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New methods of enzyme immobilization
Summary

This article revievs new methods of enzymes immobilization. Due to high
activity under harsh conditions cross-linked enzyme crystals (and aggregates)
and biocatalytic plastics are used for catalysys of reactions usefull for pharma-
ceutical, food and chemical industries, and for medicine. General information
about CLECs, CLEAs, and biocatalytic plastics, including methods of their prepa-
ration, examples of immobilized enzymes, some chemical and physical proper-
ties, and their potential applications are presented.
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1. Wstep

Preparaty immobilizowanych enzymoéw, caltych komoérek, badz
tez ich fragmentéw sg szeroko rozpowszechnione i stosowane
w licznych przemystowych procesach (1). Oprécz tego, ze mozna
je wykorzysta¢ wielokrotnie, jak réwniez, iz nie powodujag zanie-
czyszczen Srodowiska reakcyjnego, wykazujg inne zalety, prze-
de wszystkim zwiekszong termostabilnos¢, a czesto takze ko-
rzystnie zmieniong warto$¢ optymalnego pH. Niewatpliwg wadag
immobilizowanych biatek jest ich wysoka cena w poréwnaniu
z enzymami natywnymi, wynikajgca zaréwno z koniecznosci prze-
prowadzenia samego procesu unieruchomienia, jak i z ceny nos-
nika, ktéra zwykle stanowi znaczng czes¢ wszystkich kosztow.
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Wspoitczesne produkty biotechnologii powstaja w gtéwnej mierze dzieki wyko-
rzystaniu enzymow wytwarzanych przez rekombinowane drobnoustroje, czasem
tez sg syntetyzowane przez enzymy dzikich szczepéw pochodzacych ze srodowisk
ekstremalnych (wysoka/niska temperatura, wysokie zasolenie, podwyzszone cisnie-
nie), dlatego tez ceny osiggane przez takie zwigzki sa zwykle bardzo wysokie. Naj-
wiekszym popytem cieszg sie enzymy charakteryzujgce sie specyficznymi wtasciwos-
ciami w odniesieniu do katalizowanej reakcji, jak rowniez pozgdanymi parametrami
fizykochemicznymi. Wazna jest takze ilos¢ komercyjnie dostepnego enzymu, ktéra
czesto, np. ze wzgledu na trudnosci w hodowli, nie zaspokaja potrzeb coraz bar-
dziej chionnego rynku. Z tego wzgledu wzrasta znaczenie prac majgcych na celu
otrzymywanie wydajnych, immobilizowanych biokatalizatoréw.

Pierwotnie termin ,immobilizacja” okreslat techniki przeprowadzania enzymu
ze stanu rozpuszczalnego do nierozpuszczalnego, gtdéwnie przez mechaniczne
zwigzanie go z nosnikiem (2). Obecnie definicja immobilizowanych biokatalizato-
réw jest duzo szersza i odnosi sie nie tylko do wigzania biatka z nosnikiem, ale tak-
ze do metod pozwalajgcych na wykorzystanie biokatalizatoréw w procesach ciggtych.

Biorgc pod uwage fakt, ze oprocz reakcji w typowych dla biatek enzymatycznych
Srodowiskach, czyli w roztworach wodnych, coraz czeéciej reakcje z ich udziatem
prowadzi sie w srodowiskach rozpuszczalnikéw organicznych, ktére duzo szybciej
niz srodowiska wodne powodujg spadek aktywnosci, unieruchamianie enzymow
jest jedng z metod pozwalajacych na przedtuzenie uzytkowania biokatalizatoréw
w takich warunkach. Matryce wykorzystywane z mys$lg o reakcjach prowadzonych
w $rodowiskach wodnych czesto nie nadajg sie do srodowisk organicznych, dlatego
tez trwajg poszukiwania nie tylko innych materiatéw, ale i nowych rozwigzan, ktére
sprawdzatyby sie w reakcjach prowadzonych zaréwno w Srodowiskach wodnych,
jak i organicznych. W artykule przedstawimy Czytelnikom takie wfasnie nowator-
skie rozwigzania w obszarze immobilizacji biokatalizatoréw, rozszerzajace mozli-
wosci ich wykorzystania w r6znorodnych Srodowiskach i warunkach.

2. Sieciowane krysztaly biatek enzymatycznych (CLECs - Cross-Linked
Enzyme Crystals)

Pierwsze proby sieciowania krysztatow bialek podijeli juz 40 lat temu Doscher
i Richards (3), traktujgc karboksypeptydaze A aldehydem glutarowym. Doswiadcze-
nia przez nich przeprowadzone mialy na celu zbadanie, czy sieciowanie krysztatow
tego enzymu podniesie ich stabilnos¢ wydtuzajgc tym samym przydatnos¢ do analiz
dyfraktometrycznych oraz czy czynnik sieciujacy nie spowoduje zmiany konformacji
biatka. Okazato sie, zgodnie zresztg z przypuszczeniami autoréw, ze sieciowanie
zdecydowanie zwieksza stabilno$¢ biatka, nie powodujac wiekszych zmian w jego
strukturze. Stwierdzono ponadto, ze CLECs karboksypeptydazy A sg nierozpusz-
czalne w Srodowisku wodnym i zachowujg w nim znaczng czes¢ (okoto 30%) wyjscio-
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wej aktywnosci katalitycznej. To doswiadczenie pokazato, ze tisieciowane krysztaty
sg wlasciwie immobilizowanym enzymem, w ktorym biatko pelni podwdjng role:
matrycy i biokatalizatora. Do idei sieciowania krysztatow powrécono dopiero w la-
tach dziewieédziesigtych ubiegtego stulecia (4), wykorzystujac jako model termoli-
zyne (5), stosowang w syntezie peptydéw, m.in. w syntezie niskokalorycznego $rod-
ka stodzgcego, znanego pod handlowg nazwg aspartam. Obecnie immobilizacja en-
zymow w formie CLECs stata sie do$¢ popularng, cho€ jeszcze w niewielkim stopniu
skomercjalizowang metoda otrzymywania biokatalizatoréw charakteryzujacych sie
szczegllnymi wiasciwosciami.

2.1. Ogoblna charakterystyka CLECs

CLECs otrzymuje sie w dwoch etapach: nalezy z roztworu wykrystalizowac
biatko enzymatyczne, a nastepnie poddac jego krysztaty sieciowaniu, wykorzystujac
jakis czynnik sieciujacy, zwykle aldehyd glutarowy. Uzycie takiego czynnika jest nie-
zbedne dla zwiekszenia trwatosci krysztatlu. Co prawda, jest juz on stabilizowany
licznymi oddziatywaniami niekowalencyjnymi, powodujgcymi, ze molekuty biatka
w krysztale sg duzo bardziej sztywne niz czasteczki biatka rozpuszczonego, jednak-
Ze nie sg one wystarczajgce by krysztat nie ulegt rozpuszczeniu po przeniesieniu do
innego medium z roztworu, w ktéorym nastepowat proces krystalizacji (6). Aby uzy-
ska¢ preparat o jak najlepszych wtasciwosciach, zaréwno w pierwszym, jak i w dru-
gim etapie przeprowadza sie optymalizacje procesu (4,7).

Poniewaz struktura krysztatu jest nieporéwnywalnie bardziej spojna niz molekut
biatka natywnego, wydawatoby sie, ze dodatkowe usieciowanie do formy CLECs
moze spowodowac istotne problemy z dyfuzjg substratu i produktu przez krysztat,
przez co enzym stanie sie nieefektywny, jest jednak inaczej. Od 35 do 65% objetosci
krysztatlu zajmujg kanaly wypetnione rozpuszczalnikiem, ktére umozliwiajg swo-
bodny transport substratu do wnetrza struktury i produktu w odwrotnym kierunku
(4,8,9). W doswiadczeniach z termolizyng wykazano, ze przy wysokich stezeniach
substratu, stosowanego w syntezie heksapeptydow, krysztaly proteinazy charakte-
ryzuja sie podobna aktywnoscig jak enzym wolny. Potwierdzono te teze przeprowa-
dzajac badania, w ktérych réwniez wykorzystano krysztaly termolizyny, ale za sub-
strat postuzyt tancuch B utlenionej insuliny, zbudowany z 30 aminokwaséw (10).
CLECs termolizyny przejawialy co prawda tylko 4% aktywnos$ci charakteryzujacej en-
zym rozpuszczalny, ale biatko immobilizowane na agarozie charakteryzowalo sie az
30-krotnie nizsza aktywnoscig niz CLECs, mimo ze uzyto je w ponad 10-krotnie
wiekszym stezeniu. Warto wspomnieé, ze krysztaly termolizyny tworzg sie wokot
szesciokrotnej osi symetrii i zawieraja duze pory przebiegajgce przez catg diugosé
krysztatu. Ich Srednica wynosi w przybliezniu 25 A (10). tancuch B insuliny w $rodo-
wisku wodnym przyjmuje strukture globularng, co mogtoby stanowié¢ istotng prze-
szkode przy przenikaniu substratu w gtab katalitycznego krysztatu termolizyny, jed-
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nak omawiang reakcje przeprowadzono w 90% mieszaninie dimetyloformamidu
(DMF) i etanolu, w ktérym peptyd ulega znacznej linearyzacji, co w pewnej mierze
zmniejszyto opory dyfuzyjne i umozliwito penetracje substratu do wnetrza krysz-
tatu.

W badaniach oporéw dyfuzyjnych enzymoéw immobilizowanych metodami kla-
sycznymi dowodzi sie, ze zaleza one m.in. od Srednicy czasteczek nosnika. W pew-
nym stopniu problem ten dotyczy roéwniez krysztatdw sieciowanych enzymoéw
(4,11), bowiem od wielkosSci krysztatu zalezy dalsze wykorzystanie sieciowanego
biokatalizatora. Najlepsze wyniki uzyskuje sie zwykle dla krysztatéw, ktérych
dtugosc¢ nie przekracza 100 pm; charakteryzujg sie one wysoka aktywnoscig, dobry-
mi parametrami filtracyjnymi, a opory dyfuzyjne wewnatrz struktury sg zminimali-
zowane (4,5,12). Zastosowanie znalazty nawet CLECs o dlugos$ci nie przekraczajacej
5 pm, bowiem w bardziej szczegétowych badaniach wykazano, ze dia aktywnosci
usieciowanych krysztatéw wazniejsza od diugosci jest ich grubos$¢ (4,6,11). Stwier-
dzono nawet, ze w krysztatach o grubosci do 5 pm te opory nie wystepuja, a diu-
gos$¢ krysztatlu nie ma znaczenia dla aktywnosci enzymu, jezeli jego grubo$¢ nie
przekracza tej granicznej wartosci. Okazalo sie, ze grubos¢ 5 pm jest krytyczna przy
powstawaniu oporéw dyfuzyjnych w krysztatach rozmaitych enzyméw, np. termoli-
zyny (krysztaly w ksztalcie precikdéw), subtylizyny (krysztaty w ksztaicie igiet), acyla-
zy penicylanowej (krysztaty w ksztalcie ptytek) oraz lipaz: bakteryjnej Pseudomonas
cepacia i drozdzowej Candida rugosa (w obu przypadkach krysztalty w formie piytek),
zatem zjawisko ma szerszy charakter i wartos¢ t¢ mozna przyjaé za kryterium przy
selekcji najbardziej odpowiednich dla katalizy krysztatébw enzyméw.

Szczeg6towe badania poréwnawcze oporéw dyfuzyjnych przeprowadzili Tischer
i in. (12), wykorzystujac wspomniana juz acylaze penicylanowa, immobilizowana na
ré6znych nosnikach (Eupergit C, Eupergit 250 L) oraz usieciowane krysztaly tego en-
zymu o $rednicy 7,5 pm. Wykazali oni, ze krysztaly o wielkosci nie przekraczajgcej
dziesigtej czesci zastosowanych w doswiadczeniu czasteczek nosnikéw z immobili-
zowanym biatkiem, wykazujg stukrotnie wyzszg aktywno$¢, a ponadto nie stwier-
dzili negatywnego wptAAlu rosnacych oporéw dyfuzyjnych na aktywnos$¢ CLECs acy-
lazy penicylanowej.

Ciekawy eksperyment z uzyciem CLECs wspomnianej juz lipazy z Candida rugosa
przeprowadzili Overbeeke i in. (13). Enzym ten, podobnie jak spora grupa lipaz,
w obszarze okalajgcym centrum aktywne posiada tzw. wieczko (ang. lid), zamy-
kajgce dostep do kieszeni katalitycznej. Proces krystalizacji przeprowadzono w taki
sposob, aby uzyska¢ krysztaly zaréwno z wieczkiem otwartym, jak i z zamknietym.
CLECs otrzymane z formy enzymu z otwartym wieczkiem wykazywaly wiekszg enan-
cjoselektywnos¢ wzgledem wszystkich uzytych substratéw niz usieciowane krysz-
taly czasteczek lipazy z zamknietym wieczkiem. Oprécz wyzszej enancjoselektyw-
nosci wariant krysztatu z otwartym wieczkiem wykazywat takze wyzsza aktywnos$c¢
niz CLECs z czasteczkami lipazy, w ktérych wieczko musiato zosta¢ dopiero otwo-
rzone, czyti zachodzita konieczno$¢ pokonania dodatkowej bariery energetycznej.
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Podobne wyniki uzyskali Lalonde i in. (8) w reakcji hydrolizy estru chloroetylu keto-
profenu przy uzyciu tej samej drozdzowej lipazy.

2.2. Wady i zalety CLECs

Przy komercjalizacji enzyméw najwazniejszym czynnikiem, decydujagcym o ewen-
tualnej aplikacji biatka katalitycznego, jest koszt wdrozenia produkcji i zyski uzy-
skane ze sprzedazy nowego produktu.

Na koszt immobilizowanych biokatalizatoréw wplywa cena enzymu (zalezy gtéwnie
od warunkow biosyntezy i kosztéw procesow prowadzonych po jej zakonczeniu, tzw.
downstream processing) oraz cena nosnika i koszty jego przygotowania do immobilizacji.

W procesach wydzielania i oczyszczania enzyméw bardzo istotne jest uzyskanie
odpowiedniej formy biatka, takiej, aby odpowiadata zadaniu jakie ma petni¢ immo-
bilizowany biokatalizator. Na koncowy efekt immobilizacji wptywa ponadto wiele
czynnikOw: stopief upakowania biatka w nosniku, stopiefh zachowanej aktywnosci
unieruchomionego biokatalizatora wzgledem formy wolnej, a takze stabilno$¢ ope-
racyjna preparatu, ktora jest bardzo istotnym parametrem, zwlaszcza dla procesow
prowadzonych w uktadzie ciggtym (12). Okresla on czas, po ktérym unieruchomiony
biokatalizator traci 50% poczatkowej aktywnosci. Zbyt mata stabilnos¢ operacyjna
powoduje spadek wydajnosci procesu, a co za tym idzie koniecznos¢ wydtuzenia
czasu kontaktu medium z biokatalizatorem.

Najwazniejsze czynniki wptywajace na uzytecznos$¢ immobilizowanych biokatali-
zatorow zostaly przedstawione na rysunku 1.

Rys. 1. Parametry enzymu i no$nika wptywajace na koncowa przydatno$¢ immobilizowanego enzy-
mu (wg Tischera W. i Kasche V. (12]).
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Wykorzystanie w immobilizacji nosnika innego niz unieruchamiane biatko po-
woduje, ze duza cze$é preparatu stanowi nieaktywny katalitycznie materiat, co jest
niekorzystne z ekonomicznego punktu widzenia. Z reguty enzym osadzony na nos-
niku stanowi zaledwie okoto 5% catej objetosci preparatu, pozostate 95% to nosnik
(5,14-16). W tym kontekscie zasadniczg zaleta CLECs jest fakt, ze sktadajg sie
wylacznie z homogennego bialka, dzieki czemu ta forma immobilizowanego enzy-
mu nie tylko przejawia znacznie wyzsza aktywnos¢, ale czyni niemozliwym zajscie
w srodowisku reakcji konkurencyjnych, zatem selektywnos¢ takiego procesu znacz-
nie przekracza uzyskiwang w reakcjach z uzyciem immobilizowanych preparatéw
bialek niehomogennych. Homogennos¢ krysztatéw sieciowanych enzymoéw jest nie-
watpliwa zaletg takze z innego wzgledu. W przypadku uzycia CLECs jako biosenso-
réw lub potencjalnych lekéw ulega minimalizacji zagrozenie organizmu reakcjg im-
munologiczng. Byloby ono duzo wyzsze, gdyby w skfad uzytego biosensora wcho-
dzity dodatkowe zwiazki, np. towarzyszgce biatka, badz tez zwigzki tworzgace nos-
nik dla enzymu (4). Wysoka aktywnos¢ CLECs w przeliczeniu na jednostke objetosci
pozwala konstruowac biosensory o bardzo wysokiej czutosci (5).

Co prawda, w krysztatach moze nastagpi¢ zjawisko wspoitkrystalizacji z nieaktyw-
nymi formami enzymu, powodujace pewne ,rozcienczenie” aktywnosci (12), jednak
w poréwnaniu z enzymami immobilizowanymi metodami klasycznymi, CLECs wyka-
zujg tak wysoka aktywnosc, ze zjawisko wspotkrystalizacji mozna poming¢. Wysoka
aktywnos¢ sieciowanych krysztaldw daje znaczne oszczednosci zwigzane z petniej-
szym wykorzystaniem objetosci bioreaktorow, ktore w catosci wypetnione sg aktyw-
nym enzymem, a nie jak w przypadku innych form immobilizowanych biokatalizato-
row takze nieaktywnym katalitycznie nosnikiem.

Niewatpliwg zaletg sieciowanych krysztatow biatek enzymatycznych jest wspo-
mniana juz uporzadkowana struktura kanatow przebiegajgcych przez cata objetosé
krysztatu, ktéra zapewnia swobodng penetracje substratu do wnetrza. W przypadku
uzycia innych nosnikéw zbyt mata porowato$¢ stanowi czesto istotny problem, kt6-
ry rozwigzuje sie poprzez dodanie do nosnika specjalnych substancji. Tak na przy-
klad przy stosowaniu chitozanu jako matrycy, zwigzkami zwiekszajgcymi porowa-
tos¢ sq zwykle alginian badz poliwinylopyrolidon (17,18). Z jednej strony wptyw ta-
kich dodatkéw jest korzystny, gdyz zgodnie z zalozeniem rzeczywiscie wzrasta po-
rowato$¢ nosnika, czesto jednak zwigzki te nie wigza biatka podczas immobilizaciji,
albo tez po zakonczeniu procesu utwardzenia nosnika sg wyptukiwane z jego struk-
tury. W ten spos6b uzyskuje sie co prawda bardziej porowatg matryce, jednakze
0 mniejszej zdolnosci wigzania biatka w poréwnaniu z nosnikiem nie traktowanym
dodatkowymi substancjami. Usuniecie z no$nika zwigzku zwiekszajgcego porowa-
toé¢ moze tez spowodowaé zmniejszenie liczby reaktywnych grup biorgcych udziat
w kowalencyjnym wigzaniu enzymu, a co za tym idzie, obnizy¢ stopiefh upakowania
matrycy biokatalizatorem.

Kolejng zaletag CLECs jest wysoka stabilno$¢ i odpornos¢ na czynniki denatu-
rujgce, takie jak temperatura i rozpuszczalniki organiczne, co wynika z obecnosci
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licznych oddzialywan elektrostatycznych i hydrofobowych powstajgcych w biatku
w trakcie procesu krystalizacji, a nastepnie sieciowania (10). Zwarta struktura krysz-
tatu zapewnia tez wysokg odpornos¢ na dziatanie proteinaz, ktore tatwo degradujg
enzymy rozpuszczane, a takze immobilizowane w konwencjonalny sposéb. W przy-
padku syntez, w ktorych substratami sg nie wystepujgce w przyrodzie aminokwasy,
wykorzystuje sie m.in. enzymy proteolityczne. Enzymy te, pozostajgc w roztworze,
czesto ulegaja zjawisku autodegradacji, polegajacym na hydrolizie wigzan peptydo-
wych wewnatrz jednej molekuly biokatalizatora przez inng jego czasteczke. Konsek-
wencjg autodegradacji jest uwolnienie do medium reakcyjnego aminokwasow nie
bedacych substratami pozadanej reakcji enzymatycznej (10,19). Zanieczyszczenia te
sg niepozgdane, zwlaszcza w przypadku technologii wymagajacych otrzymania pro-
duktu o wysokiej czystosci, jak ma to miejsce np. w przemystach farmaceutycznym,
spozywczym, badz kosmetycznym. Ich obecno$¢ w kohcowym produkcie moze
wywotaé reakcje alergiczng, a nawet zagrazajacy zyciu szok anafilaktyczny. Oczysz-
czenie medium z niepozadanych produktow wigze sie z koniecznos$cig stosowania
kosztownych i pracochtonnych procesoéw, a czesto jest nawet niemozliwe do wyko-
nania. Wysoka odpornos¢ na dziatanie proteinaz wykazujg, np. krysztaty termolizy-
ny, ktére inkubowane przez 4 doby z dodatkiem pronazy (mieszanina enzymoéw
proetolitycznych z Streptomyces griseus) nie tracg aktywnosci, podczas gdy enzym na-
tywny traci ja po 90 minutach. Podobne wyniki uzyskano przy trawieniu pronaza
CLECs esterazy pochodzacej z watroby swini i sieciowanych krysztatéw wieprzowej
elastazy trzustkowej (5).

Odpornos¢ krysztatdbw sieciowanych enzymoéw na atak proteolityczny dotyczy
wiasciwie wszystkich rodzajow immobilizowanych w ten spos6b enzymoéw. Struktu-
ra krysztalu jest zbyt zwarta aby enzym proteolityczny mégt spowodowac rozktad
bialka, a kanaty wystepujace w CLECs zbyt waskie, aby proteazy mogty penetrowac
do wnetrza struktury krystalicznej.

Wzrastajgce zainteresowanie biokatalizg w srodowiskach niewodnych spowodo-
wato, ze zaczeto szuka¢ rozwigzan, ktére doprowadzityby do zwiekszenia stabilno-
Sci biatek enzymatycznych w rozpuszczalnikach organicznych. W poczatkowej fazie
do immobilizacji enzyméw o takim przeznaczeniu stosowano nos$niki klasyczne.
Okazaly sie jednak nieprzydatne ze wzgledu na swoj hydrofilowy charakter, ktory
uniemozliwiat dostateczny kontakt substratu rozpuszczonego w niepolarnym $ro-
dowisku z biokatalizatorem zwigzanym z polarnym nosnikiem. Dalsze prace pozwo-
lity znalez¢ hydrofobowe matryce nadajace sie do stosowania w roztworach orga-
nicznych, jednak otrzymywane z ich uzyciem preparaty unieruchamianych enzymow
wykazywaly te same wady jak otrzymane na no$nikach hydrofilowych i przeznaczo-
ne do $rodowisk wodnych. Majac do dyspozycji CLECs postanowiono okresli¢ jaki
wplyw maja rozpuszczalniki organiczne na stabilnos¢ i aktywnos¢ krysztatéw enzy-
mow i porownac je z tymi wartosciami natywnych biatek i preparatow immobilizo-
wanch klasycznymi metodami. StClair (10) wykazata np., ze krysztaty termolizyny po
inkubacji w 40°C w 50% wodnym roztworze tetrahydrofuranu zachowaty ponad 95%
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aktywnosci poczatkowej, podczas gdy enzym rozpuszczalny tylko 36%. Podobng
tendencje zaobserwowano podczas inkubacji krysztalow w wyzszych temperatu-
rach i w denaturujgcych warunkach pH (5). Okazalo sie ponadto, ze rGwniez niewy-
krystalizowane, ate tfiofilizowane biatka enzymatyczne przejawiaja wysoka stabit-
nos¢ w rozpuszczalnikach organicznych nawet w wysokich temperaturach. Jednak
Jest to spowodowane brakiem czasteczek wody w Srodowisku; JeJ wprowadzenie,
nawet w minimalnej ilosci, powoduje natychmiastowag denaturacje enzymu (19).
O wysokiej stabilnosci CLECs subtylizyny Carlsberg w $Srodowisku organicznym do-
nosili tez Buli i in. (20). Czas poitrwania sieciowanych krysztatdbw tego enzymu
w oktanie wynosit 200 dni w 45°C, zatem okazaly sie prawie 40 razy bardziej stabil-
ne niz enzym rozpuszczalny. Kolejnych dowodéw na wysoka stabilnos¢ CLECs do-
starczyli Sobolov i in. (21) uzyskujac krysztaly aldolazy 1,6-bisfosfofruktozy z miesni
krétika, enzymu o szerokim zastosowaniu w stereosetektywnej kondensacji aldolo-
wej miedzy fosforanem dihydroksyacetonu a aldehydami (22). Rozpuszczalna forma
tego enzymu tracita aktywnos¢ po 3-5 dniach, natomiast dia krysztatow nie stwier-
dzono spadku aktywnosci nawet po 6 miesigcach przechowywania w temperaturze
pokojowej. Wyzszg stabilnos¢ w poréwnaniu z forma rozpuszczalng krysztaty atdo-
lazy wykazywaly takze w rozpuszczatnikach organicznych.

Bardzo wazne z technologicznego punktu widzenia moze okazac sie doswiad-
czenie przeprowadzone przez Ery i in. (23,24), w ktérym sieciowaniu poddano mie-
szanine krysztatéw dwéch enzymoéw: dehydrogenazy tiponoamidowej i dehydroge-
nazy mleczanowej, uzyskujac CLECs wykazujace aktywnos$¢ obydwu enzyméw. Mo-
ze to zapoczagtkowaé produkcje multizymow Kkatalizujacych ciag reakcji prowa-
dzacych do pozadanego produktu. Jakkolwiek dos¢ problematyczny Jest, Jak sie wy-
daje, taki dobor biatek, aby dziataly réwnie wydajnie w tym samym Srodowisku re-
akcyjnym.

Okazato sie takze, ze istnieje mozliwos$¢ uzyskania CLECs katalitycznych biatek
wykorzystujgcych kofaktory. Lee i in. (25), otrzymali np. kompleks dehydrogenazy
alkoholowej (ADH) z watroby konia z nukletotydem nikotynamidoadeninowym
(NAD) i dimetylosulfotlenkiem (DMSO), sieciowany aldehydem glutarowym. Uzyska-
ne krysztaly wykazywaly aktywnos¢ wzgledem alkoholu etylowego, dziatajac wg
schematu przedstawionego na rysunku 2. Krysztaly wykazywaty w srodowisku orga-
nicznym duzo wyzsza aktywno$¢ niz enzym rozpuszczalny: w roztworze 16% dime-
toksyetanu enzym natywny przejawiat zaledwie 16% poczatkowej aktywnosci, pod-
czas gdy krysztaly zachowaly az 75% wyjsciowe] aktywnosci. Przy 24% stezeniu di-
metoksyetanu enzym rozpuszczalny ulegat catkowitej inaktywacji, natomiast forma
krystaliczna zachowala Jeszcze 69% aktywnosci wyjsciowej. Wykazano tez, ze doda-
tek do Srodowiska reakcji Jonéw Zn"+ powodowat znaczne zwiekszenie aktywnosci
CLECs ADH, nie dawat natomiast podobnego efektu w przypadku enzymu rozpusz-
czalnego.

Badania Lee i in. (25) nie s3 odosobnione. Podobne doswiadczenia z wykorzysta-
niem krysztaldw dehydrogenaz przeprowadzano Juz na przetomie lat siedemdzie-

120 PRACE PRZEGLADOWE



Nowe metody immobilizacji enzyméw

ADH-NAD" alkohol cynamonowy

ADH-NADH / \ aldehyd cynamonowy

Rys. 2. Reakcja katalizowana przez kompleks (ADH-NAD) dehydrogenazy alkoholowej z NAD i DMSO.

sigtych i osiemdziesigtych XX w., wykorzystujac cytoplazmatyczng dehydrogenaze
jabtczanowg i dehydrogenaze aldehydu-3-fosfoglicerynowego (26,27).

Oprécz zastosowan katalitycznych CLECs, lub raczej CLPCs {Cross-Linked Protein
Crystals), sg ze wzgledu na swojg chiralng budowe obiecujagcym materiatem,
mogacym stuzy¢ do rozdziatu mieszanin racemicznych (9). Wykazano, ze krysztaty
sg odporne na dziatania sit mechanicznych podczas takich jednostkowych proceséw
jak: mechaniczna dezintegracja, mieszanie, filtracja i przepompowywanie.

Obecnie bardzo czesto w procesach separacji stosuje sie zeolity. Sg to krystalicz-
ne, uwodnione glinokrzemiany sodu, potasu, wapnia i magnezu. Zwigzki te charak-
teryzujg sie porami o wielkosci 0,3-1 nm i sg stosowane jako materiat filtracyjny ze
wzgledu na dobrze rozwinietg powierzchnie, odpornos¢ na dziatanie kwasow i pod-
wyzszonej temperatury, wysoka pojemnos¢ adsorpcyjna, zdolno$¢ molekularno-si-
towa, znaczng selektywnos¢ i pojemnos¢ jonowymienng. Wykorzystywane sa do
rozdziatu jonéw, weglowodorow o tancuchach prostych i rozgatezionych, a takze
w procesach oczyszczania wody i gazow (28-30). Zasadniczg zaletg CLPCs w poréw-
naniu z zeolitami jest ponad osmiokrotnie wieksza objeto$¢ poréw (0,9-3,6 [ml/g]),
dzieki czemu tatwiejsza jest penetracja do wnetrza krysztatu. Wczes$niej wspomnia-
no, ze CLPCs mogg by¢ wykorzystane do rozdzialu mieszanin racemicznych bezpo-
Srednio po uzyskaniu krysztatdw, podczas gdy zeolity nalezy podda¢ procesom mo-
dyfikacji poprzez przytaczanie zwigzkdw optycznie czynnych, co wigze sie z duzymi
kosztami.

W doswiadczeniu majagcym okresli¢ zdolnosci rozdzielcze CLPCs termolizyny wy-
kazano, ze mozna je wykorzystywac¢ do separacji zwiazkédw optycznie czynnych, ta-
kich jak fenyloglicyna, ibuprofen i kwas foliowy, uzyskujgc bardzo obiecujgce wyniki
(9). Pozwala to sgdzi¢, ze wkroétce krysztaty biatek znajdg zastosowanie jako mater-
iat filtracyjny w rozdziatach mieszanin racemicznych.

Sieciowane krysztaly biatek enzymatycznych nie sa oczywiscie pozbawione wad.
Podobnie jak przy procesach immobilizacji metodami klasycznymi, takze w przy-
padku CLECs obserwuje sie utrate aktywnosci wzgledem enzymu wolnego.
Schmitdke i in. (21,31) stwierdzili, ze usieciowane krysztaly subtilizyny, wykazuja
27-krotny spadek aktywnosci wzgledem wyjSciowego enzymu rozpuszczalnego.
Znacznie mniej obnizong aktywno$¢ CLECs w stosunku do enzymu natywnego od-
notowali Sobolov i in. (21) dla krysztalow aldolazy 1,6-bifosfofruktozowej z miesni
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krélika; zachowaty one az 82% aktywnosci krysztatéw nie sieciowanych i 65% aktyw-
nosci enzymu rozpuszczalnego. Zjawisko utraty aktywnosci w procesie immobiliza-
cji nie jest zatem obligatoryjne, czego dowiedli takze Khalaf i in. (32), uzyskujac
krysztaly lipaz z drozdzy Candida rugosa i bakterii Pseudomonas cepacia, wykazujgce
wyzszg aktywnos¢ w poréwnaniu z enzymem rozpuszczalnym.

Pewng niedogodnosciga CLECs jest absolutna koniecznos¢ optymalizacji ich
otrzymywania, bowiem na wtasciwosci CLECs majg wplyw liczne czynniki: warunki
krystalizacji, wielkos¢ uzyskanych krysztatow, stezenie czynnika sieciujgcego i czas
trwania procesu sieciowania (33). Ich optymalizacja jest pracochtonna i trzeba ja
przeprowadzi¢ dla kazdego preparatu krysztatdow sieciowanych biatek. Bardzo trud-
nym etapem jest uzyskanie odpowiednich krysztatow, ktére spetniajg wymogi na-
rzucone przez ograniczenia dyfuzyjne. Problem krystalizacji dotyczy zwtaszcza bia-
tek pochodzacych z organizmow psychrofilnych, ktére ze wzgledu na specyficzne
warunki dziatania in vivo sg bardzo etastycznymi i gietkimi molekutami, bardzo trud-
nymi do wykrystalizowania.

Powazne trudnosci w uzyskaniu krystalicznych form biatek enzymatycznych i po-
noszone w zwigzku z tym koszty zmusity do poszukiwan innych rozwigzan be-
dacych kompromisem pomiedzy klasycznymi metodami immobilizacji a sieciowa-
niem krysztatbw biatek enzymatycznych.

3. Sieciowane agregaty biatek enzymatycznych (CLEAs - Cross-Linked
Enzyme Aggregats)

Aby tatwiej uzyskaé immobilizowane biatka, zachowujace sie podobnie jak CLECs,
mozna sie postuzy¢ inng metoda. Najpierw w niedenaturujgcych warunkach wytwa-
rza sie agregaty molekut enzymu, a nastepnie sie je usieciowuje, uzyskujgc forme
immobilizowang biatka katalitycznego. Proces agregacji mozna prowadzi¢ z uzy-
ciem réznych czynnikdw strgcajgcych: soli, rozpuszczalnikéw organicznych baciz
polimeréw niejonowych (34). W ten spos6b Cao i in. (35) otrzymali agregaty acylazy
penicylanowej, wykazujgce od 60 do 86% aktywnosci przejawianej przez CLECs
i prawie 100-krotnie wyzszag aktywnos¢ (w przeliczeniu na | g mokrego preparatu)
niz enzym immobilizowany na klasycznym nosniku. Podczas procesu formownia
CLEAs utracono wprawdzie okoto 40% aktywnosci wyjsciowej, jednak efekt ten nie
byt spowodowany sieciowaniem i agregacja, lecz filtracja i rozpuszczeniem sie czes-
ci nietrwatych agregatéw. Cytowani autorzy stwierdzili ponadto, ze CLEAs acylazy
wykazuja 4-krotnie wyzsza produktywnos¢é w poréwnaniu z CLECs, a ponad
200-krotnie wyzszg niz enzym natywny. Stwierdzili ponadto, ze specyficzno$¢ sub-
stratowa CLEAs jest bardzo zblizona do specyficznosci CLECs. Usieciowane agregaty
enzymow moga by¢ zatem atrakcyjng alternatywg dla biatek trudno krystalizu-
jacych, tym bardziej, ze proces ich otrzymywania jest duzo mniej pracochionny
i skomplikowany od krystalizacji. Istotny problem stanowi natomiast dobér odpo-
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wiedniego czynnika strgcajgcego, wplywajgcego na aktywnos$¢ CLEAs w Srodowisku
rozpuszczalnikbw organicznych (34).

4. Biokatalityczne polimery

Do tej pory opracowano procedury otrzymywania CLECs i CLEAs nielicznych en-
zymoéw, jednak zadna z nich nie zostata jeszcze skomercjalizowana. Zapotrzebowa-
nie na immobilizowane biokatalizatory nowej generacji jest jednak duze, intensyw-
nie zatem bada sie mozliwos$¢ wykorzystania szerszej niz dotad gamy syntetycznych
i naturalnych materiatbw matrycowych. Ze wspomnianych problemoéw z oczyszcza-
niem i krystalizacja biatek wynika takze powrét do ,klasycznych” metod immobili-
zacji wykorzystujacych nosniki, tym bardziej, ze znaleziono nowe matryce, ktére
charakteryzuja sie interesujacymi i unikatowymi wtasciwosciami, pozwalajgcymi na
petniejsze i bardziej kontrolowane wykorzystanie immobilizowanych biokatalizato-
réw, takze w niekonwencjonalnych $Srodowiskach.

W badaniach enzyméw w $rodowiskach bezwodnych dowiedziono, ze bardzo
ciekawe wtasciwosci wykazujg lipazy i proteinazy, co czyni te enzymy potencjalnie
uzytecznymi w syntezie lekdéw badZz potproduktéw do syntezy farmaceutykow. Wy-
korzystaniu na szeroka skale przeszkadza jednak z reguty znaczna hydrofilowos¢
tych biatek, utrudniajgca prowadzenie reakcji w hydrofobowych rozpuszczalnikach
organicznych. Problem ten czesciowo rozwigzano, dotaczajgc do czasteczek wspo-
mnianych enzyméw zwigzki niepolarne, zwiekszajgce rozpuszczalno$¢ w srodowi-
skach hydrofobowych (36,37). Wykorzystanie zwigzkéw modyfikujacych o okreslo-
nych cechach pozwala nie tylko uzyskac biatko o odpowiedniej hydrofobowosci, ale
takze unieruchomic je. Odpowiednimi do takich celéw witasciwosciami charaktery-
zuje sie wiekszo$¢ monomeréw winylowych, ktére mozna przed uformowaniem
Lbiokatalitycznego polimeru” wykorzysta¢ do wstepnej modyfikacji enzymu, zwiek-
szajacej hydrofobowos¢ czasteczki. Réwniez whasciwosci mechaniczne predystynuja
te zwiazki do wykorzystania w charakterze matryc (38).

Ogolny schemat otrzymywania biokatalitycznych tworzyw przedstawiono na rysunku 3.

W pierwszym etapie do enzymu dolgczany jest zwigzek modyfikujacy, np. wspo-
mniany juz monomer winylowy, ktéry zwieksza hydrofobowos$¢ biatka i stanowi
tacznik miedzy enzymem a tworzacym sie w kohcowej fazie tancuchem polimero-
wym. Nastepnie zmodyfikowany katalizator przechodzi z fazy wodnej do organicz-
nej, gdzie do zmodyfikowanego bialka przylaczajg sie czgsteczki wprowadzonego do
uktadu SlLirfaktanta, dodatkowo zwiekszajac efekt hydrofobowy. W kohcowym etapie
procesu nastepuje polimeryzacja, w wyniku ktorej uzyskuje sie biokatalityczny poli-
mer. Czesto wykorzystywanym w tej procedurze zwigzkiem jest tez amfifilowy glikol
polietylenowy (PEG) (39). Po kowalencyjnym zwigzaniu enzymu z PEG zmodyfikowa-
ne biatko wigzano z polimerem akrylowym uzyskujgc biokatalityczne tworzywo wy-
korzystywane zaréwno w srodowiskach organicznych, jak i wodnych (40).
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Enzym Zwigzek Surfaktant — Monomer
modyfikujacy

Rys. 3. Synteza biokatalitycznych tworzyw (wg Wang P. i in. [36]).

Dodatkowg zaletg biokatalitycznych polimeréw jest mozliwos¢ ich formowania
w dowolny sposéb. Zaleznie od wykorzystania mogg to by¢ np. kulki przydatne do
reaktoréw kolumnowych, badz cienkie filmy wykorzystywane w diagnostyce i medy-
cynie.

Bardzo ciekawa grupa polimeréw, majacych duze walory aplikacyjne sg tzw. ,in-
teligentne polimery” (ang. smart polymers) (41), w ktérych w odpowiedzi na bodzce
ze Srodowiska zewnetrznego nastepuja okreslone zmiany konformacyjne. Obserwu-
je sie je po przekroczeniu pewnego krytycznego punktu, a do czynnikéw spraw-
czych naleza: temperatura, pH, $wiatto, pole elektryczne, sita jonowa lub obecnosé
okreslonych zwigzkéw chemicznych, np. sacharydéw. Wprawdzie zmiany w obrebie
pojedynczych merdw sg bardzo niewielkie, jednakze biorac pod uwage, ze w skiad
czasteczki polimeru wchodzi ich tysigce, koncowe zmiany sa wyrazne i istotnie
wplywajg na whasciwosci materiatu. Zastosowanie tego rodzaju polimeréw moze
by¢ bardzo szerokie, z konstrukcjg sztucznych koriczyn i elementéw napedowych
(41) wkacznie. ,Inteligentne tworzywa” moga sie tez okaza¢ niezwykle przydatne do
immobilizacji biokatalizatoréw. Krytyczny punkt, po przekroczeniu ktérego polimer
wykazuje zmiany konformacyjne, moze byc traktowany jako swoisty przetgcznik,
dzieki ktéoremu mozna sterowaé procesami biokatalitycznymi. Znane sg np. roz-
puszczalne w wodzie polimery, ktére po przekroczeniu pewnej granicznej wartosci
przez jakis parametr Srodowiska zmieniajg swoje wiasciwosci z hydrofilowych na
hydrofobowe (42), co powoduje ich wytrgcanie sie. Wykorzystujac taki polimer jako
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nosnik dla enzymu uzyskuje sie preparat, ktdry po zakoriczeniu reakcji bardzo
tatwo oddzieli¢ ze Srodowiska reakcyjnego, zmieniajac jego wtasciwosci z hydrofilo-
wych na hydrofobowe, jesli reakcja przebiegata w srodowisku hydrofilowym, badz
z hydrofobowych na hydrofilowe, jesli reakcja przebiega w $rodowisku hydrofobo-
wym. W przypadku tego typu polimeréw nie wystepujg wtasciwie zadne ogranicze-
nia dyfuzyjne, czesto obnizajgce wydajnos¢ katalizy, gdy uzywa sie enzymdow immo-
bilizowanych na tradycyjnych nosnikach. Bardzo ciekawe rozwigzanie, pokonujace
opory dyfuzyjne z uzyciem wiasnie ,inteligentnych polimeréw” znalezli Park i in.
(43). Do unieruchomienia komérek Arthrobacter simplex autorzy ci zastosowali ter-
mokurczliwy materiat, N-izopropyloakryloamid. Poddajac preparat putapkowanych
komérek cyklicznym zmianom temperatury uzyskano swoistg pompe, dzieki czemu
wymuszano przeptyw medium reakcyjnego wewnatrz nosnika. Ten sam polimer
w potaczeniu z alkoholem poliwinylowym prébowat wykorzysta¢ Nonaka i in. (44)
do uzyskania termowrazliwego materiatu przepuszczalnego, okazato sie jednak, ze
wytrzymato$¢ mechaniczna produktu jest zbyt niska dla aplikacji. Dalsze badania
pozwolity jednak potaczy¢ N-izopropyloakryloamid z celofanem, co dalo membrany
0 przepuszczalnosci zaleznej od temperatury. Polimer wykazuje tzw. niskg kry-
tyczng temperature roztworu - LCST (ang. Lower Critical Solution Temperature)
w 32°C (45), po przekroczeniu ktérej zmienia swoje wtasciwosci z hydrofilowych na
hydrofobowe, czego konsekwencjg jest jego kurczenie sie i zamykanie poréw celo-
fanu, czyli zmniejszenie przepuszczalnosci. Dziatanie termokurczliwego materiatu
przedstawiono na rysunku 4.

W doswiadczeniach okreslajagcych przepuszczalnos¢ uzyskanej membrany prze-
prowadzonych z wykorzystaniem glikolu polietylenowego (PEG) o masach czgstecz-
kowych od 300 do 2000 Da wykazano, ze membrany pozwalajg na dyfuzje czaste-
czek o maksymalnej masie 1 kDA, przy czym wyraznie byt widoczny wptyw tempera-
tury na przepuszczalnos¢ biony.

W innej pracy (38) w wyniku potgczenia N-izopropyloakryloamidu z leukocyja-
nianem trifenylometanu uzyskano polimer termo- i fotowrazliwy. Przepuszczalno$¢
uformowanego w membrane materiatlu zbadano wykorzystujac glikol dietylenowy
(DEG) i glikol polietylenowy (PEG) o masach od 300 do 1000 Da. Potwierdzono
w uzyskanych rezultatach, ze przepuszczalnosé polimeru mozna regulowaé za po-
mocg dwoch czynnikdw, tzn. temperatury i Swiatla, a szybkos¢ dyfuzji zwigzkéw
wzorcowych jest odwrotnie proporcjonalna do masy czasteczkowe;.

Poli-N-izopropyloakryloamid wykorzystany do unieruchomienia trypsyny (46) dat
preparat, ktérego aktywnos¢ mozna bylo regulowa¢ zmianami temperatury. Jego
dodatkowg zaleta byta wyzsza termostabilno$¢ w stosunku do enzymu natywnego:
podczas 60-minutowej inkubacji w 60°C enzym zwigzany z polimerem zachowat 80%
aktywnosci poczatkowej, podczas gdy trypsyna natywna zachowata jedynie \0%
pierwotnej aktywnosci.
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Rys. 4. Zachowanie sig¢ poli-N-izopropyloakryloamidu w zaleznosci od temperatury; a) zachowanie
polimeru w roztworze wodnym; b) zachowanie sie polimeru po punktowym zwiazaniu z no$nikiem (roz-
twor wodny); ¢) zachowanie sie polimeru po wielomiejscowym zwiazaniu z nosnikiem (roztwor wodny)
wg Takei (45).

5. Podsumowanie

Immobilizowane preparaty biatek enzymatycznych, badz to w postaci iisieciowa-
nych krysztatéw lub agregatéw, badz tzw. biokatalitycznych polimeréw umozliwiajg
juz obecnie (co prawda na razie w skali laboratoryjnej, cho¢ trwajg prace nad opra-
cowaniem wysokowydajnych metod otrzymywania CLECs (47)) prowadzenie reakciji
enzyrnatycznych w'warunkach, w ktdrych enzymy rozpuszczalne lub unieruchamia-
ne metodami standardowymi ulegajg szybkiej denaturacji. Co wiecej, w przypadku
uzycia katalitycznych tworzyw istniejb mozliwos¢ kontrolowania przebiegu reakcji
poprzez oddziatywanie na polimer odpowiednim bodzcem, ktory zmienia okreslone
wiasciwosci katalizatora.

Opisane w artykule nowe rozwigzania w zakresie immobiizacji biokatalizatoréw
pozwalajg przypuszczac, ze w najblizszej przyszitosci bedzie takze mozliwe uzyski-
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wanie preparatéw multizyméw i w efekcie kontrolowanie przebiegu kolejnych reak-
cji katalizowanych przez skonstruowany kompleks wieloenzymatyczny. Nowe ro-
dzaje immobilizowanych biokatalizatorow umozliwig réwniez stworzenie bardzo
czutych biosensoréw, mogacych znalez¢ zastosowanie w medycynie, naukach biolo-
gicznych i analizie zywnosci. Zachecajace rezultaty wstepnych badan nad wykorzy-
staniem biokatalitycznych polimeréw w kontrolowanym uwalnianiu lekéw, np. insu-
liny (47,48) lub witamin (49), dodatkowo poszerzajg mozliwos¢ tzw. ,inteligentnych
tworzyw” i innych, nowych rodzajow immobilizowanych biatek katalitycznych.
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