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1. Wprowadzenie

Jednym z pośrednich produktów przemysłu cukrowniezego jest inwert (cu­
kier inwertowany) — mieszanina glukozy i fruktozy, powstająea na dro­

dze hydrolizy sacharozy (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat hydrolizy sacharozy.

Inwert jest wykorzystywany przez wiele gałęzi przemysłu ze względu na 
jego lepszą rozpuszezalność oraz większą słodkość w porównaniu z saeharozą 
(1,3 w skali przyjmująeej słodkość saeharozy jako 1,0). Jest on stosowany 
m.in. do produkeji ezekolady oraz etanolu i kwasów organicznyeh, a także 
do dokarmiania pszczół (1).

Cukier inwertowany jest obecny w naturalnym surowym soku pochodzącym 
z buraków cukrowych, w którym jego zawartość wynosi około 1% suehej masy 
(według danyeh Michigan Sugar Company z lat 1966-1967 (2)). Występuje on
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również w sacharozie produkowanej przemysłowo. Polska Norma PN-72/A- 
74850 dopuszcza zawartość 0,04% inwertu w suchej masie sacharozy (3).

Inwert otrzymywany jest na skalę przemysłową za pomocą trzech metod: 
z użyciem silnie kwasowego kationitu, na drodze inwersji kwasowej na gorąco 
oraz za pomocą inwersji enzymatycznej (2).

Najkorzystniejszą z nich jest metoda enzymatyczna, w której stosuje się 
inwertazę (p-fruktofuranozydazę, EC 3.2.1.26.). Enzym ten obniża energię 
aktywacji reakcji hydrolizy sacharozy do wartości 48,15 KJ/mol, podczas 
gdy wielkość ta dla reakcji przebiegającej bez udziału inwertazy, a jedynie 
w obecności jonów wodorowych wynosi 108,86 KJ/mol (4).

Przemysł cukrowniczy wykorzystuje zwykle do rozkładu sacharo2^ prepa­
raty enzymatyczne zawierające inwertazę. Cukrownie otrzymują na skalę prze­
mysłową tą drogą inwertowany cukier o zawartości 50% mieszaniny glukozy 
i fruktozy w suchej masie.

Stosując w procesie przemysłowym inwertazę rozpuszczalną, w każdym 
cyklu produkcyjnym traci się użytą porcję enzymu, który ulega inaktywacji 
termicznej podczas dalszej obróbki produktu. Postępem w zastosowaniu en­
zymów w procesach przemysłowych jest ich immobilizacja na nierozpusz­
czalnych matrycach, co pozwala na zmniejszone zużycie biokatalizatora przez 
jego wielokrotne wykorzystanie.

Metody unieruchamiania enzymów polegają na chemicznym wiązaniu 
akt}wnych grup w białkach (NH2, COOH) z aktywowanymi nośnikami. Sto­
sowane w tym celu matryce różnią się m.in. pochodzeniem chemicznym, 
wielkością cząstek, ilością i średnicą porów, powierzchnią całkowitą i ilością 
aktywnych grup chemicznych zdolnych do wiązania enzymu na powierzchni 
cząstek. Nośnikami mogą być m.in. kuliste szkło porowate (CPG) i piasek 
szklarski, które posiadają dużą odporność na ścieranie mechaniczne.

Aby nośniki mogły efektywnie wiązać cząsteczki enzymów trzeba je spe­
cjalnie aktywować. Szkło porowate aktywuje się na przykład przez przyłą­
czenie y-aminopropyltrójetoksysilanu (APTES) i aldehydu glutarowego.

W wykonanych przez nas doświadczeniach zmierzaliśmy do obniżenia ko­
sztów i usprawnienia produkcji cukru inwertowanego dzięki wykorzystaniu 
immobilizowanej inwertazy. Przeprowadziliśmy w tym celu optymalizację im- 
mobilizacji tego enzymu na wybranych nośnikach, a następnie zastosowali­
śmy uzyskany unieruchomiony preparat do inwersji sacharo2^y. Badaniami 
objęliśmy także dobór najkorzystniejszych warunków ciągłej inwersji roztwo­
ru sacharozy techniką kolumnową z użyciem unieruchomionego enzymu.

2. Materiały i metody

w przeprowadzonych badaniach używaliśmy handlowego preparatu in­
wertazy z drożdży piekarniczych Saccharomyces cereuisiae firmy Novo Nor- 
disk (Dania). Preparat zawierał 19,1% białka oraz (NH4)2S04.

Nośnikami stosowanymi do immobilizacji inwertazy były: piasek szklarski 
(frakcja 380-430 pm), szkło porowate (CPG) (POCH Gliwice, frakcja 200-250 pm).
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Żel krzemionkowy (Si-Gel) (Lubelskie Przedsiębiorstwo Przemysłowo-Handlowe 
Odczynniki Chemiczne, frakcja 200-250 |im) oraz kruszony pumeks (Fluka, 
Germany). Na powierzchnię trzech pierwszych nośników wprowadzaliśmy grupy 
hydroksylowe. W tym celu gotowaliśmy 10-gramowe porcje nośnika z 5% 
HNO3 przez 45 minut, pozostawialiśmy na 12-24 godziny w temperaturze 
pokojowej, po czym usuwaliśmy HNO3 poprzez wielokrotne odpłukiwanie wo­
dą destylowaną. Wszystkie nośniki po wysuszeniu aktywowaliśmy APTES (5), 
mieszając przez 30 minut 10-gramowe porcje każdego z nich z 50 ml 2% 
roztworu APTES w acetonie. Po tym czasie nośnik odsączaliśmy i suszyliśmy 
przez 24 godziny w temperaturze 45°C. Innym sposobem aktywacji nośników 
po wprowadzeniu na ich powierzchnię grup hydroksylowych było pokrywanie 
7,5% poliakrylamidem (6). Na powierzchnię aktywowanych obiema metodami 
nośników wprowadzaliśmy aldehyd glutarowy jako łącznik przestrzenny po­
zwalający na związanie białka enzymatycznego poprzez jego grupy aminowe. 
W tym celu mieszaliśmy 1-gramowe porcje aktywowanego nośnika z 5 ml 5% 
aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 4,7 i przez 30 
minut odpowietrzaliśmy przy użyciu pompy olejowej, po czym odstawialiśmy 
na 30 minut w zamkniętej kolbce. Następnie starannie odpłukiwaliśmy alde­
hyd glutarowy 0,01 M buforem fosforanowym o pH 4,7. Utworzone wiązania 
podwójne w powstałych związkach o charakterze zasad Schiffa redukowaliśmy 
przy użyciu NaBH4 przez 5 minut w temperaturze 4°C. Następnie nośnik 
przepłukiwaliśmy 500 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 4,7. Tak przygo­
towane matryce sprzęgaliśmy z inwertazą, wykorzystując w tym procesie wol­
ne grupy aminowe enzymu.

Sprzęganie nośnika z enzymem przeprowadzaliśmy w dwóch etapach. Pier­
wszy obejmował czterogodzinne wytrząsanie 1 grama nośnika z 5 ml 0,1 M 
buforu fosforanowego o pH 4,7, zawierającego białko o aktywności inwertazy 
w ilości 15-40 mg. Proces ten prowadziliśmy w temperaturze pokojowej. W na­
stępnym etapie enzym wiązał się z nośnikiem w temperaturze 4°C przez 12 
godzin. Po tym czasie pozostały w roztworze nie związany enzym oddzielali­
śmy od nośnika za pomocą starannego odpłukiwania 0,1 M buforem fosfo­
ranowym o pH 4,7.

Część doświadczeń nad unieruchamianiem inwertazy na wybranych noś­
nikach przeprowadzaliśmy z użyciem enzymu uprzednio odsolonego na ko­
lumnie wypełnionej Sephadeksem G-25 (10x25 cm). Na kolumnę nanieśliśmy 
5 g firmowego preparatu inwertazy rozpuszczonego w 200 ml 0,1 M buforu 
fosforanowego o pH 4,7, a następnie przemywaliśmy ją wodą destylowaną. 
Frakcje zawierające białko, a pozbawione soli łączyliśmy i liofilizowaliśmy.

Oznaczanie zawartości białka przeprowadzaliśmy metodą Lowiy’ego w mo­
dyfikacji Schacterle i Pollacka (7).

Aktywność inwertazy oznaczaliśmy w temperaturze 30°C z użyciem sa­
charozy jako substratu. Stężenie glukozy uwolnionej z sacharozy przez in­
wertazę oznaczaliśmy spektrofotometrycznie za pomocą testu enzymatyczne­
go (oksydaza glukozy, peroksydaza, O-dwuanizydyna) (8) lub metodą tolui- 
dynową (9). Aktywność immobilizowanej inwertazy wyrażaliśmy w nanoka- 
talach (nkatal) w przeliczeniu na 1 g nośnika z immobilizowanym enzymem.

i
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3. Omówienie wyników

Pierwszy etap doświadczeń obejmował opracowanie optymalnych wa­
runków dla reakcji rozkładu sacharozy do glukozy i fruktozy przez inwer­
tazę zarówno rozpuszczalną, jak i immobilizowaną na szkle porowatym, 
aktywowanym y-aminopropyltrójetoksysilanem (APTES-CPG) i połączonym 
z aldehydem glutarowym. Do immobilizacji użyliśmy 15 mg białka inwer­
tazy/5 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 4,7/1 g wilgotnego nośnika. 
W efekcie otrzymaliśmy nośnik zawierający 5,7 mg białka inwertazy/1 g 
matrycy.

W następnym etapie badań przewidywaliśmy ustalenie takich warunków 
reakcji, dla których nastąpi maksymalny rozkład roztworu sacharozy przez 
inwertazę rozpuszczalną i immobilizowaną. W celu określenia optymalnej 
ilości stosowanego enzymu przyjęliśmy następujące 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, gdyż 
po wstępnych doświadczeniach okazało się, że 15-minutowy czas reakcji jest 
zbyt krótki dla przeprowadzenia efektywnego rozkładu substratu przez in­
wertazę unieruchomioną na nośniku. Wyniki doświadczeń przedstawione na 
rysunku 2 pozwalają stwierdzić, że w tych warunkach reakcji maksymalną 
ilość glukozy uwolnionej enzymatycznie z sacharozy osiąga się stosując od­
powiednio 100 |ig białka inwertazy rozpuszczalnej i 200 mg inwertazy im­
mobilizowanej na 1 ml mieszaniny reakcyjnej. W obu przypadkach ilość wy­
tworzonej glukozy wynosi około 5%, co stanowi około 50% rozłożonej sacha­
rozy. Dalsze zwiększanie ilości białka enzymatycznego zarówno rozpuszczal­
nego jak i immobilizowanego stosowanego w reakcji hydrolizy sacharozy nie 
wpływa na zwiększanie ilości wytwarzanej glukozy. Na podstawie otrzyma­
nych wyników wnioskujemy, że do produkcji inwertu na większą skalę moż­
na użyć około 50 mg nośnika/ml mieszaniny reakcyjnej, uzyskując wydaj­
ność hydrolizy roztworu sacharozy niższą jedynie o około 20% w porównaniu 
z zastosowaniem 200 mg nośnika/ml mieszaniny reakcyjnej (rys. 2).

Stosując dobrane doświadczalnie ilości inwertazy rozpuszczalnej i immo­
bilizowanej zbadaliśmy wpływ stężenia sacharozy (5-50%) na ilość glukozy 
uwolnionej enzymatycznie z substratu (rys. 3). Inwertaza rozpuszczalna 
uwolniła maksymalną ilość glukozy z 20% roztworu sacharozy, która uległa 
hydrolizie w 48%, a inwertaza immobilizowaną na APTES-CPG — z 25% 
roztworu sacharozy, rozkładając ją w 50,8%.

Zbadaliśmy wpływ czasu reakcji hydrolizy sacharozy na ilość otr2ymywanej 
glukozy w wybranych optymalnych warunkach reakcji: 20% stężenie sacha­
rozy i 100 |ig białka enzymatycznego/ml mieszaniny reakcyjnej dla inwertazy 
rozpuszczalnej oraz 25% stężenie sacharozy i 200 mg APTES-CPG z immo­
bilizowaną inwertazą/ml mieszaniny reakcyjnej. Wykazaliśmy, że maksymalne 
stężenie glukozy (około 11,5%) w płynie poreakcyjnym obserwuje się w przy­
padku enzymu rozpuszczalnego po upływie 45 minut, a w przypadku enzymu 
unieruchomionego (około 8,9%) po upływie 30 minut (rys. 4). Uzyskane wyniki 
świadczą, że reakcja przy użyciu rozpuszczalnej inwertazy z optymalnym dla

*•*****''*'*'* biotechnologia 1 (44) ’99



230 Grażyna Ginalska, Anna Belcarz, Jerzy Łobarzewski, Tadeusz Wolski

Rys. 2. Wpływ ilości inwertazy na ilość glukozy otrzymanej w reakcji hydrolizy sacharozy. 
Reakcje przeprowadzano w temperaturze pokojowej na wstrząsarce. 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. Ilość użytej inwertazy rozpuszczalnej 
podano w pg/ml mieszaniny reakcyjnej, a inwertazy immobilizowanej — w mg nośnika ze zwią­
zanym enzymem/ml mieszaniny reakcyjnej.

Rys. 3. Wpływ stężenia sacharozy na ilość glukozy otrzymanej w reakcji hydrolizy sacharozy 
przez inwertazę rozpuszczalną i immobilizowaną na APTES-CPG. Reakcje przeprowadzano w tem­
peraturze pokojowej na wstrząsarce z użyciem 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 nośnika z immobi- 
lizowanym enzymem/ml mieszaniny reakcyjnej.
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czas reakcji hydrolizy sacharozy w minutach

Rys. 4. Wpływ czasu reakcji inwertazy rozpuszczalnej i immobilizowanej na APTES-CPG na 
ilość glukozy otrzymanej w reakcji hydrolizy sacharozy. Reakcje przeprowadzano w temperaturze 
pokojowej na wstrząsarce. 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 nośnika ze związanym enzymem/ml mieszaniny reakcyjnej.

niej stężeniem substratu (20% sacharozy) trwa 45 minut, zanim stężenie 
produktu (mieszaniny glukozy i fruktozy) osiągnie maksimum, czyli o 15 minut 
dłużej niż przy użyciu inwertazy immobilizowanej (lys. 4).

Zoptymalizowane warunki reakcji wykorzystaliśmy w badaniach aktyw­
ności inwertazy immobilizowanej na różnych matrycach (tab. 1). Okazało się 
jednak, że dła niektórych prób enzymu unieruchomionego na piasku szklar­
skim i żelu krzemionkowym 25% stężenie sacharozy było zbyt wysokie. Ob- 
niżyłiśmy je zatem do 10%. Ujednoliciliśmy także warunki reakcji: 1 g noś­
nika z immobilizowanym enzymem inkubowaliśmy w 30°C z 5 ml 10% roz­
tworu sacharozy w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 4,7 w ciągu 30 minut.

Inwertazę unieruchamialiśmy na następujących nośnikach: szkle porowa­
tym (CPG), piasku szklarskim, żelu krzemionkowym i kruszonym pumeksie. 
Stosowaliśmy dwa sposoby aktywacji nośników (pokrywanie y-aminopro- 
pyltrójetoksysilanem lub poliakrylamidem), a do immobilizacji użyliśmy pre­
paratu enzymatycznego firmowego i odsolonego na Sephadeksie G-25, po­
nieważ zaobserwowaliśmy, że handlowy enzym, zawierający (NH4)2S04, wy­
trąca się w trakcie immobilizacji. Dla każdego unieruchomionego preparatu 
określaliśmy ilość związanego białka, wydajność immobilizacji oraz aktyw­
ność uzyskanego preparatu natychmiast i po 12 godzinach od ukończenia 
procesu unieruchamiania. Wyniki przeprowadzonych doświadczeń ujęliśmy 
w tabeli 1. Spośród badanych nośników najlepszą zdolność wiązania białka 
enzymatycznego wykazało szkło porowate aktywowane y-aminopropyłtróje- 
toksysilanem (APTES-CPG), które wiązało 6-12 mg białka enzymatycznego/1 g
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matrycy (zależnie od rodzaju użytego preparatu). Kruszony pumeks wiązał 
około 4 mg białka enzymatycznego/1 g nośnika, natomiast pozostałe nośniki 
(żel krzemionkowy i piasek szklarski) immobilizowały znacznie mniej inwer­
tazy niż szkło porowate (tab. 1).

Tabela 1
Optymalizacja immobilizacji inwertazy (preparat firmowy oraz odsolony)

NA CZTERECH WYBRANYCH NOŚNIKACH

Rodzaj nośnika Rodzaj aktywacji
Preparat firmowy Preparat odsolony

A 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
kruszony

APTES 3,37 24,33 246 240,8 4,17 25,49 295 295,8

poliakrylamid 0,79 5,34 105 75,4 1,00 5,88 121 71,1

żel
krzemionkowy

APTES 2,38 16,29 20,3 18,8 4,20 25,67 27,8 26,5

poliakrylamid 1,57 12,29 14,3 0 3,65 24,14 23,1 0,8

szkło porowate APTES 5,70 30,97 446 437,1 11,83 72,03 451 443,9

poliakrylamid 6,57 51,45 462 18,8 6,30 41,66 412 82,3

Każdorazowo do immobilizacji użyto enzym w proporcji 15 mg białka/1 g wilgotnego nośnika. 
Aktywność inwertazy oznaczano, inkubując 1 g wilgotnego nośnika z immobilizowanym enzymem 
z 5 ml 10% roztworu sacharozy w ciągu 30 minut, ze wstrząsaniem. A — ilość białka związanego 
z nośnikiem w mg/g nośnika: B — wydajność immobilizacji w %; C — aktywność immobi- 
lizowanej inwertazy mierzona bezpośrednio: D — po upływie 12 godzin od procesu uniemcha- 
miania, wyrażona w nkatalach/g nośnika.

Wykazaliśmy, że sposób aktywaeji nośnika ma bardzo istotny wpłyty na 
trwałość unieruchamianego enzymu. Stwierdziliśmy na przykład, że pokry­
wanie szkła porowatego bądź żelu krzemionkowego poliakrylamidem powo­
duje szybką utratę aktywności inwertazy unieruchomionej na tak przygoto­
wanym nośniku. Spada ona do kilku procent aktywności początkowej w cią­
gu 12 godzin po procesie immobilizacji. Dla porównania, inwertaza unieru­
chomiona na /VPTES-CPG zachowuje w ciągu co najmniej 12 godzin pełną 
aktywność początkową (tab. 1).

Zauważyliśmy, że w przypadku stosowania odsolonego preparatu inwer­
tazy ilość enzymu związanego przez nośnik jest większa w porównaniu z en­
zymem nieodsolonym (tab. 1). Mająe to na względzie przeprowadziliśmy pró­
by immobilizacji inwertazy na /VPTES-CPG, stosując różne stężenia roztworu 
enzymu odsolonego (15-40 mg/l g nośnika, tab. 2). Zaobserwowaliśm/, że 
najwyższą wydajność (72,03%) uzyskaliśmy używając 15 mg białka/1 g noś­
nika, zaś dużą ilość unieruchomionego białka (19,49 mg/l g nośnika) stwier­
dziliśmy już przy zastosowaniu 25 mg enzymu/1 g wilgotnego nośnika. Wy­
ższe stężenia enzymu (30 i 40 mg/1 g nośnika) nie powodowały znaczącego 
wzrostu ilości immobilizowanej inwertazy, zaś wydajność procesu ulegała 
znacznemu obniżeniu.
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o 5 10 15 20 25 30

tempo przepływu substratu przez kolumnę w ml/min

Rys. 5. Wpływ tempa przepływu substratu (roztwór sacharozy w wybranych stężeniach) przez 
kolumnę o wymiarach 0,7 x 27 cm wypełnioną inwertazą immobilizowaną (10,4 mg enzymu/1 g 
APTES-CPG) na stężenie glukozy powstałej w reakcji enzymatycznej. Reakcję przeprowadzano 
w temperaturze pokojowej. Wartości liczbowe podane w ramkach przedstawiają średnie ilości 
sacharozy rozłożonej do glukozy i fruktozy w stosunku do całkowitej ilości sacharozy poddawanej 
reakcji.

Tabela 2
Wpływ stężenia roztworu inwertazy użytej do immobilizacji na szkle porowatym pokrytym siijvnem

I AKTYWOWANYM ALDEHYDEM GLUTAROWYM (APTES-CPG) NA WYDAJNOŚĆ PROCESU

Ilość odsolonego enzymu użytego 
do immobilizacji, w mg/1 g nośnika

15 25 30 40
ilość białka inwertazy związanego z nośnikiem 
w mg/g nośnika 11,83 19,49 22,02 24,22

wydajność procesu immobilizacji w % 72,03 67,49 63,90 56,36

W kolejnych doświadczeniach wykorzystaliśmy kolumnę (0,7 x 27 cm) z im­
mobilizowaną inwertazą. Produkcja cukru inwertowanego zachodziła wów­
czas podczas przemywania kolumny roztworem sacharozy. Do formowania 
kolumny użyliśmy szkła porowatego (APTES-CPG) zawierającego 10,4 mg 
białka inwertazy/1 g nośnika. Zbadaliśmy zdolność tej kolumny do produkcji 
cukru inwertowanego z roztworów sacharozy o stężeniach 5,10,20 i 30%, 
przy szybkości przepływu substratu przez kolumnę wynoszącym 1-25 ml na 
minutę (rys. 5 i 6).

Najlepsze rezultaty uzyskaliśmy dla roztworów substratu o stężeniach z za­
kresu 10-20%. Dla tych stężeń sacharozy przy tempie przepł3avu substratu 
przez kolumnę równym .5 ml/min otrzymano odpowiednio 53 i 43% wydaj-
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tempo przepływu substratu przez kolumnę w ml/min

Rys. 6. Wpływ tempa przepływu substratu (roztwór sacharozy w wybranych stężeniach) przez 
kolumnę o wymiarach 0,7 x 27 cm wypełnioną inwertazą immobilizowaną (10,4 mg enzymu/1 g 
APTES-CPG) na stężenie sacharozy pozostałej w płynie poreakcyjnym. Reakcję przeprowadzano 
w temperaturze pokojowej. Wartości liczbowe podane w ramkach przedstawiają średnie ilości 
sacharozy rozłożonej do glukozy i fruktozy w stosunku do całkowitej ilości sacharozy poddawanej 
reakcji.

ność hydrolizy (rys. 5 i 6). Zwiększenie stężenia saeharozy do 30% spowo­
dowało obniżenie wydajnośei reakeji do 33%. Niewiele niższy stopień rozkła­
du saeharozy uzyskuje się utrzymując tempo przepływu w zakresie 10- 
-20 ml/min (lys. 5 i 6). Powyżej tych wartości tempa przepływu, stężenia 
glukozy w eluacie dalej nieznacznie maleją, szczególnie w przypadku stężeń 
substratu powyżej 10% (rys. 5). Tempo przepływu wynoszące 20 ml/min 
uznaliśmy zatem za zadowalające.

Stwierdziliśmy, że inwertaza unieruchomiona na APTES-CPG badana w do­
świadczeniach z użyciem kolumny wykazuje dużą stabilność i w warunkach 
eksperymentalnych zachowuje 80% swej początkowej aktywności po upływie 
120 dni (rys. 7).

Biorąc pod uwagę, że podczas długotrwałego i wielokrotnego używania 
kolumny z immobilizowaną inwertazą możliwa jest inakt3wacja tego enz}Tnu, 
zbadaliśmy stopień utraty aktywności inwertazy immobilizowanej na APTES- 
CPG w trakcie ciągłej pracy kolumny (0,7 x 27 cm) przez 5 godzin, przepu­
szczając przez nią 10% roztwór sacharozy w 0,1 M buforze fosforanowym 
o pH 4,7 w tempie 20 ml/min. W tych warunkach inwertaza w sposób ciągły 
przeprowadzała inwersję sacharozy w 50% (rys. 8). Dało to 60 g cukru in­
wertowanego w ciągu 1 godziny. Uzyskany wynik wskazuje na utrzymanie 
się aktywności immobilizowanej inwertazy na tym samym poziomie w czasie 
trwania doświadczenia. Eksperyment powtórzyliśmy po tygodniu, a następnie 
po dwóch, uzyskując te same wyniki. Potwierdza to, że kolumna z immobi-
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czas pracy kolumny w dniach

Rys. 7. Stabilność operacyjna inwertazy immobilizowanej na APTES-CPG upakowanej w ko­
lumnie o wymiarach 0,7 x 27 cm. Początkowa aktywność wynosiła 446,5 nkatala/1 g nośnika.

t Legenda
stężenie glukozy w płynie poreakcyjnym w % 
stężenie sacharozy w płynie poreakcyjnym w %

L
100 150 200

czas pracy kolumny w minutach

Rys. 8. Aktjrwność inwertazy immobilizowanej (10,4 mg/l g APTES-CPG) wypełniającej ko­
lumnę o wymiarach 0,7 x 27 cm określana wobec 20% sacharozy. W doświadczeniu stosowano 
ciągle tempo przepływu substratu przez kolumnę wynoszące 20 ml/min i utrzymywano je przez 
5 godzin.
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lizowaną inwertazą pozostaje w pełni aktywna przez długi czas i jest zdołta 
do efektywnego wytwarzania cukru inwertowanego. Teoretycznie po powię­
kszeniu kołumny do wymiarów 10 x 50 cm można by zatem otrzymywać z lOYo 
sacharozy 10 kg inwertu na godzinę.

4. Podsumowanie

Przeprowadziliśmy próby immobiłizacji inwertazy na czterech nierozpuszczal­
nych nośnikach nieorganicznych (piasek, żel krzemionkowy, kruszony pumets 
oraz szkło porowate). Zbadaliśmy możliwość zastosowania tak uzyskanych pre­
paratów do ciągłej produkcji cukru inwertowanego. Optymalną matrycą do 
uniemchamiania inwertazy okazało się szkło porowate (CPG, wielkość porcw 
31 jLim). Zoptymalizowaliśmy wamnki produkcji cukru inwertowanego przez in- 
mobilizowaną inwertazę, także z użyciem kolumny. Kolumna (0,7 x 27 cm) upa­
kowana immobilizowaną inwertazą mogła w optymalnych warunkach rozkładać 
sacharozę do glukozy i fruktozy w ilości 60 g/h. Unieruchomiony enzym wypeł­
niający kolumnę pozostawał w pełni aktywny przez 120 dni.

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych doświadczeniach świadczą o tym, 
że możliwa jest szybka i skuteczna hydroliza roztworów sacharozy do glukozy 
i fruktozy przez inwertazę immobilizowaną. Zachęcają one do dalszych badań 
w kierunku poszukiwania innych, tanich i nietoksycznych nośników, które 
mogłyby być wykorzystane na skalę przemysłową do ciągłej produkcji inwer­
tu metodą kolumnową.
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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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