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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania heterogenicznych biokatalizatoréw enzyma-
tycznych przeznaczonych do pracy w srodowiskach niewodnych, przy wykorzystaniu zjawiska pienie-
nia sie biatek.

Znane sg sposoby unieruchamiania enzyméw na powierzchni statych nosnikéw prowadzace do
otrzymania heterogenicznych biokatalizatoréw [1, 2] reakcji chemicznych prowadzonych w fazie cie-
ktej. Wiadomo, ze w przypadku ukfadu z nosnikiem hydrofobowym, immobilizacje enzymu dokonuje
sie w obecnosci niewielkich ilosci etanolu [3, 4], lub zwilzony etanolem nos$nik przemywa sie odpo-
wiednim buforem, dokonujac w ten sposéb podmiany rozpuszczalnika, a nastepnie przeprowadza sie
osadzanie biatka [5].

Stwierdzono nieoczekiwanie, ze mozliwe jest zawieszenie nosnika w pianie uzyskanej w wyniku
jego intensywnego wytrzasania w wodnym roztworze enzymu, podczas ktérego zachodzi unierucho-
mienie enzymu na powierzchni nosnika.

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze proces immobilizacji enzymu rozcienczonego
w wodnym roztworze prowadzi sie przez przetrzymywanie nosnika w pianie nie krécej niz 1 godz.,
przy czym piane uzyskuje sie w wyniku intensywnego wytrzasania roztworu enzymu z nosnikiem.

Wysoce hydrofobowe materiaty porowate, charakteryzujace sie tym, ze sag niezwilzane woda,
wykorzystuje sie jako nosniki do unieruchamiania enzymow przeznaczonych do pracy w srodowiskach
niewodnych. Immobilizacji poddawane sg wodne roztwory enzymow, sam proces polega na zawie-
szeniu uprzednio wysuszonego silnie hydrofobowego nosnika w pianie uzyskanej w wyniku intensyw-
nego wytrzgsania roztworu enzymu z nosnikiem.

Wynalazek charakteryzuje sie tym, ze proces immobilizacji enzymu nie zachodzi w roztworze
tylko w pianie, ktéra powstata w wyniku intensywnego wytrzgsania nosnika i roztworu enzymu.

Wynalazek pozwala na rezygnacje ze stosowania etanolu, w trakcie procesu immobilizowania
enzymow na powierzchniach hydrofobowych, co nie jest to bez znaczenia, gdyz etanol najczesciej
niekorzystnie wptywa na strukture enzymu, a przeto jego zdolnosci katalityczne. Tak wiec, wynalazek
umozliwia technologicznie prosty i efektywny sposéb otrzymywania biokatalizatoréw enzymatycznych
0 wyzszej aktywnosci.

Przyktad 1

Krzemionkowe mezoporowate pianki komérkowe (MCF) otrzymano metodg opisang w literatu-
rze [6.7]. Funkcjonalizacje powierzchni (hydrofobizacje) przeprowadzono uzywajgc heksametylodisi-
lazan (HMDS) wykorzystujac toluen jako rozpuszczalnik (metodyka opisana w literaturze [6, 7]). Po
odparowaniu rozpuszczalnika uzyskiwano nosniki o stopniu pokrycia powierzchni krzemionki 1,5 mmol
grup funkcyjnych/g krzemionki.

Do 0,2 g suchego nos$nika dodano 8 cm?® roztworu enzymu otrzymanego przez rozcienczenie
10 cm® preparatu Lipozyme RML w 43 cm® 0,1 M buforu fosforanowego pH 7. Nosnik z roztworem
enzymu intensywnie wytrzasano ciggle przez ok. 2-3 h w temperaturze pokojowej, tak aby powstata
piana w ktérej zawieszony jest nosnik. Mieszanine pozostawiono na 20 h w temperaturze pokojowej
intensywnie wytrzasajgc co kilkadziesigt minut. Nastepnie nos$nik odfiltrowano na lejku Buchnera
przemywajac niewielkg iloscig 0,1 M buforu fosforanowego pH 7. Po wysuszeniu biokatalizatora zba-
dano jego aktywno$¢ w reakcji enancjomerycznej estryfikacji.

llos¢ zwigzanego przez nosnik biatka, stopiefh przereagowania substratu oraz selektywnosé
otrzymanego biokatalizatora przedstawiono w Tabeli I.

Przyktad 2

Krzemionki o multimodalnej strukturze poréw (MH) otrzymano metodg opisang w literaturze [8],
a otrzymany monolit rozdrobniono w mozdzierzu. Funkcjonalizacje powierzchni (hydrofobizacje) prze-
prowadzono uzywajac heksametylodisilazan (HMDS) wykorzystujac toluen jako rozpuszczalnik (meto-
dyka opisana w literaturze [6, 7]). Po odparowaniu rozpuszczalnika uzyskiwano nosniki o stopniu po-
krycia powierzchni krzemionki 1,5 mmol grup funkcyjnych/g krzemionki.

Do 0,2 g suchego nosnika dodano 8 cm” roztworu enzymu otrzymanego przez rozcienczenie
10 cm® preparatu Lipozyme RML w 43 cm® 0,1 M buforu fosforanowego pH 7. Nosnik z roztworem
enzymu intensywnie wytrzasano ciggle przez ok. 2-3 h w temperaturze pokojowej, tak aby powstata
piana w ktérej zawieszony jest nosnik. Mieszanine pozostawiono na 20 h w temperaturze pokojowej
intensywnie wytrzasajac co kilkadziesigt minut. Nastepnie nosnik odfiltrowano na lejku Buchnera
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przemywajac niewielkg iloscig 0,1 M buforu fosforanowego pH 7. Po wysuszeniu biokatalizatora zba-
dano jego aktywnos$¢ w reakcji enancjomerycznej estryfikacji.
llos¢ zwigzanego przez nosnik biatka, stopien przereagowania substratu oraz selektywnosé

otrzymanego biokatalizatora przedstawiono w Tabeli .

Tabela 1l
Funkcjonalizacja Biatko Stoﬁlﬁagﬁ:re_ enan’(\:l'?)dnTelrarczn
Nosnik krzemionki zwigzane subsgt]ratu 0o 4 h J(ee ) yezny
Z = S
[mmol/g] [mg/g nosnika] (a)[%] [%]
MCF 1,5/HMDS 10,3 50 28
MH 1,5/HMDS 7,2 22 36
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Zastrzezenie patentowe

Sposob otrzymywania heterogenicznych biokatalizatorow enzymatycznych przeznaczonych do
pracy w srodowiskach niewodnych z nosnikami o wysoce hydrofobowej powierzchni polegajacy na
immobilizacji enzymu, znamienny tym, ze proces immobilizacji enzymu rozcienczonego w wodnym
roztworze prowadzi sie przez przetrzymywanie nos$nika w pianie nie krécej niz 1 godz., przy czym
piane uzyskuje sie w wyniku intensywnego wytrzgsania roztworu enzymu z no$nikiem.
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