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1.Wprowadzenie

ednym z posrednich produktéw przemystu cukrowniezego jest inwert (cu-
kier inwertowany) — mieszanina glukozy i fruktozy, powstajgea na dro-
dze hydrolizy sacharozy (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat hydrolizy sacharozy.

Inwert jest wykorzystywany przez wiele galezi przemystu ze wzgledu na
jego lepsza rozpuszezalnos¢ oraz wiekszg stodkos¢ w poréwnaniu z saeharozg
(1,3 w skali przyjmujaeej stodkos¢ saeharozy jako 1,0). Jest on stosowany
m.in. do produkeji ezekolady oraz etanolu i kwaséw organicznyeh, a takze
do dokarmiania pszczét (1).

Cukier inwertowany jest obecny w naturalnym surowym soku pochodzacym
z burakéw cukrowych, w ktorym jego zawartos¢ wynosi okoto 1% suehej masy
(wedlug danyeh Michigan Sugar Company z lat 1966-1967 (2)). Wystepuje on



Zastosowanie immobilizowanej inwertazy do eiagtej produkcji inwertowanej sacharozy 227

rowniez w sacharozie produkowanej przemystowo. Polska Norma PN-72/A-
74850 dopuszcza zawartos¢ 0,04% inwertu w suchej masie sacharozy (3).

Inwert otrzymywany jest na skale przemystowag za pomoca trzech metod:
z uzyciem silnie kwasowego kationitu, na drodze inwersji kwasowej na gorgaco
oraz za pomocg inwersji enzymatycznej (2).

Najkorzystniejszg z nich jest metoda enzymatyczna, w ktorej stosuje sie
inwertaze (p-fruktofuranozydaze, EC 3.2.1.26.). Enzym ten obniza energie
aktywaciji reakcji hydrolizy sacharozy do wartosci 48,15 KJ/mol, podczas
gdy wielkos¢ ta dla reakcji przebiegajacej bez udziatu inwertazy, a jedynie
w obecnosci jonéw wodorowych wynosi 108,86 KJ/mol (4).

Przemyst cukrowniczy wykorzystuje zwykle do rozkiadu sacharo2” prepa-
raty enzymatyczne zawierajgce inwertaze. Cukrownie otrzymujg na skale prze-
mystowg tg droga inwertowany cukier o zawartosci 50% mieszaniny glukozy
i fruktozy w suchej masie.

Stosujgc w procesie przemystowym inwertaze rozpuszczalng, w kazdym
cyklu produkcyjnym traci sie uzyta porcje enzymu, ktoéry ulega inaktywaciji
termicznej podczas dalszej obrébki produktu. Postepem w zastosowaniu en-
zymoOw w procesach przemystowych jest ich immobilizacja na nierozpusz-
czalnych matrycach, co pozwala na zmniejszone zuzycie biokatalizatora przez
jego wielokrotne wykorzystanie.

Metody unieruchamiania enzymoéw polegaja na chemicznym wigzaniu
akt}wnych grup w biatkach (NH2, COOH) z aktywowanymi nosnikami. Sto-
sowane w tym celu matryce réznig sie m.in. pochodzeniem chemicznym,
wielkoscig czastek, iloscig i srednicg poréw, powierzchnia catkowita i iloscig
aktywnych grup chemicznych zdolnych do wigzania enzymu na powierzchni
czagstek. Nosnikami mogg by¢ m.in. kuliste szklo porowate (CPG) i piasek
szklarski, ktére posiadaja duzg odpornos¢ na Scieranie mechaniczne.

Aby nosniki mogly efektywnie wigza¢ czgsteczki enzymow trzeba je spe-
cjalnie aktywowac. Szkio porowate aktywuje sie na przykiad przez przyia-
czenie y-aminopropyltrojetoksysilanu (APTES) i aldehydu glutarowego.

W wykonanych przez nas doswiadczeniach zmierzaliSmy do obnizenia ko-
sztow i usprawnienia produkcji cukru inwertowanego dzieki wykorzystaniu
immobilizowanej inwertazy. PrzeprowadziliSmy w tym celu optymalizacje im-
mobilizacji tego enzymu na wybranych nosnikach, a nastepnie zastosowali-
Smy uzyskany unieruchomiony preparat do inwersji sacharo2”y. Badaniami
objelismy takze dobdr najkorzystniejszych warunkdéw ciaglej inwersji roztwo-
ru sacharozy technikg kolumnowag z uzyciem unieruchomionego enzymu.

2. Materiaty i metody

w przeprowadzonych badaniach uzywaliSmy handlowego preparatu in-
wertazy z drozdzy piekarniczych Saccharomyces cereuisiae firmy Novo Nor-
disk (Dania). Preparat zawierat 19,1% biatka oraz (NH4)2S04.

Nosnikami stosowanymi do immobilizacji inwertazy byly: piasek szklarski
(frakcja 380-430 pm), szkio porowate (CPG) (POCH Gliwice, frakcja 200-250 pm).
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Zel krzemionkowy (Si-Gel) (Lubelskie Przedsiebiorstwo Przemystowo-Handlowe
Odczynniki Chemiczne, frakcja 200-250 |im) oraz kruszony pumeks (Fluka,
Germany). Na powierzchnie trzech pierwszych nosnikéw wprowadzaliSmy grupy
hydroksylowe. W tym celu gotowaliSmy 10-gramowe porcje nosnika z 5%
HNO3 przez 45 minut, pozostawialiSmy na 12-24 godziny w temperaturze
pokojowej, po czym usuwaliS§my HNO3 poprzez wielokrotne odptukiwanie wo-
da destylowang. Wszystkie nosniki po wysuszeniu aktywowalismy APTES (5),
mieszajac przez 30 minut 10-gramowe porcje kazdego z nich z 50 ml 2%
roztworu APTES w acetonie. Po tym czasie nosnik odsaczaliSmy i suszyliSmy
przez 24 godziny w temperaturze 45°C. Innym sposobem aktywacji nosnikow
po wprowadzeniu na ich powierzchnie grup hydroksylowych bylo pokrywanie
7,5% poliakrylamidem (6). Na powierzchnie aktywowanych obiema metodami
nosnikdw wprowadzaliSmy aldehyd glutarowy jako lgcznik przestrzenny po-
zwalajacy na zwigzanie biatka enzymatycznego poprzez jego grupy aminowe.
W tym celu mieszaliSmy 1-gramowe porcje aktywowanego nosnika z 5 ml 5%
aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 4,7 i przez 30
minut odpowietrzaliSmy przy uzyciu pompy olejowej, po czym odstawialiSmy
na 30 minut w zamknietej kolbce. Nastepnie starannie odptukiwaliSmy alde-
hyd glutarowy 0,01 M buforem fosforanowym o pH 4,7. Utworzone wigzania
podwadjne w powstatych zwigzkach o charakterze zasad Schiffa redukowalismy
przy uzyciu NaBH4 przez 5 minut w temperaturze 4°C. Nastepnie nosnik
przeptukiwaliSmy 500 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 4,7. Tak przygo-
towane matryce sprzegaliSmy z inwertaza, wykorzystujgc w tym procesie wol-
ne grupy aminowe enzymu.

Sprzeganie nosnika z enzymem przeprowadzaliSmy w dwdch etapach. Pier-
wszy obejmowat czterogodzinne wytrzgsanie 1 grama nosnika z 5 ml 0,1 M
buforu fosforanowego o pH 4,7, zawierajgcego biatko o aktywnosci inwertazy
w ilosci 15-40 mg. Proces ten prowadziliSmy w temperaturze pokojowej. W na-
stepnym etapie enzym wigzat sie z nosnikiem w temperaturze 4°C przez 12
godzin. Po tym czasie pozostaly w roztworze nie zwigzany enzym oddzielali-
Smy od nosnika za pomoca starannego odptukiwania 0,1 M buforem fosfo-
ranowym o pH 4,7.

Czes¢ doswiadczen nad unieruchamianiem inwertazy na wybranych nos-
nikach przeprowadzaliSmy z uzyciem enzymu uprzednio odsolonego na ko-
lumnie wypetnionej Sephadeksem G-25 (10x25 cm). Na kolumne naniesliSmy
5 g firmowego preparatu inwertazy rozpuszczonego w 200 ml 0,1 M buforu
fosforanowego o pH 4,7, a nastepnie przemywaliSmy ja woda destylowana.
Frakcje zawierajgce biatko, a pozbawione soli taczyliSmy i liofilizowalismy.

Oznaczanie zawartosci biatka przeprowadzaliSmy metoda Lowiy’ego w mo-
dyfikacji Schacterle i Pollacka (7).

Aktywnos¢ inwertazy oznaczaliSmy w temperaturze 30°C z uzyciem sa-
charozy jako substratu. Stezenie glukozy uwolnionej z sacharozy przez in-
wertaze oznaczaliSmy spektrofotometrycznie za pomoca testu enzymatyczne-
go (oksydaza glukozy, peroksydaza, O-dwuanizydyna) (8) lub metodag tolui-
dynowa (9). Aktywnos¢ immobilizowanej inwertazy wyrazaliSmy w nanoka-
talach (nkatal) w przeliczeniu na 1 g nosnika z immobilizowanym enzymem.
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3. Omowienie wynikow

Pierwszy etap doswiadczen obejmowat opracowanie optymalnych wa-
runkéw dla reakcji rozktadu sacharozy do glukozy i fruktozy przez inwer-
taze zaréwno rozpuszczalng, jak i immobilizowang na szkle porowatym,
aktywowanym y-aminopropyltrojetoksysilanem (APTES-CPG) i potaczonym
z aldehydem glutarowym. Do immobilizacji uzylismy 15 mg biatka inwer-
tazy/5 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 4,7/1 g wilgotnego nosnika.
W efekcie otrzymalismy nos$nik zawierajacy 5,7 mg bialka inwertazy/l g
matrycy.

W nastepnym etapie badan przewidywaliSmy ustalenie takich warunkow
reakcji, dla ktérych nastgpi maksymalny rozkiad roztworu sacharozy przez
inwertaze rozpuszczalng i immobilizowang. W celu okreslenia optymalnej
ilosci stosowanego enzymu przyjeliSmy nastepujace warunki reakcji: dla in-
wertazy rozpuszczalnej — 15 minut reakcji z 5 ml 10% sacharozy, a dla
inwertazy immobilizowanej — 30 minut reakcji z 5 ml 10% sacharozy, gdyz
po wstepnych doswiadczeniach okazato sie, ze 15-minutowy czas reakcji jest
zbyt kroétki dla przeprowadzenia efektywnego rozkiadu substratu przez in-
wertaze unieruchomiong na nosniku. Wyniki doswiadczen przedstawione na
rysunku 2 pozwalajg stwierdzi¢, ze w tych warunkach reakcji maksymalng
ilos¢ glukozy uwolnionej enzymatycznie z sacharozy osigga sie stosujac od-
powiednio 100 |ig biatka inwertazy rozpuszczalnej i 200 mg inwertazy im-
mobilizowanej na 1 ml mieszaniny reakcyjnej. W obu przypadkach ilos¢ wy-
tworzonej glukozy wynosi okoto 5%, co stanowi okoto 50% roztozonej sacha-
rozy. Dalsze zwiekszanie ilosci biatka enzymatycznego zaréwno rozpuszczal-
nego jak i immobilizowanego stosowanego w reakcji hydrolizy sacharozy nie
wpltywa na zwiekszanie ilosci wytwarzanej glukozy. Na podstawie otrzyma-
nych wynikéw wnioskujemy, ze do produkcji inwertu na wiekszg skale moz-
na uzy¢ okoto 50 mg nosnika/ml mieszaniny reakcyjnej, uzyskujac wydaj-
nos¢ hydrolizy roztworu sacharozy nizszg jedynie o okoto 20% w poréwnaniu
z zastosowaniem 200 mg nosnika/ml mieszaniny reakcyjnej (rys. 2).

Stosujgc dobrane doswiadczalnie ilosci inwertazy rozpuszczalnej i immo-
bilizowanej zbadaliSmy wptyw stezenia sacharozy (5-50%) na ilos¢ glukozy
uwolnionej enzymatycznie z substratu (rys. 3). Inwertaza rozpuszczalna
uwolnita maksymalng ilos¢ glukozy z 20% roztworu sacharozy, ktdra ulegta
hydrolizie w 48%, a inwertaza immobilizowang na APTES-CPG — z 25%
roztworu sacharozy, rozkladajgc ja w 50,8%.

Zbadalismy wptyw czasu reakcji hydrolizy sacharozy na ilos¢ otr2ymywanej
glukozy w wybranych optymalnych warunkach reakcji: 20% stezenie sacha-
rozy i 100 |ig biatka enzymatycznego/ml mieszaniny reakcyjnej dla inwertazy
rozpuszczalnej oraz 25% stezenie sacharozy i 200 mg APTES-CPG z immo-
bilizowang inwertaza/ml mieszaniny reakcyjnej. WykazaliSmy, ze maksymalne
stezenie glukozy (okoto 11,5%) w ptynie poreakcyjnym obserwuje sie w przy-
padku enzymu rozpuszczalnego po uptywie 45 minut, a w przypadku enzymu
unieruchomionego (okoto 8,9%) po uptywie 30 minut (rys. 4). Uzyskane wyniki
Swiadcza, ze reakcja przy uzyciu rozpuszczalnej inwertazy z optymalnym dla
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Rys. 2. Wplyw ilosci inwertazy na ilos¢ glukozy otrzymanej w reakcji hydrolizy sacharozy.
Reakcje przeprowadzano w temperaturze pokojowej na wstrzgsarce. Warunki reakcji; dla inwer-

tazy rozpuszczalnej — 15 min reakcji z 5 ml 10% sacharozy, dla inwertazy immobilizowanej na
APTES-CPG — 30 min reakcji z 5 ml 10% sacharozy. llo$¢ uzytej inwertazy rozpuszczalnej
podano w pg/ml mieszaniny reakcyjnej, a inwertazy immobilizowanej — w mg nosnika ze zwig-

zanym enzymem/ml mieszaniny reakcyjne;j.

Rys. 3. Wplyw stezenia sacharozy na ilos¢ glukozy otrzymanej w reakcji hydrolizy sacharozy
przez inwertaze rozpuszczalng i immobilizowanag na APTES-CPG. Reakcje przeprowadzano w tem-
peraturze pokojowej na wstrzasarce z uzyciem 5 ml roztworu sacharozy. Warunki reakcji: dla
inwertazy rozpuszczalnej — 15 min reakcji i 100 pg enzymu/ml mieszaniny reakcyjnej, a dla
inwertazy immobilizowanej na APTES-CPG — 30 min reakcji i 200 mg nosnika z immobi-
lizowanym enzymem/ml mieszaniny reakcyjnej.
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czas reakcji hydrolizy sacharozy w minutach

Rys. 4. Wplyw czasu reakcji inwertazy rozpuszczalnej i immobilizowanej na APTES-CPG na
ilos¢ glukozy otrzymanej w reakcji hydrolizy sacharozy. Reakcje przeprowadzano w temperaturze
pokojowej na wstrzgsarce. Warunki reakcji: dla inwertazy rozpuszczalnej — 5 ml 20% sacharozy
i 100 gg inwertazy/ml mieszaniny reakcyjnej, dla inwertazy immobilizowanej na AFTES-CPG —
5 ml 25% sacharozy i 200 mg nosnika ze zwigzanym enzymem/ml mieszaniny reakcyjnej.

niej stezeniem substratu (20% sacharozy) trwa 45 minut, zanim stezenie
produktu (mieszaniny glukozy i fruktozy) osiggnie maksimum, czyli o 15 minut
diuzej niz przy uzyciu inwertazy immobilizowanej (lys. 4).

Zoptymalizowane warunki reakcji wykorzystaliSmy w badaniach aktyw-
nosci inwertazy immobilizowanej na r6znych matrycach (tab. 1). Okazalo sie
jednak, ze dia niektoérych préb enzymu unieruchomionego na piasku szklar-
skim i zelu krzemionkowym 25% stezenie sacharozy byto zbyt wysokie. Ob-
nizytismy je zatem do 10%. UjednoliciliSmy takze warunki reakcji: 1 g nos-
nika z immobilizowanym enzymem inkubowalismy w 30°C z 5 ml 10% roz-
tworu sacharozy w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 4,7 w ciagu 30 minut.

Inwertaze unieruchamialiSmy na nastepujacych nosnikach: szkle porowa-
tym (CPG), piasku szklarskim, zelu krzemionkowym i kruszonym pumeksie.
Stosowalismy dwa sposoby aktywacji nosnikéw (pokrywanie y-aminopro-
pyltréjetoksysilanem lub poliakrylamidem), a do immobilizacji uzyliSmy pre-
paratu enzymatycznego firmowego i odsolonego na Sephadeksie G-25, po-
niewaz zaobserwowaliSmy, ze handlowy enzym, zawierajacy (NH4)2S04, wy-
trgca sie w trakcie immobilizacji. Dla kazdego unieruchomionego preparatu
okreslalismy ilos¢ zwigzanego biatka, wydajnos¢ immobilizacji oraz aktyw-
nos¢ uzyskanego preparatu natychmiast i po 12 godzinach od ukonczenia
procesu unieruchamiania. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen ujelismy
w tabeli 1. Sposréd badanych nosnikéw najlepsza zdolnos¢ wigzania biatka
enzymatycznego wykazalo szkio porowate aktywowane y-aminopropyhroéje-
toksysilanem (APTES-CPG), ktoére wigzalo 6-12 mg biatka enzymatycznego/l g
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matrycy (zaleznie od rodzaju uzytego preparatu). Kruszony pumeks wigzat
okoto 4 mg biatka enzymatycznego/l g nosnika, natomiast pozostate nosniki
(zel krzemionkowy i piasek szklarski) immobilizowaly znacznie mniej inwer-
tazy niz szkio porowate (tab. 1).

Tabela 1
Optymalizacja immobilizacji inwertazy (preparat firmowy oraz odsolony)
NA CZTERECH WYBRANYCH NOSNIKACH

Rodzaj nosnika Rodzaj aktywacii Preparat firmowy Preparat odsolony
B c D A B c D
piasek szklarski APTES 0 0 0 0 0,75 4,10 0,8 0,8
poliakrylamid 0,52 3,20 2,3 1.7 0,00 0,00 0 0
pumeks APTES 3,37 24,33 246 240,8 4,17 2549 295 2958
kruszony poliakrylamid 079 534 105 754 1,00 588 121 711
zel APTES 2,38 16,29 20,3 188 4,20 2567 27,8 26,5
krzemionkowy o jiakrylamid 157 1229 143 0 3,65 24,14 231 0,8
szkio porowate APTES 5,70 30,97 446 437,1 11,83 72,03 451 4439
poliakrylamid 6,57 51,45 462 18,8 6,30 41,66 412 82,3

Kazdorazowo do immobilizacji uzyto enzym w proporcji 15 mg biatka/l g wilgotnego nosnika.
Aktywnos¢ inwertazy oznaczano, inkubujgc 1 g wilgotnego nosnika z immobilizowanym enzymem

z 5 ml 10% roztworu sacharozy w ciggu 30 minut, ze wstrzgsaniem. A — ilos¢ biatka zwigzanego
z nosnikiem w mg/g nosnika: B wydajno$¢ immobilizacji w %; C — aktywno$¢ immobi-
lizowanej inwertazy mierzona bezposrednio: D — po uptywie 12 godzin od procesu uniemcha-

miania, wyrazona w nkatalach/g nosnika.

Wykazalismy, ze sposob aktywaeji nosnika ma bardzo istotny wplyty na
trwatos¢ unieruchamianego enzymu. StwierdziliSmy na przykiad, ze pokry-
wanie szkla porowatego badz zelu krzemionkowego poliakrylamidem powo-
duje szybka utrate aktywnosci inwertazy unieruchomionej na tak przygoto-
wanym nosniku. Spada ona do kilku procent aktywnosci poczatkowej w cia-
gu 12 godzin po procesie immobilizacji. Dla poréwnania, inwertaza unieru-
chomiona na /VPTES-CPG zachowuje w ciggu co najmniej 12 godzin peilng
aktywnos¢ poczatkowg (tab. 1).

ZauwazyliSmy, ze w przypadku stosowania odsolonego preparatu inwer-
tazy ilos¢ enzymu zwigzanego przez nosnik jest wieksza w poréwnaniu z en-
zymem nieodsolonym (tab. 1). Majae to na wzgledzie przeprowadziliSmy pro-
by immobilizacji inwertazy na /VPTES-CPG, stosujgc rézne stezenia roztworu
enzymu odsolonego (15-40 mg/l g nosnika, tab. 2). Zaobserwowalism/, ze
najwyzszg wydajnos¢ (72,03%) uzyskaliSmy uzywajac 15 mg biatka/l g nos-
nika, zas$ duzg ilos¢ unieruchomionego biatka (19,49 mg/l g nosnika) stwier-
dziliSmy juz przy zastosowaniu 25 mg enzymu/l g wilgotnego nosnika. Wy-
zsze stezenia enzymu (30 i 40 mg/l g nosnika) nie powodowaly znaczgacego
wzrostu ilosci immobilizowanej inwertazy, zas$ wydajnos¢ procesu ulegata
znacznemu obnizeniu.
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Rys. 5. Wptyw tempa przeplywu substratu (roztwor sacharozy w wybranych stezeniach) przez
kolumne o wymiarach 0,7 x 27 cm wypetniong inwertazg immobilizowanag (10,4 mg enzymul/l g
APTES-CPG) na stezenie glukozy powstatej w reakcji enzymatycznej. Reakcje przeprowadzano
w temperaturze pokojowej. Wartosci liczbowe podane w ramkach przedstawiaja Srednie ilosci
sacharozy roztozonej do glukozy i fruktozy w stosunku do catkowitej ilosci sacharozy poddawanej
reakcji.

Tabela 2
Whpiyw stezenia roztworu inwertazy uzytej do immobilizacji na szkle porowatym pokrytym siijvnem
| AKTYWOWANYM ALDEHYDEM GLUTAROWYM (APTES-CPG) NA WYDAINOSC PROCESU

llo§¢ odsolonego enzymu uzytego
do immobilizacji, w mg/l g nosnika

15 25 30 40
ilos¢ biatka inwertazy zwigzanego z nosnikiem
- 11,83 19,49 22,02 24,22
w mg/g nosnika
wydajnos¢ procesu immobilizacji w % 72,03 67,49 63,90 56,36

W kolejnych doswiadczeniach wykorzystaliSmy kolumne (0,7 x 27 cm) z im-
mobilizowang inwertazga. Produkcja cukru inwertowanego zachodzita wow-
czas podczas przemywania kolumny roztworem sacharozy. Do formowania
kolumny uzyliSmy szkia porowatego (APTES-CPG) zawierajacego 10,4 mg
biatka inwertazy/! g nosnika. ZbadaliSmy zdolnos¢ tej kolumny do produkcji
cukru inwertowanego z roztworéw sacharozy o stezeniach 5,10,20 i 30%,
przy szybkosci przeptywu substratu przez kolumne wynoszacym 1-25 ml na
minute (rys. 5 i 6).

Najlepsze rezultaty uzyskaliSmy dla roztworéw substratu o stezeniach z za-
kresu 10-20%. Dla tych stezen sacharozy przy tempie przept3avu substratu
przez kolumne réwnym 5 ml/min otrzymano odpowiednio 53 i 43% wydaj-
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tempo przeptywu substratu przez kolumne w ml/min

Rys. 6. Wplyw tempa przeptywu substratu (roztwér sacharozy w wybranych stezeniach) przez
kolumne o wymiarach 0,7 x 27 cm wypeiniong inwertaza immobilizowana (10,4 mg enzymu/l g
APTES-CPG) na stezenie sacharozy pozostatej w plynie poreakcyjnym. Reakcje przeprowadzano
w temperaturze pokojowej. Wartosci liczbowe podane w ramkach przedstawiajg $rednie ilosci
sacharozy roztozonej do glukozy i fruktozy w stosunku do catkowitej ilosci sacharozy poddawanej
reakcji.

nos$¢ hydrolizy (rys. 5 i 6). Zwiekszenie stezenia saeharozy do 30% spowo-
dowato obnizenie wydajnosei reakeji do 33%. Niewiele nizszy stopien rozkia-
du saeharozy uzyskuje sie utrzymujgc tempo przeptywu w zakresie 10-
-20 ml/min (lys. 5 i 6). Powyzej tych wartosci tempa przeplywu, stezenia
glukozy w eluacie dalej nieznacznie maleja, szczegodlnie w przypadku stezen
substratu powyzej 10% (rys. 5). Tempo przeptywu wynoszgce 20 mlil/min
uznaliSmy zatem za zadowalajgce.

Stwierdzilismy, ze inwertaza unieruchomiona na APTES-CPG badana w do-
Swiadczeniach z uzyciem kolumny wykazuje duzg stabilnos¢ i w warunkach
eksperymentalnych zachowuje 80% swej poczatkowej aktywnosci po uptywie
120 dni (rys. 7).

Biorgc pod uwage, ze podczas dlugotrwatego i wielokrothego uzywania
kolumny z immobilizowang inwertazg mozliwa jest inakt3wacja tego enz}Tnu,
zbadaliSmy stopien utraty aktywnosci inwertazy immobilizowanej na APTES-
CPG w trakcie ciagtej pracy kolumny (0,7 x 27 cm) przez 5 godzin, przepu-
szczajac przez nig 10% roztwor sacharozy w 0,1 M buforze fosforanowym
o pH 4,7 w tempie 20 ml/min. W tych warunkach inwertaza w sposéb ciagty
przeprowadzata inwersje sacharozy w 50% (rys. 8). Dalo to 60 g cukru in-
wertowanego w ciggu ! godziny. Uzyskany wynik wskazuje na utrzymanie
sie aktywnosci immobilizowanej inwertazy na tym samym poziomie w czasie
trwania doswiadczenia. Eksperyment powtorzyliSmy po tygodniu, a nastepnie
po dwdch, uzyskujac te same wyniki. Potwierdza to, ze kolumna z immobi-
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czas pracy kolumny w dniach

Rys. 7. Stabilno$¢ operacyjna inwertazy immobilizowanej na APTES-CPG upakowanej w ko-
lumnie o wymiarach 0,7 x 27 cm. Poczatkowa aktywnos¢ wynosita 446,5 nkatala/1 g nosnika.

t Legenda

stezenie glukozy w plynie poreakcyjnym w %
stezenie sacharozy w plynie poreakcyjnym w %

100 150 200

czas pracy kolumny w minutach

Rys. 8. Aktjrwnos¢ inwertazy immobilizowanej (10,4 mg/l g APTES-CPG) wypetniajacej ko-
lumne o wymiarach 0,7 x 27 cm okreslana wobec 20% sacharozy. W doswiadczeniu stosowano

ciggle tempo przeplywu substratu przez kolumne wynoszace 20 ml/min i utrzymywano je przez
5 godzin.
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lizowang inwertazg pozostaje w pelni aktywna przez diugi czas i jest zdoita
do efektywnego wytwarzania cukru inwertowanego. Teoretycznie po powie-
kszeniu kotumny do wymiaréw 10 x 50 cm mozna by zatem otrzymywac¢ z |0Yo
sacharozy 10 kg inwertu na godzine.

4. Podsumowanie

PrzeprowadziliSmy préby immobitizacji inwertazy na czterech nierozpuszczal-
nych nos$nikach nieorganicznych (piasek, zel krzemionkowy, kruszony pumets
oraz szkio porowate). ZbadaliSmy mozliwos¢ zastosowania tak uzyskanych pre-
paratow do ciagtej produkcji cukru inwertowanego. Optymalng matryca do
uniemchamiania inwertazy okazalo sie szklo porowate (CPG, wielkos¢ porcw
31 jLim). Zoptymalizowalismy wamnki produkcji cukru inwertowanego przez in-
mobilizowang inwertaze, takze z uzyciem kolumny. Kolumna (0,7 x 27 cm) upa-
kowana immobilizowang inwertazg mogta w optymalnych warunkach rozktadac¢
sacharoze do glukozy i fruktozy w ilosci 60 g/h. Unieruchomiony enzym wypet-
niajacy kolumne pozostawat w peini aktywny przez 120 dni.

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych doswiadczeniach swiadczg o tym,
ze mozliwa jest szybka i skuteczna hydroliza roztworéw sacharozy do glukozy
i fruktozy przez inwertaze immobilizowana. Zachecajg one do dalszych badan
w kierunku poszukiwania innych, tanich i nietoksycznych nosnikow, ktére
mogtyby by¢ wykorzystane na skale przemystowa do ciagtej produkcji inwer-
tu metoda kolumnowa.
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Application of immobilized invertase for continuous production of inverted
sucrose

Summary

Four inorganic supports (sand, silica gel, crushed pumice and controlled-pore glass) were
used for immobilization of invertase. The possibility of application of thus obtained immobilized
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enzyme in continuous production of inverted sugar was tested. The best support for immobi-
lization of invertase was controlled-pore glass (CPG, average pore size of 31 mm). The conditions
of production of inverted sugar by immobilized enzyme were optimised (also in column). Under
the optimised the column (dimensions: 0.7x27 cm) with immobilized invertase was able to
degrade sucrose to glucose and fructose in an amount of 60 g/h. Immobilized invertase in the
column remained fully active for 120 days.
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immobilization, invertase, inorganic supports, column, sucrose degradation.
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