienia immobilizacji. Duże 
znaczenie będzie miało sprzęganie białka z polimerami, których właściwości można 
regulować pod wpływem odpowiednich bodźców wywieranych na środowisko reak­
cji.
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