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1. Wstep

osniki do immobilizacji i wysoce specyficznej techniki chromatografii po-

winowactwa sg z powodzeniem opracowywane do chwili obecnej, chociaz
poczatki tych doswiadczen maja juz pewng historie. Przyczyng dalszych po-
szukiwan optymalnych nos$nikéw, uzywanych do unieruchamiania enzymoéw,
Sg coraz wyzsze wymagania stawiane opracowywanym produktom. Sg nimi:
odporno$¢ mechaniczna, ujednolicona porowatos¢, wielkos¢, precyzyjna ku-
listos¢ ziaren matryc. Wazna sprawa jest rowniez diugo$¢ ramienia prze-
strzennego [spacer arm} pomiedzy matrycg a biatkiem (enzymem), a takze
wiasciwosci hydrofilowe badZz hydrofobowe samego nosnika (matrycy). Dotych-
czas nie udato sie opracowac idealnej matrycy, spetniajgcej wszystkie wymie-
nione wymagania, co determinuje aktualne doswiadczenia w tej dziedzinie.
Zawsze jednak nalezy pamietaé, ze zanim nos$nik zostanie uznany chociazby
za dobry do immobilizacji biatek, musi by¢ przebadany laboratoryjnie, w do-
Swiadczeniach sprawdzajacych jego przydatnos$¢ z uzyciem co najmniej kilku
enzymow. Techniki immobilizacji wykorzystujgce wigzania chemiczne pomie-
dzy no$nikiem i ligandem (zwiaszcza gdy ligandem jest zwigzek wielkocza-
steczkowy) natrafiajg na wiele niewiadomych, ktére moga by¢ sprawdzone
wytacznie eksperymentalnie, przy uzyciu réznorodnego materiatu biologicz-
nego.

W celu zilustrowania takich poszukiwan i osiggnie¢ pozwalamy sobie za-
miesci¢ w naszym przegladzie w}miki okoto dziesiecioletnich badan uzyska-
nych w Kilku pracowniach naukowych, tworzacych niefor*malny zespdt ba-
dawczy. Osiggniete w tym czasie wyniki pozwolity na istotny postep w zakresie
badan nowych, czesto niekonwencjonalnych nosnikéw do immobilizacji en-
zyméw i chromatografii powinowactwa. W skiadzie tego zespotu badawczego
uczestniczyli: prof. B. Kolcirz (Politechnika Wroctawska); prof. T. Wolski
(AM Lublin); dr A. Wojcik, prof. Z. llczuk, dr J. Fiedurek, prof. A. Dawidowicz,
prof. A. Leonowicz (UMCS Lublin), oraz autorzy tego opracowania.
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2.Nosniki do imnnobilizacji ligandow i ich wiasciwosci

Nosniki (matryce) do immobilizacji ligandéw dzielimy na nieorganiczne
i organiczne. Wsrdd nieorganicznych uznang role petnig szkia porowate
(CPG), ale takze zel krzemionkowy. Chociaz oba te materiaty sg dobrze znane
od fat, jednak mozna uzyskiwa¢ modyfikacje wiasciwosci ich powierzchni kit-
koma opracowanymi niedawno technikami, np. i4o$¢ boru na powierzchni
szkla porowatego modyfikuje sie przez ogrzewanie go w temperaturze 700°C
przez 2-55 godzin. Taka preparatyka pozwata nastepnie na istotng optyma-
tizacje rozdziatu, technikg chromatograficznego powinowactwa, peroksydazy
grzybowej od innych biatek zawartych w homogenacie grzybni Trametes ver-
sicolor (1 -4). Nalezy doda¢, ze dla opracowania warunkow izolacji peroksy-
dazy grzybowej zastosowano szklo porowate z unieruchomionym tigandem —
aldehydem wanilinowym (rys. 1), (3).

Technika immobilizacji na szkle porowatym pozwolita na poréwnanie wia-
$ciwosci enzymu przed i po immobilizacji. Peroksydaza grzybowa przed im-
mobilizacjg wykazuje optimum aktywnosci w temperaturze ok. 50°C, a po
immobilizacji optimum to przesuwa sie do temperatury 20°C. Implikuje to
wiasciwosci enzymu w komorce, gdzie jest on zwigzany z btonami komorko-
wymi i wéwczas optimum temperaturowe aktywnos$ci peroksydazy moze by¢
przystosowane do warunkéw srodowiska (5).

Poroéwnanie wynikéw immobitizacji surowego preparatu gtukoamylazy
(A. niger) i enzymu oczyszczonego sugeruje, ze dla celow przemystowych ko-
rzystniejsze jest stosowanie uniemchomionego preparatu 0 podwyzszonej
czystosci, mimo ze jego koszt jest wyzszy (6).

Do immobilizacji biatek, oprécz szkia porowatego uzywa sie zel krzemion-
kowy. Mozna go aktywowaé (tak jak szkio porowate), przed immobilizacjg
enzymoOw poprzez silanizacje (y-aminopropyltrfetoksysilanem), a dalej przez
przytaczenie np. aldehydu glutarowego. Obok tej uznanej metody opracowano
nowe sposoby aktywacji zelu krzemionkowego, za pomocg BCI3 lub SiCU
(7,8). Powstate pochodne ilustruje lys. 2 (7).

Przylaczenie dwuweglowej lub szescioweglowej dwuaminy modyfikuje od-
step immobilizowanego biatka glukoamylazy A. niger od matrycy. Dtuzsze ra-
mie przestrzenne znacznie ogranicza stabilno$¢ operacyjng tego enzymu po
immobilizacji (7). Wykazano w czasie eksperymentéw pewng proporcjonalnosé
pomiedzy wielkoscig porow zelu krzemionkowego uzytego w badaniach (30 -
120A) a stabilnoscig immobilizowanej gtukoamylazy (7). P6zniej do aktywacji
zelu krzemionkowego wybrano SiCU ze wzgledu na to, ze jest to odczynnik
tatwy w uzyciu i tanszy od BCI3 (8). Sprawdzono poréwnawczo zdolnosci zelu
krzemionkowego aktywowanego SiCl4 do immobilizacji Kilku enzyméw: glu-
koamylazy A. niger, peroksydazy z kapusty i ureazy z nasion soi, a takze
stabilnosci immobilizowanych preparatdw podczas czterotygodniowych okre-
sow przechowywania (8). Badania takie stanowig *wykle rutynowe dos$wiad-
czenia dla okreslenia przydatnosci nosnika dla immobilizacji biatek.

Dalszym krokiem w uzyskiwaniu nowych nos$nikéw do immobilizacji en-
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zyméw byto poréwnanie wiasciwosci immobilizowanej peroksydazy grzybowej
z Trametes versicolor na nosnikach nieorganicznych i kopolimerach. Jako
nosnik nieorganiczny zastosowano zel krzemionkowy aktywowany BCI3 (7).
Natomiast kopolimery organiczne syntetyzowano z:

a) akrylonitrylu i diwinylobenzenu (seria N),

b) akrylanu butylu, akrylonitrylu i diwinylobenzenu (seria B),

¢) akrylanu etylu, akrylonitrylu i diwinylobenzenu (seria E),

d) akrylanu butylu, akrylonitrylu z etylenoglikolem dimetakrylu (seria G),

Kopolimery te aktywowano do immobilizacji enzymow etylenodiaming lub
dietylenotriaming (9).

Stwierdzono, ze zaréwno zel krzemionkowy, jak i kopolimery organiczne
spetniajg podstawowe warunki dla immobilizacji enzyméw, zwlaszcza ze
wzgledu na ich odpornos¢ mechaniczng i niewrazliwo$¢ na zakazenia bakte-
ryjne (9). Wykazano takze dobrg stabilno$¢ operacyjng immobilizowanych en-
zymow (peroksydaza, glukoamylaza, ureaza).

Opracowano nastepnie catg serie nosnikéw do immobilizacji enzymoéw
przez adhezyjne pokrycie klasycznych szklanych nosnikéw (szkto porowate,
zel krzemionkowy, piasek), poliamidem lub keratyng z piér rozpuszczong
w dimetylosulfotlenku (10). W ten sposéb powstalo 7 niekonwencjonatnych
matryc. Przydatnos$¢ tych nosnikow okreslono immobilizujgc na nich gluko-
amylaze z A. niger. Glukoamylaza immobilizowana na wymienionych nos$ni-
kach wykazywata dobrg stabilnos¢ operacyjng w ciagu 30 dni eksperymentow
(10,11). Optymalizujac adhezyjnie pokryte poliamidem lub keratyng nosniki,
tym razem w postaci kulistych kopolimeréw metakrylanu metylu i di(meta-
krylometoksy)naftalenu, stwierdzono znaczng poprawe porowatosci otrzyma-
nych matryc (12). Podczas gdy wyjsciowe kopolimery wykazywaly 34 m”/g
powierzchni wiasciwej, po pokryciu np. keratyng powierzchnia ta wzrastata
do 65 m”/g. Zmieniajac itosci poliamidu
lub keratyny przy optaszczaniu, udato

sie uzyskac¢ przyrost wydajnosci immo- BCh = SI-Os,
AT Ba
bilizacji biatka peroksydazy z Trametes SHDH 5 4o sl-on
versicolor i glukoamytazy z A. niger, godz

a takze stabilnosci operacyjnej tych en- B

zymow (12). Te proste w produkciji i ta- - HbWRKNH?

nie nosniki wydaja sie odpowiednie do Si”’0O~  80°; 4 godz

wdrozeri biotechnologicznych.

Dalszym tatwym w uzyskaniu nosni-
kiem jest odmineralizowana ziemia Si—0v
glinokrzemianowa. Tak przygotowany
material o wyselekcjonowanej Srednicy
ok. 0,5 - Imm trzeba nastepnie silani-
zowal (y-aminopropylotrietoksysilanem),

tak jak .pOSt?puj.e Sie e SZk*e.m porowa- Rys. 2. Schemat aktywacji zelu krze-
tym. Wigzanie biatka nastepuje po przy- mionkowego przy uzyciu BCI3 (A) i amin
faczeniu aldehydu glutarowego (13). alifatycznych (B) (7).

R=ICH2)2 (CH2I8
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Przydatnos¢ tego nosnika sprawdzono wigzac z nim peroksydaze i lakaze
grzybowa. Enzymy te sg zdolne do biotransformacji ligniny, tego trudnego do
degradacji, naturalnego skfadnika drewna (14,15).

Poszukujac konsekwentnie nowych nos$nikdéw do immobilizacji okreslono
wptyw supermolekulamej struktury nosnikéw na ich zdolnos$¢ wiazania bia-
tek. Strukture te uzyskano przez aminotize nitryli lub gmp estrowych kopo-
limeréw zwigzanych z diwinylobenzenem albo dimetyloakiylanem etylenu. Po-
wstaty w ten sposéb nosniki o zréznicowanej porowatosci i nadmolekularnej
strukturze sieciowanych kopolimeréw. Mato usieciowane kopolimery wykazy-
waly rozprezong strukture, co pozwalato na tatwe pecznienie w wodzie. Nos$-
niki te aktywowano dalej przez podstawienie grup aminowych w postaci ety-
lenodiaminy (16). W3miki dotyczace immobilizacji trzech enzymow, takich jak:
peroksydaza grzybowa [Trametes versicolor), glukoamylaza (A. niger), i ureaza
[Soja hispida) na wymienionych nosnikach prowadza do wniosku, ze enzymy
te zwigzane z matrycami o porowatej strukturze sg aktywniejsze od enzymow
uniemchomionych na nosnikach o rozprezonej strukturze (16).

Trzy typy organicznych polimeréw [RVB-styren-diwinylobenzen, ES 861-
Duolit i alifatyczne-aromatyczny kopolimer metakrylanu i naftalenu] (17) oraz
kulisty zel krzemionkowy (18) aktywowano poprzez szczotkowa polimeryzacje
przy uzyciu 2,3-epoksypropylometakrylanu (rys. 3), w wyniku ktérej na po-
wierzchni no$nikéw powstaty ugrupowania epoksydowe lub aminowe. Obie
formy umozliwiajg wigzanie bialek — epoksydy bezposrednio, a grupy ami-
nowe za posrednictwem np. aldehydu glutarowego (19).

SI-get"OH o= CH-SHOCH20CH3)3

silanizacja
*Shgel|-0-|I-CH=CH2 ¢ CH2="-C/"

Hoo AQ-CH2*“(;h~CH2

szczotkowa polimeryzacja ~

—*Sl-grt (CH2)2- -CHj—C-
*0
CH2-C~MH2

Rys. 3. Schemat polimeryzacji szczotkowej 2,3 - epoksypropylometakrylanu sodu na zelu
krzemionkowym (19).

~ Zastosowane matryce roznity sie miedzy sobg porowatoscig powierzchni.
Zywica RVB nie posiadata poréw, ES 861 byla mikroporowata, a MMA-DMN
miata duze pory. Rosngca wielkos¢ poréw uzytych matryc okazata sie od-
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wrotnie proporcjonalna do stezenia szczotkowa przyigczonego 2,3-epoksy-
propylometakrylanu, natomiast porowato$¢ nos$nikéw byta wprost proporcjo-
nalna do ilosci immobilizowanych trzech biatek [peroksydaza z kapusty (EC
1.11.1.7.), glukoamylaza (EC 3.2.1.3.), ureaza (EC 3.5.1.5.)]. Okazato sie, ze
iloSci zwigzanych biatek byly wyzsze w przypadku nosénikéw zawierajgcych
aktywne grupy NH2, niz no$nikdw posiadajgcych grupy epoksydowe (19).

Interesujgca — naszym zdaniem — modyfikacje organicznych i nieorga-
nicznych nosnikéw zaproponowano na drodze wytworzenia w nich wewnatrz-
penetrujacej sieci (IPN — interpenetrating network) (20). Ten sposéb szczot-
kowej polimeryzacji jednego polimeru wewnatrz i na powierzchni innego po-
limeru (IPN) przeprowadzono uzywajac 4 kopolimerow organicznych oraz
2 kulistych zeli krzemionkowych. Uzyte nosniki miaty znacznie zréznicowang
wielko$¢ poréw. Monomery akryloamidu doprowadzano do polimeryzaciji,
optymalizujac ich proporcje w obecnosci 6 zastosowanych nosnikéw. Po
wspotpolimeryzacji akryloamidu na powierzchni i we wnetrzu nos$nikéw, (ko-
polimeiy organiczne i zel krzemionkowy) najwyzszg ilo$¢ grup aminowych
stwierdzono w zelu krzemionkowym. Bylo to wynikiem silnej hydrofilnosci
zelu krzemionkowego, a jednoczes$nie mogto prowadzi¢ do wytwarzania spe-
cyficznej sieci akryloamidu z zelem za pomocag wiazan wodorowych (21). Ko-
polimery organiczne, majgce wiasciwosci hydrofobowe (zwiaszcza Chromo-
sorb, ale takze kopolimery metakrylanu i naftalenu, ktére nie ulegaja solwa-
tacji) w Srodowiskach wodnych znacznie stabiej wytwarzaty potaczenia ze
wspotwytracanym poliakryloamidem. Przez to i ilos¢ grup NH2 na ich powierz-
chni byta ograniczona. Podczas immobilizacji enzymoéw na opracowanych nos-
nikach istotniejsza dla kowalencyjnego zwigzania biatek byta struktura po-
rowata uz3dych matryc, niz specyficzna wielkos¢ ich powierzchni. Z wynikéw
doswiadczen z trzema enzymami o zréznicowanej masie czgsteczkowej (pero-
ksydaza 40 000 d, glukoamylaza 70 000 d i ureaza 480 000 d) mozna sadzic,
ze enzymy o wiekszej masie czgsteczkowej wigzaty sie z nosnikiem jedynie
powierzchniowo (glukoamytaza i ureaza), natomiast peroksydaza o matej cza-
steczce mogta wnika¢ do porowatej struktury matryc, zwiekszajac ilos¢ zwia-
zanego enzymu i tym samym jego aktywnos¢ po immobilizacji (20). Przedsta-
wione IPN nos$niki z wbudowang aktywng strukturg poliakryloamidu sg tatwe
i tanie do przygotowania zaréwno na skale laboratoryjna, jak i w skali tech-
nicznej (22).

3. Zastosowania immobilizowanych enzymow
w badaniach podstawowych

Immobilizacje enzyméw stuzg zazwyczaj stabilizacji ich aktywnosci, umo-
zliwiajg wielokrotne uzycie tej samej porcji enzymu. Jest to wiec zabieg, ktory
przy drogim surowecu, jakim jest izolowany z materiatu biologicznego preparat
enzymu, umozliwia jego uzycie przez kilka miesiecy, co w istotny sposob
obniza koszty proceséw biotechnologicznych. Oprocz tak waznego aspektu

biotechnologia 1 (24) '94
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uzycia enzymow immobilizowanych w biotechnologii, stosuje sie je w bada-
niach podstawowych, wykorzystujgc wymienione ich zalety. Mozna przyjac,
ze enzymy immobilizowane, w swojej nowej formie mogg nasladowac Srodowisko
naturalne (23), a zwigzany z hydrofobowa lub bardziej hydrofilowg matryca en-
zym uzyska wiasciwosci podobne do enzymu zwigzanego z btonami lipidowo-
biatkowymi w komérce (23). Poglad ten powtarzamy za Bickerstaffem (23). Trze-
cio- i czwartorzedowa struktura rozpuszczalnych biatek, charakteryzujaca sie
duzg labilnoscig ulega — naszym zdaniem — po immobilizacji zmianom, two-
rzac bardziej sztywne struktury, podobne do uktadu zamrazanego. Umozliwi¢
to moze tatwiejszy dostep substratu do aktywnego centrum enzymu, co im-
plikuje zmiany Kinetyki reakcji chemicznych w obecnosci enzyméw immobi-
lizowanych. Przytoczony schemat jest ilustracja poréwnawczg biglek w bio-
nach i enzymoéw immobilizowanych (rys. 4), (24). Pamieta¢ nalezy, ze w mi-
tochondriach zewnetrzna btona zawiera 52% biatek i 48% ttuszczy, podczas
gdy ich wewnetrzna btona ma juz 76% biatek, a tylko 24% ttuszczy (25).

biakko warstwa

lipidowa
rti

Hi

btona komdrkowa

Rys. 4. Schemat btony komdrkowej i enzymu immobilizowanego (24).

Podczas immobilizacji za pomoca wigzan kowalencyjnych, enzymy tacza
sie nie tylko z powierzchnig matrycy, ale takze, przy odpowiedniej jej poro-
watosci z gmpami czynnymi, znajdujacymi sie wewnatrz nosnika. Powstajg
wiec uktady przestrzenne zblizone w swojej konformacji do ukfadu przestrzen-
nego bialek w btonach lipidowo-biatkowych. Wydaje sie zatem, ze enzymy
immobilizowane mozna traktowac jako ukiady modelowe, nasladujgce ukiady
blon wystepujgce w przyrodzie.

Biatka mogg by¢ potgczone z matrycami za pomocg ich wolnych gmp NH2,
COOH lub komponenty weglowodanowej czesto w nich obecnej. Tak zrdzni-
cowane sposoby immobilizacji biatek majg niewatpliwie istotny wplyw na
wiasciwosci produktu. Korzystajac z matryc, hydrofilnych lub hydrofobowych,
jak i zmieniajac rodzaj wigzania biatka z no$nikiem — uzyskuje sie naszym
zdaniem — kompleksy o wiasciwosciach zblizonych do stmktur biatek w bto-
nach komérkowych. Idac tym tokiem rozumowania okreslono funkcje wolnych
gmp karboksylowych w peroksydazie (26). Dla wyjasnienia trzeba dodaé, ze
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peroksydaza u roslin ma podwajna funkcje. Aktywnosc ,,peroksydazowa” umo-
zliwia redukcje H202 w obecnosci donoréw wodoru, takich jak aminy aro-
matyczne lub zwiazki fenolowe. Réwnoczes$nie sugeruje sie, ze peroksydaza
ma zdolno$¢ utleniania kwasu indolilo-3-octowego (IAA) (27 - 31). Jednak do-
tychczas nie okreslono budowy centrum aktywnego peroksydazy, odpowie-
dzialnego za te druga aktywno$¢. W naszych badaniach wykorzystano pero-
ksydazy pochodzgce z dwdch Zrédet: z Trametes versicolor i z orzecha zie-
mnego [Arachis hypogaea). Immobilizowano je poprzez wolne grupy NH2 lub
COOH. Po zwigzaniu bialek z nosnikami okres$lano obydwie aktywnosci en-
zymu. Aktywnos¢ ,,peroksydazowa” po immobilizacji zaréwno przy uzyciu wol-
nych grup NH2, jak i COOH biatka, utrzymywata sie na statym poziomie,
nawet po kilku dniach inkubacji. Natomiast aktywno$¢ ,IAA - oksydazowa”
po immobilizacji peroksydaz przy uzyciu grup COOH spadta prawie do zera.
Réwnoczesnie stwierdzono zachowanie zdolnosci utleniania LAA na znacznym
poziomie dla obu enzymoéw immobilizowanych przez grupy NH2 Wyniki te
wskazujg na istotng role grup COOH w utlenianiu LAA przez peroksydaze
grzybowsa i z orzecha ziemnego (26).

Immobilizowana peroksydaza grzybowa znalazta zastosowanie w do$wiad-
czeniach nad biotransformacjag lignosutfonianéw sodu (odpady po produkcji
cetulozy) (32). We wstepnych doswiadczeniach okazato sig, ze uzyty w formie
rozpuszczalnej enzym traci aktdrwno$¢ w momencie zmieszania go z roztworem
kwaséw lignosulfonowych. Dopiero immobilizacja peroksydazy grzybowej
umozliwiata stabilizacje tego enzymu. Stosujgc immobilizowang peroksydaze
grzybowa udato sie wykaza¢ podczas kilkugodzinnych inkubacji enzymu
z kwasami lignosulfonow)mii, ze jest ona w stanie katalizowa¢ ich biotran-
sformacje. Masy czgsteczkowe kwasOw lignosulfonowych okreslono za pomocg
sgczenia molekularnego na zelu Sephadex G-50. Okazato sie, ze sg one mie-
szaning polimerdéw fenylopropanowych o masach od 4,5 Kd poprzez frakcje
12 Kd do 50 Kd. Te trzy frakcje kwaséw poddano dziataniu immobilizowanej
peroksydazy przez 3, 12 i 24 godziny. Nastepnie przy uzyciu Sephadexu G-50
okreslano masy czasteczkowe produktéw dziatania enzymu. Udato sie wyka-
zac istotne ich zmiany, a zatem pojawienie sie produktdw o znacznie mniej-
szych masach (spadek nawet do 2,5 Kd), a takze powstawanie lignosulfonia-
noéw o masach 7, 11, 30 Kd (32). W dalszych doswiadczeniach uzywano takze
immobilizowanych fragmentéw bton komoérkowych grzybni Trametes versico-
lor. Zawarta tam peroksydaza katalizowata rowniez biotransformacje kwaséw
lignosulfonowych, podobnie jak enzym wyizolowany z tego gri*yba (33). Na
podstawie tych i wczesniej uzyskanych wynikéw postawiono teze, ze pero-
ksydaza gr*ybowa jest zdolna do de- i repolimeryzacji lignosutfonianbw
(32,33).

Lignina jest ztozonym, fenylopropanowym polimerem wystepujacym
w przyrodzie w kompleksie z celulozg i ksylanami. Dotychczas, kompleksowa
biotransformacja tego ztozonego konglomeratu zwigzkéw organicznych, okre-
$lanych jako drewno, jest problemem nie rozwigzanym (34 - 40). W pracy
Lvobarzewskiego i Paszczynskiego (34) zaproponowano i sprawdzono prakty-
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cznie oddziatywanie Kkatalityczne trzech immobilizowanych enzymoéw: celulaz,
oksydazy glukozy i peroksydazy na kompleks ligninowo-celulozowy

(lys. 5), (34).

Rys. 5. Schemat enzymatycznej biotransformacji lignocelulozy (34).

Osiaggnieto zamierzony efekt Kkatalityczny. Kompleks celulaz zdegradowat
celuloze do glukozy. Wykazano, ze glukoza zostata utleniona za pomocg oksy-
daljy glukozy do kwasu glukonowego z réwnoczesnym utworzeniem H202 —
substratu niezbednego do dziatania peroksydazy grzybowej. Skutkiem tego
ciggu reakcji byto uzyskanie i okreslenie jakosciowe prostych zwigzkéw feno-
lowych powstatych przez biodegradacje ligniny. Tak skonstruowany ukitad
unieruchomionych kilku en”*yméw ma szanse zastosowania dla ciagtej biode-
gradacji lignocelulozy (34 - 37). Przeglad aplikacji immobilizowanych enzymow
z grzyba Trametes uersicolor opublikowany w 1990 r. podsumowuje serie do-
Swiadczeh nad biotransformacjg ligniny przy udziale immobilizowanej pero-
ksydazy grzybowej z Trametes versicolor (36).

Bickerstaff pisze w ksigzce Topics in Enzyme and Fermentation Biotechno-
logy: ,.Idealnie byloby bada¢ wewnatrzkomdérkowe enzymy w ich naturalnym
srodowisku przez zwigzanie wyizolowanych en?ymoéw ze struktura zblizong
do zelu. Alternatywa takich badan, jednoczesnie posiadajagcych aspekt prak-
tyczny, bytoby immobilizowanie izolowanych enzyméw do mechanicznie sta-
bilnych, sztucznych nosnikéw o wilasciwosciach hydrofilowych” (23), W celu
spetnienia sugestii Bickerstaffa przeprowadzono serie badan z uzyciem enzy-
méw unieruchomionych na nosnikach hydrofilowych i dla poréwnania réw-
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niez hydrofobowych. Zaproponowano doswiadczenia majgce na celu okresle-
nie zmian aktywnosci dwéch immobilizowanych enzymow: endopoligalakturo-
nazy i peroksydazy, w obecnosci kilku wybranych jonéw metali (39). Endopo-
ligalakturonaza (EndoPG) zawarta w Aspergillus niger jest izolowana z tego
zrodta na skale przemystowa. Enzym ten nastepnie jest uzywany w przemysle
spozywczym, tekstylnym i farmaceutycznym. Zaréwno w $rodowisku natural-
nym namnazania grzybni, jak i podczas zastosowanh przemystowych tego en-
Z3rmu moga by¢ obecne jony MnM*' Mg2+, Zn™+. Zwykle dziatajg one stymu-
lujgce na aktywnos$¢ wiekszosci enzymow. W warunkach przemystowych za-
warta w komorkach A. niger endopoligalakturonaza styka sie z metalami
o wiasciwosciach szkodliwych dla biatek jak Cd, Hg, Pb. Wydato sie zatem
istotne okreslenie wptywu metali na aktywnos$¢ endopoligalakturonazy uzytej
w warunkach modelowych jako enzym immobilizowany.

Oczyszczong endopoligalakturonaze (EC 3.2.1.15) z Aspergillus niger 71
immobilizowano kowalencyjnie przez grupy NH2 lub COOH biatek do zelu
krzemionkowego pokrytego adhezyjnie keratyna (matryca hydrofilowa) (10,38).
Okreslono wptyw Ca™+, Mg2+, Mn2+, Zn™+, Cu™+, a takze Pb2+, Hg™+ oraz Cd™*
w stezeniach 0,1 do 1,2 mM na rozpuszczalny i immobilizowany enzym.
Stwierdzono, ze jego aktywnos¢ po unieruchomieniu ulega stabilizacji, takze
w obecnosci PbM'A, Hg2+ i Cd2+.

Endopoligalakturonaza (EndoPG) unieruchamiana na nosniku przy uzyciu
wolnych grup COOH traci aktywnos¢ tatwiej w obecnosci uzytych metali niz
enzym w formie rozpuszczalnej. Natomiast potaczenie badanego enzymu przez
wolne grupy aminowe nie tylko powoduje jego stabilizacje, ale takze wzrost
aktywnosci, zwlaszcza w obecnosci Cu+, Mg*™*", a takze Cd™*' (40 - 60%
wzrost) (39).

Spostrzezenia dotyczace stymulujgcego wpltywu magnezu na aktywnos$c
immobilizowanej EndoPG zainicjowaty dalsze doswiadczenia z tym enzymem
(41). Okreslono zaleznosci pomiedzy akt}rwnos$cig endopoligalakturonazy im-
mobilizowanej i rozpuszczalnej od obecnosci Mg2+ i rownoczesnie Hg N+, Cd™*",
PbAM~ (41). Juz doswiadczenia z rozpuszczalng EndoPG wykazaty skuteczne
dziatanie stymulujgce jonéw Mg2+ na aktywnos$¢ tego enzymu, mimo obecno-
sci Hg2+, PbA** lub Cd™+ w zakresie stezen do 1,2 mM. Po immobilizacji akt}nv-
nos$¢ endopoligalakturonazy byla stymulowana przez obecnos¢ Mg™+ przy ni-
skich stezeniach Pb"+ i Hg™+ do koncentracji 0,4 mM. Wieksze stezenia PbM”
lub Hg"™*" dziataly hamujaco na aktywnos$¢ poligalakturonazy, mimo obecnos$ci
Mg2+ (0,1 i 1,0 mM). Wykazano rowniez, ze aktywnosci immobilizowemego
enzymu sg zalezne od sposobu jego wigzania z no$nikiem. Aktywmo$¢ EndoPG
po immobilizacji przez grupy COOH byta stymulowana przez rosngce stezenia
Cd™+ w obecnosci Mg™+. Natomiast EndoPG immobilizowana przez grupy NH2
tracita aktywnos$¢ w powyzszych warunkach. Sgdzimy zatem, ze blokada grup
COOH EndoPG przez immobilizacje stworzyta warunki dla stymulacyjnego
efektu Mg2+, mimo obecnosci Cd2+ w stezeniach do 0,4 mM (41). Przeciwny
efekt, czyli hamowanie aktywno$ci EndoPG zaobserwowano po immobilizacji
przez grupy NH2 i poddano ten enzym doswiadczeniom jak wyzej (41).
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W dalszych doswiadczeniach modelowych z uzyciem enzymow immobi-
lizowanych w obecnosci jonéw metali, oceniono modyfikacje akt}rwnosci pe-
roksydazy z kapusty [Brassica oLvar. capitata] (42). W doswiadczeniach tych
zastosowano poréwnawczo nosniki hydrofobowe i hydrofilowe. Oba typy nos-
nikbw moga, naszym zdaniem, dobrze nasladowaé¢ warunki w naturalnym
$rodowisku lipidowo-biatkowym bton komérkowych. Bylo to tym bardziej waz-
ne, gdyz wiadomo, ze peroksydaza u ros$lin wyzszych wystepuje w formie
zwigzanej z btonami.

Poréwnano wartosci statych Michaelisa peroksydazy rozpuszczalnej (wobec
H202 jako pierwszego substratu) z analogicznymi wartosciami dla peroksy-
dazy immobilizowanej. Peroksydaze immobilizowano na pieciu matrycach
przez wolne grupy NH2 lub COOH. Wyznaczone dla niej state Michaelisa przez
grupy NH2 byly wyzsze od tychze wartosci peroksydazy rozpuszczalnej. Na-
tomiast po immobilizacji peroksydazy przez gmpy COOH wartosci byty
nizsze od K*i peroksydazy rozpuszczalnej. Zmiany statych peroksydazy
immobilizowanej sugerujg istotna funkcje zaréwno nosnika jak i rodzaju wig-
zania biatka z matryca. Stworzone warainki modelowe detenninujg zatem sto-
pienn powinowactwa enzymu do substratu (H202). Jes$li stuszne jest odnosze-
nie uzyskanych wynikéw do wamnkéw naturalnych, uwazamy, ze peroksy-
daza wystepujaca w komorkach w formie zwigzanej (42,43,44) ma rowniez
w podobny sposéb zmodyfikowane powinowactwo substratowe (41).

Tak jak wykazano dalej, aktywno$¢ peroksydazy immobilizowanej na no$-
niku hydrofilowym byla w znacznym stopniu stymulowana przez jony Mg"+,
Zn™+, MM+, a takze Cd™ (rys. 6, 7), (42). Peroksydaza unieruchomiona na
matrycy hydrofobowej badz tracita aktywnos$¢ w stosunku do enzymu roz-
puszczalnego lub aktywnos$¢ tego enzymu nie zmieniata sie w obecnosci wy-
mienionych jonéw (rys. 6, 7). Ochronne dziatanie hydrofilowej matrycy wy-
kazano takze w doswiadczeniach z peroksydaza immobilizowang, poddana
nastepnie dziataniu Cu™+, Ca™+, Hg"+, Pb™+ (41).

Immobilizacja chroni peroksydaze z kapusty przed dziataniem takich tru-
cizn jak karbaryl (45,46). Karbaryl jest czesto uzywanym pestycydem, zwila-
szcza dla ochrony kapusty przed larwami owaddéw. Poniewaz karbaryl nie
rozpuszcza sie w wodzie, wobec tego konieczne byto uzycie alkoholu etylowego
jako rozpuszczalnika. Badano wptyw karbarylu rozpuszczonego w alkoholu
etylowym na aktywno$¢ peroksydazy rozpuszczalnej i immobilizowanej. Jed-
noczesnie sprawdzono oddziatywanie samego alkoholu (stezenie alkoholu
16,7%) na obie formy enzymu. Stwierdzono, ze etanol stymulowat aktywnos$¢
peroksydazy z kapusty szczegélnie, wtedy gdy byla ona immobilizowana na
nosnikach hydrofobowych (kopolimer octanu winylu i diwinylobenzenu akty-
wowany etylenodiaming). Wedtug Dordicka rozpuszczalniki organiczne mody-
fikujg aktywnos$ci enzymdw nastepujgco: zmieniajg konformacje biatek, od-
dziatujg bezposrednio na substrat, albo na powstajacy produkt (47). Karbaryl
rozpuszczony w alkoholu etylowym i uzyty w stezeniach (do 20 mM) analo-
gicznych do stezen stosowanych w opryskach catych roslin kapusty, dziatat
hamujaco na aktywno$¢ badanego enzymu. Stopieh obnizenia akt3nvnosci
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Rys. 6. Wplyw i Zn™MN na aktywnos¢ peroksydazy z kapusty. Aktywnos$é enzymu wyra-
zona w procentach w stosunku do aktywnos$ci poczatkowej.

O — enzym rozpuszczalny, = — enzym immobilizowany przez grupy NH2 biatka, A — en-
zym immobitizowany przez grupy COOH biatka (42).

Enzym unieruchamiano na nosniku | — Zzel krzemionkowy z grupami epoksydowymi oraz
IV — kopolimer akrylanu z grupami aminowymi pochodzacymi z etylenodiaminy.
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immobilizowanej peroksydazy byt w tych doswiadczeniach zawsze mniejszy
od inhibicji enzymu rozpuszezalnego. Zalezat on takze od rodzaju wigzania
enzymu z nos$nikiem (przez grupe NH2, COOH, tub tez weglowodanowg kom-
ponente peroksydazy), a takze od jego wiasciwosei hydrofilowych i jeszcze
bardziej hydrofobowych (46). Obecno$¢ karbarytu w Srodowisku reakcji pe-
roksydazy z kapusty zwieksza powinowactwo tego enzymu, uzytego w formie
rozpuszczalnej, jak i immobilizowanej, do H202 Powinowactwo to rosnie,
zwiaszcza w doswiadczeniach z uzyciem hydrofobowego nosnika zbudowanego
z kopolimeréw organicznych (octan winylu, diwinylobenzen aktywowany ety-
lenodiaming). Jest to znamienna obserwaeja, sugerujaca, ze hydrofobowe ma-
tryce sg dla bialek dobrg ostong przed dziataniem czynnikéw trujgcych
(42,46).

Woczesniej wspomniano, ze roslinne peroksydazy sa obecne w Cidoplazmie
w formie rozpuszczalnej, ale wystepujg takze w postaci zwigzanej z btonami
oraz ze Scianami komoérkowymi (44,49 - 51). Takze proteinazy sg obecne we
wszystkich wazniejszych czesSciach komorki, w zwigzku z tym ich wplyw na
inne obecne tam enzymy moze byé znaczny. Eksperdmientalnie wywotana cze-
Sciowa proteoliza rozpuszczalnych enzymoéw wyizolowanych z komorki jest
czesto uzywang metodg badania ich funkcji i struktury (48 - 58). Proteoliza
nie zawsze powoduje catkowitg inaktywacje enzymow, lecz zwykle jest przy-
czynag zmniejszenia ich masy czasteczkowej (55 - 58). Z reguty jednak cen-
trum aktywne jest dobrze chronione przed dziataniem proteinaz (48,59).

Kontakt pomiedzy proteinazami i innymi enzymami w komadree, takze i pe-
roksydazg roslinng, jest tatwy, gdy enzymy sg rozpuszczalne w cytozolu. Trud-
niej natomiast o reakcje pomiedzy proteinazami a innymi enzymami, gdy sg
one zwiazane ze sktadnikami komérkowymi. Dlatego tez w naszych kolejnych
doswiadczeniach przebadano wptyw Kilku wybranych proteinaz na aktywnosc
rozpuszczalnej i immobilizowanej peroksydazy z kapusty. W przeprowadzo-
nych do$wiadczeniach peroksydaze z kapusty poddano dziataniu seiynowej
proteinazy izolowanej takze z kapusty (ukiad homogenny). Oprocz tego za-
stosowano 6 dalszych proteinaz z innyeh Zrodet roslinnyeh i zwierzecyeh
(uktad heterogenny). Wyznaezono zmiany aktywnosei peroksydazy rozpusz-
czalne] i immobilizowanej w zaleznosci od czasu i pH oddziatywania proteinaz
(rys. 8, 9), (48).

Przy wzglednie krétkich czasach (60 min) oddziatywania proteinazy z ka-
pusty (uktad homogenny) na pochodzaeg z tego samego zrédia peroksydaze
rozpuszczalng i immobilizowana obserwuje sie aktywaeje badanego enzymu,
ktora pdzniej zanika (rys. 8, 9). Znamienne sg zmiany akt}rwnosci peroksydazy
od pH, pod wptywem proteinazy z kapusty. Optymalna warto$¢ aktywnosci
peroksydaz}'~ zostaje zmieniona, a mianowieie w przypadku enzymu rozpusz-
czalnego nastepuje przesuniecie optimum pH z 6-7 do 9-10 (lys. 8).
W analogicznych warunkach doswiadczenia, jednak z uzyciem immobi-
lizowanej peroksydazy powstajg wyrazne dwa optima aktywnosei: przy pH 4
i pH 10-11 (rys. 9). Te ostatnie zmiany moga by¢ wynikiem odstoniecia
drugiego centrum aktywnego w peroksydazie dziataniem proteinazy z kapusty.
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Rys. 8. Wplyw serynowej proteinazy z kapusty na aktywnos$¢ rozpuszczalnej peroksydazy
z kapusty w zaleznosci od pH i czasu reakcji. Aktywno$¢ peroksydazy wyrazona w procentach
w odniesieniu do aktywnosci kontroli (48).

Wysoki stopienn aktywacji (dwukrotny) immobilizowanej peroksydazy
stwierdzono po inkubacji tego enzymu z pepsyna, natomiast enzym rozpusz-
czalny tracit szybko swa aktywno$¢ w obecnosci tego enzymu. Nalezy zwrécié
uwage, ze pepsyna znacznie zmienia optimum pH immobilizowanej peroksy-
dazy, z zaznaczeniem tylko jednego optimum i to przy pH 3.

Interesujgce okazaly sie dalsze doswiadczenia z uzyciem peroksydazy im-
mobilizowanej i rozpuszczalnej, gdzie oprdcz wptywu proteinaz zbadano takze
interakcje z metalami (48). Uzyskane wyniki wskazuja, ze niektére metale
(Mg2+, Mn2+, Zn2+) sg zdolne do ograniczenia inhibicji aktywnosci peroksy-
dazy przez proteinazy. Przy krétkich (1-2 godz) okresach inkubacji immo-
bilizowanej peroksydazy z kapusty z proteinazami (serynowa proteinaza z ka-
pusty, trypsyna, proteinaza K) w obecnosci niektérych jonéw metali uzyskano
ewidentng aktywacje badanego enzymu, zamiast, jak sie spodziewano, inhi-
bicji przez proteolize (48). Aktywacje immobilizowanej peroksydazy o okoto
50 - 80% stwierdzono w doswiadczeniu z trypsdmg i jonami Mg, a takze
Cu2+ i Hg2+. Stymulujgce dziatanie jondbw magnezu na wiele enzymow jest
Zznane, natomiast aktywacja peroksydazy w obecnosci Cu2+ i Hg™+, jak sie
wydaje, jest zarowno efektem szybkiego ograniczenia aktywnosci proteinaz,
jak i ochrony peroksydazy przed proteolizg w wyuiku jej immobilizacji.

Peroksydaza u roslin jest enzymem petnigcym zréznicowane funkcje fizjo-
logiczne. Enzym uczestniczy w procesach ochrony przed zimnem, dojrzewania
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Rys. 9. Wplyw serynowej proteinazy z kapusty na aktywnos$¢ immobilizowanej peroksydazy
z kapusty w zaleznosci od pH i czasu reakcji. Enzym immobilizowano na szkle o kontrolowanej
porowatosci. W doswiadczeniach uzyto 100 mg immobilizowanej peroksydazy i 100 pg x ml "
proteinazy. Aktywno$¢ peroksydazy wyrazono w proeentach w odniesieniu do aktywnosci kon-
troli (48).

owocow, petni tez funkeje odpornosciowe w zakazeniaeh, chroni rosline przed
owadami, uczestniezy w réznieowaniu eeeh pleiowyeh oraz tubeiyzaeji
(49,60,61). Z racji petnienia tak wielu istotnych funkcji fizjologicznych pero-
ksydaza jest obecna we wszystkieh komoérkaeh i tkankach roslinnych
i wgzku z tym, czesto dochodzi do jej kontaktu ze zwigzkami mineralny-
mi. llo$¢ zwigzkéw nieorganicznych, ktére wywotlujg stresy biologiezne jest
redukowana przez substancje zwane fitochelatynami (62 - 66).

Obecnie uwaza sie, ze fitoehelatyny sg peptydami syntetyzowanymi w tkan-
kach roslinnych w obecnosci metali eiezkieh przez enzym o nazwie transpep-
tydaza y - glutamylocysteina.dipeptyd (syntetaza fitoehelatyn). Enzym ten ka-
talizuje przeniesienie y - glutamyloeysteiny ze zredukowanego glutationu
(GSH) na akeeptor albo oligomery fitoehelatyn (62,64,67 - 70). Fitoehelatyny
sg zdolne do wiazania metali eiezkieh przy udziale grup sulfhydrylowyeh (71).
Zredukowany glutation, jako jeden z prekursoréw polipeptydow wiazacyeh
metale ma strukture analogiezng do struktury fitoehelatyn; -(y-Glu-Cys)n-Gly,
gdzie n = 2 - 11. Rownoezesnie sam glutation jest zdolny do wigzamia metali
za pomocg grup SH cysteiny. Z tyeh wzgledéw wydato sie istotne okreslenie
wptywu metali ciezkich na aktywnos$¢ peroksydazy rozpuszezalnej i immobi-
lizowanej w obecnosci GSH jako prekursora fitoehelatyn. W doswiadczeniaeh
uzyto 6 metali (Agh+, Zn™+, Cu™+, Cd™+, Pb M+, Hg2+). Wykazano, ze aktywnosc
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immobilizowanej peroksydazy byta znacznie stymulowana (w 180 - 300%), gdy
obok wymienionych metali w srodowisku byt obecny GSH (60). Jego obecnosé
warunkowata dalej stymulacje aktywnosci immobilizowanej peroksydazy, na-
wet w obecnosci Pb™, Hg™+, a takze Cd2+. Przy aktywacji badanego enzymu
do 300%, kontrola zachowywata aktywno$¢ na poziomie 60% aktywnosci wyj-
Sciowej. Uznajac strukture i wiasciwosci immobilizowanej peroksydazy z ka-
pusty za model tego enzymu zawartego w btonach lipidowo-biatkowych ko-
morki roslinnej, uwazamy, ze zachowanie aktywnosci przez peroksydaze
w obecnosci silnie toksycznych metali jest wazng informacja nie tylko ba-
dawczg, ale takze praktyczng. Nie jest wykluczone, ze w komoérkach roslin
peroksydciza zwigzana w btonach struktur wewnatrzkomérkowych reaguje po-
dobnie na obecnos¢ metali ciezkich, jak wykazano w przeprowadzonych do-
Swiadczeniach. Moze to by¢ tym bardziej realne ze wzgledu na tworzenie
»zmrozonych” struktur biatkowych w btonach lipidowo-biatkowych komérki
i ochronie w ten sposob centrum aktywnego enzyméw, a takze dzieki inter-
akcji metali z fitochelatynami, umozliwiajgc stymulacje aktywnosci peroksy-
daz jako efekt obronny w $rodowisku przyrodniczym.

4. Podsumowanie

Przedstawione opracowanie zawiera wyniki okoto dziesiecioletnich badan
nad nowymi nosnikami do immobilizacji biatek i mozliwosci ich aplikacji.
W tym czasie uzyskano siedem nowych rodzajow nosnikéw i sprawdzono ich
przydatnos$¢ w laboratorium. Posréd opracowanych nowych matryc do immo-
bilizacji biatek, na uwage zastugujg: zele krzemionkowe aktywowane BCI3
i SiCl4 (7), kopolimery organiczne akrylonitrylu i diwinylobenzenu (9), pokry-
wane adhezyjnie keratyng lub poliamidem nos$niki nieorganiczne (10), poli-
meryzacje z uzyciem 2,3-epoksy-propylometakrylanu (19), nosniki z we-
whnatrzpenetrujgcg siecig IPN (20). Nowe nosniki zostalty nastepnie uzyte
w badaniach aplikacyjnych.

1. Okreslono stopien biotransformacji ligniny w reakcji katalizowanej przez
grzybowg peroksydaze (32,36).

2. Stwierdzono istotng funkcje grup COOH w enzymatycznej reakcji utle-
niania kwasu indolilo-3-octowego (26).

3. Zastosowano immobilizowane enzymy jako ukitady modelowe ich wyste-
powania w btonach komérkowych.

4. Okre$lono zmiany aktywnosci wybranych enzymdw immobilizowanych
w obecnosci metali, proteinaz i glutationu. Zasugerowano analogie tych zmian
do warunkéw Srodowiska komarkowego.

Podsumowujac, uwazamy, ze zastosowanie wigkszej gamy matryc do im-
mobilizacji biatek, przez swoje zréznicowane wiasciwosci fizyko-chemiczne,
stwarza mozliwosci nasladowania warunkéw srodowiska naturalnego. Na pod-
stawie obserwacji Bickerstaffa (23) i wiasnych sadzimy, ze enzymy po immo-
bilizacji mogg uzyskiwaé¢ wiasciwosci bardziej zblizone do wiasciwosci enzy-
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mow wystepujacych w komadrkach roslin i zwierzat, a przez to mozna pozna-
wac lepiej ich funkcje i cechy wiasciwe dla struktur komérkowych w naturze.

Autorzy wyrazajg podziekowanie prof. prof. E. Galasowi, J. Oscikowi i K. Wierzchowskiemu
za ich zainteresowanie i umozliwienie wykonania opisanych badan.
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The Supports for Enzymes Immobilization and Their Applications

Summary

The new supports prepared during the last ten years for enzymes immobilization are descri-
bed. These supports were used for immoblization of some biotechnologically important enzymes.

It was found out that only immobilized peroxidase enables to observe the degree of lignin
biotransformation. It is believed that the properties of immobilized enz3Tnes could be similar to
those of the natural protein-lipid membranes. Therefore changes of the properties of immobilized
enzymes after treatment with heavy metals and proteinases were reviewed.

Key words:
biocatalysis, supports for enzyme immobilization, immobilized peroxidase, endopolygalactu-
ronase, interactions with metal ions, effect of proteinases.
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