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A review, with 25 refs., of use of mesoporous silicas, metal-org. frame-
work and covalent org. framework as the enzyme support. The carrier-
immobilized enzyme systems used in technol. processes (hydrolysis,
transesterification), laboratory diagnostics and toxic substance neu-
tralization were described. Immobilization decreased the enzyme ac-
tivity and simultaneously increased their thermal stability to environ-
mental factors (pH).

Keywords: porous materials, enzyme, surface modification, adsorp-
tion

Przeglad literaturowy dotyczacy zastosowania mezoporowatych krze-
mionek, szkieletbw metaloorganicznych oraz struktur organicznych
jako nosnikow enzymow. Uktady nosnik-unieruchomiony enzym zna-
lazty zastosowanie w procesach technologicznych (reakcje hydrolizy,
transestryfikacji), diagnostyce laboratoryjnej i neutralizacji substancji
szkodliwych. Immobilizacja zazwyczaj zmniejsza aktywnos$¢ enzymow,
zwiekszajac jednoczesnie ich stabilno$¢ termiczna oraz odpornosc na
czynniki Srodowiskowe (pH).

Stowa kluczowe: materiaty porowate, enzymy, modyfikacja po-
wierzchni, adsorpcja

Materiaty mezoporowate definiuje si¢ jako ciata poro-
wate o $rednicy porow 2—-50 nm?. Pod wzgledem sktadu
chemicznego wyr6zni¢é mozna mezoporowate krzemion-
ki, wegle, tlenki metali, szkielety metaloorganiczne MOF
(metal-organic framework) i struktury organiczne, takie jak
porowate szkielety aromatyczne PAF (porous aromatic fra-
mework)?. Na 0got charakteryzuja si¢ one dobrze rozwinieta
powierzchnig oraz znaczng objetosciag porow®. Sprawia to,
ze substancje te znajduja zastosowanie w procesach adsorp-
cji. Wykorzystywane sa jako nosniki substancji leczniczych
w systemach dostarczania lekdw (drug delivery system)* ),
w procesach rozdzielania substancji®, zatezaniu zwigzkow
biologicznie czynnych” i w medycynie regeneracyjnej®.
Mezoporowate substancje znajdujg takze zastosowanie
w procesach immobilizacji (immobilization) enzymow. Istota
tego procesu jest unieruchomienie enzymu w podtozu statym
umozliwiajace wielokrotne uzycie uktadu nosnik-enzym
w procesach technologicznych. Immobilizacja jest prowa-
dzona w celu utatwienia oddzielenia enzymu od produktow
reakcji, jego ochrony przed czynnikami srodowiskowymi

lub z powodéw ekonomicznych (ograniczenie utraty drogie-
go enzymu). Moze by¢ ona prowadzona metoda adsorpcji
fizycznej lub poprzez stworzenie kowalencyjnych odzia-
tywan pomiedzy nosnikiem a enzymem. Unieruchamianie
enzymow, poza zastosowaniem technologicznym (reakcje
hydrolizy?, estryfikacji'?), wykorzystywane jest takze
w diagnostyce medycznej') i stanowi przedmiot studiow
eksperymentalnych dotyczacych blizszego poznania zjawiska
adsorpcji biokatalizatorow'?.

Reakcje hydrolizy

Sousa i wspdlpr.” przeprowadzili immobilizacje
f-galaktozydazy izolowanej z Kluyveromyces lactis na
mezoporowatej krzemionce modyfikowanej 3-aminopropy-
lotrietoksysilanem i aldehydem glutarowym jako czynnikiem
sieciujgcym. -Galaktozydaza hydrolizuje laktoze do glukozy
i galaktozy, co jest powszechnie wykorzystywane w przemysle
spozywczym w celu otrzymywania produktéw mlecznych
pozbawionych laktozy. Dowiedziono, ze unieruchomiony
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enzym wykazuje 70% pierwotnej aktywnosci po 4 cyklach
uzycia, zas jego maksymalng aktywnos¢ obserwowano w §ro-
dowisku o odczynie pH 7,0-7,5. Przechowywanie uktadu
nosnik-enzym przez 105 dni w warunkach chtodniczych (8§°C)
powodowato jednak znaczng utrate aktywnosci biokatalizatora
(44% poczatkowej aktywnosci)”. Z kolei Hwang'® zapropo-
nowat unieruchamianie esterazy karboksylowej (izolowanej
z Rhizopus oryzae) w nanosferach mezoporowatej krzemion-
ki modyfikowanej nanoczastkami Fe,O,. Unieruchamiany
enzym, podobnie jak w poprzednim przypadku, znajduje
zastosowanie w przemysle spozywczym w celu poprawy
smaku i konsystencji produktéw spozywczych, a takze
w otrzymywaniu paliw (biodiesel) i tworzyw sztucznych.
Otrzymany nanokompozyt zawierajacy nanoczgstki Fe,O,
o wilasciwosciach magnetycznych umozliwiat tatwe oddzie-
lenie nosnika zawierajacego enzym (pole magnetyczne) od
srodowiska, w ktorym prowadzono reakcj¢. Proces immo-
bilizacji spowodowat znaczng utrate pierwotnej aktywnosci
enzymu (10,9% aktywnosci wolnego enzymu), zas jego
przechowywanie przez 30 dni w temp. 25°C powodowato
dalszy spadek jego aktywnosci (52% poczatkowej aktywnosci
immobilizowanego biokatalizatora). Autorzy opracowanego
nanokompozytu potwierdzili jego skutecznos¢ w hydrolizie
maslanu p-nitrofenylu nawet po 13 cyklach jego stosowa-
nia'®. W innej pracy'? zbadano wptyw typu mezoporowatej
krzemionki na aktywnos$¢ enzymu pozyskanego ze szczepu
Streptomyces griseus HUT 6037, w celu hydrolitycznego
rozktadu chityny. W procesie unieruchamiania enzymu
zastosowano niemodyfikowane adsorbenty: mezoporowatg
krzemionke w postaci cienkiej warstwy, pianke MCF oraz
krzemionke SBA-15 w postaci pateczek. Najwyzsza aktyw-
nos¢ enzymu zaobserwowano w przypadku jego immobilizacji
na powierzchni filmu mezoporowatej krzemionki, najmniejsza
za$ w przypadku adsorbentu SBA-15 o morfologii pateczek.
Wedtug autorow krotkie kanaty mezoporowatej krzemionki
w postaci cienkiej warstwy wptywaty korzystnie na dostep-
no$¢ substratu (chityna) dla centrum aktywnego enzymu,
natomiast dtuzsze i wezsze kanaty SBA-15 utrudniaty pro-
cesy dyfuzji. W pracy podkreslono, ze do oddzielenia uktadu
enzym-nosnik od roztworu, w ktérym przeprowadzono reakcje
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hydrolizy mozna wykorzystaé proste techniki separacji, takie
jak wirowanie i filtracja'¥. Unieruchomione enzymy znajduja
takze zastosowanie w technologiach przetwarzania surowcow
odnawialnych. Tian i wspdtpr.'> opracowali wieloenzymatycz-
ny uktad, w ktorym jako no$nik zastosowano kowalencyjny
szkielet organiczny COF (covalent organic framework) do
bezposredniej immobilizacji celulazy oraz f-glukozydazy
w celu hydrolizy lignocelulozy (produkt odpadowy podczas
przerébki drewna). Produktem hydrolizy tego substratu jest
glukoza. Unieruchomienie enzymu przeprowadzono pod-
czas syntezy samego szkieletu organicznego, w ktdrym jako
substraty zastosowano kwas 2,5-diaminobenzenosulfonowy,
kwas p-toluenosulfonowy oraz 2,4,6-triformylofloroglucyne.
Otrzymany uktad no$nik-enzym odznaczat si¢ aktywnoscig
katalityczng w szerokim zakresie odczynu srodowiska (pH
4-7) oraz temperatury (50—70°C), a takze zachowat ok. 75%
swojej pierwotnej aktywnosci hydrolitycznej po 7 cyklach
stosowania. W pracy podkreslono, ze zaletg opisanej metody
immobilizacji jest brak ograniczenia procesu katalizy uwa-
runkowany rozmiarem enzymu oraz niezajmowanie przez
biokatalizator naturalnych poréw struktury organicznej, co
ma korzystnie wptywac na dyfuzje substratow i produk-
tow'). Z kolei w pracy'® zastosowano porowaty szkielet
aromatyczny PAF (porous aromatic framework) cechujacy
si¢ wysokim stopniem uporzadkowania, jako nosnik dla
lipazy izolowanej z Aspergillus oryzae. Autorzy wykorzy-
stali tu jako prekursory struktury porowatej 5 zwigzkow
o réznym ksztalcie i rozmiarze czasteczki, czyli 1,4-dibro-
mobenzen, 4,4-dibromobifenyl, 1,3,5-tribromobenzen,
1,3,5-tribromofenylobenzen oraz tetra(4-bromofenylo)metan.
Otrzymany mezoporowaty adsorbent charakteryzowal
si¢ znaczng powierzchnig wlasciwa rzedu 2800 m*/g oraz
uporzadkowana strukturg mezopordéw o srednicy 4—5 nm.
Pojemnos¢ adsorpcyjna nosnika wobec adsorbowanego
biokatalizatora byta znaczna i wyniosta 1456 mg/g. Podczas
przeprowadzonych studiéw hydrolizy modelowego substra-
tu (ester kaprylowy p-nitrofenolu) autorzy pracy wykazali
wyzsza aktywnos¢ hydrolityczng immobilizowanego enzymu
w zakresie temp. 30—100°C w poréwnaniu z aktywnoscig
wolnego enzymu (w roztworze). Ponadto aktywnos¢ unie-
ruchomionego enzymu byta wyzsza (~30%) w poréwnaniu
z wolnym enzymem zaréwno w kwasowym (pH = 4), jak
i alkalicznym (pH = 10) srodowisku reakc;ji'®.

Reakcje estryfikacji i transestryfikacji

Lipaza izolowana z grzyba Candida antarctica (CLAB)
jest enzymem wykorzystywanym w procesach przemysto-
wych w celu przeprowadzania reakcji estryfikacji. Lipaza
jest stabilna w rozpuszczalnikach organicznych i wykazuje
szerokg specyficznos$¢ substratowa. Enzym ten wykazuje
jednak pewne wady, takie jak mala stabilno$¢ termicz-
na oraz trudnos¢ jego ponownego wykorzystania. Bordin
i wspotpr.'? przeprowadzili proces unieruchomienia lipazy
podczas etapu syntezy krzemionek MCM-41 oraz MCM-48
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Table. Use of various mesoporous adsorbents in enzyme immobilization

Tabela. Zastosowania wybranych mezoporowatych adsorbentéw w procesie unieruchamiania enzymoéw

Czynnik modyfikujacy

Mezoporowaty nosnik

Unieruchomiony

Uzyskany efekt, zastosowanie Literatura

powierzchni¢ nos$nika

3-aminopropylotrietoksysi-

cnzym

usuwanie 2,4-dichlorofenolu z probek wody;

teczki, rurki, stery) nopropylotrietoksysilan,

aldehyd glutarowy

SBA-15 : lakkaza wplyw sposobu modyfikacji na aktywnosé¢ 20
lan, aldehyd glutarowy enzymu
acetyloacetonian zelaza(III), . . -
Krzemionka o roznej roztwor siarki elementarnej Ejﬁvovf;ftgffﬁzkgyfsgﬁ (tl;?tzfgg)hgggpenosc
morfologii czastek (pa- | w kwasie oleinowym, 3-ami- |lakkaza 4 34 arzp Yy 21

adsorbentowi wlasciwosci magnetyczne, zas
FeS, — katalityczne

Kompozyt otrzymany

z hierarchicznego mate-
rialu zeolitowego oraz
wegla CMK-3

3-aminopropylotrietoksysilan

peroksydaza sojowa

stabilno$¢ enzymu w srodowisku o odczynie 2
kwasowym (pH < 4)

Krzemionka SBA-15 rézne trialkoksysilany

[-glukozydaza

znaczna wydajnosc¢ oraz stabilnos¢ ukladu no-
$nik-enzym podczas hydrolizy epimedyny A do 23
sagitatozydu A (substancja lecznicza)

mozliwos¢ 10-krotnego wykorzystania uktadu
nosnik-enzym (58% aktywnosci poczatkowej);

akrylowego

Krzemionka SBA-15 polietylenoimina esteraza BaCE | wysoka enancjoselektywnos¢ podczas hydrolizy 24
estru etylowego kwasu indolilo-2-karboksylo-
wego
hydrozel utworzony z kar- rozdzielanie enancjomerdw ibuprofenu; znaczna
Krzemionka SBA-15 boksymetylocelulozy i kwasu | lipaza enencjoselektywnos¢ podczas hydrolizy race- 25

micznej mieszaniny estru etylowego ibuprofenu

modyfikowanych tlenkiem niobu(V). W tym celu do miesza-
niny reakcyjnej zawierajacej stosowny surfaktant (chlorek
1-tetradecylo-3-metyloimidazoliowy), prekursor krzemionki
(tetractoksyortokrzemian) oraz tlenek niobu(V) dodano eks-
trakt zawierajacy lipaze. Aktywnos$é enzymatyczna otrzy-
manych uktadéw nosnik-enzym zostata okreslona w reakcji
estryfikacji kwasu oleinowego wobec alkoholu etylowego
(stosunek molowy substratow 1:1). Najwyzsza aktywnosé
biokatalizatora obserwowano podczas prowadzenia reakcji
w temp. 40°C. Zastosowanie wyzszej temperatury (80°C)
powodowalo utrate ok. 70% poczatkowej aktywnoS$ci enzy-
mu. Wykazano, ze preparat enzymatyczny zachowuje ok.
50% swojej pierwotnej aktywnosci nawet po 26 oraz 16
cyklach stosowania dla krzemionek odpowiednio MCM-41
i MCM-48 modyfikowanych tlenkiem niobu(V). Stwierdzono
réwniez, ze zastosowane adsorbenty przyczynity si¢ do zacho-
wania aktywnosci enzymatycznej otrzymanych preparatow
podczas ich przechowywania przez 5 miesiecy w warunkach
chtodniczych (5-7°C) oraz w temperaturze pokojowej'?.
W innej pracy'” zaproponowano z kolei wykorzystanie lipa-
zy unieruchomionej na mezoporowatej krzemionce w celu
otrzymania paliwa silnikowego (biodiesel) metoda transe-
stryfikacji oleju rzepakowego oraz oleju otrzymanego z alg,
wykorzystujac jako substrat etanol. Autorzy pracy wykazali,
ze po 50 h trwania reakcji prowadzonej wobec immobilizo-
wanego biokatalizatora wydajnos¢ transestryfikacji do estréw
etylowych bylta nieco wigksza (ok. 95%) w przypadku oleju
z alg niz handlowego oleju rzepakowego (ok. 90%)'7.

Diagnostyka medyczna
Lin i wspotpr.!V opracowali test diagnostyczny wyko-

rzystujacy dwa enzymy (oksydaze glukozowa oraz
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peroksydazg¢ chrzanowa) unieruchomione na mezo-
porowatym nos$niku UiO-66(Ce) bedacym szkieletem
metaloorganicznym MOF zawierajacym cer. Otrzymany
uktad postuzyt jako komponent diagnostycznego testu
immunoenzymatycznego stuzacego do wykrywania bial-
ka wirusa wywotujacego gorgczke krwotoczng (dengue
virus). Mezoporowaty nosnik UiO-66(Ce) zawierajacy
wspodlzaadsorbowane enzymy zmodyfikowano nastep-
nie przeciwciatem wigzacym biatko DENV2-NSI1 cho-
robotworczego wirusa. Zwigzanie wirusowego biatka
z przeciwciatlem sprzggnigtym z czastka MOF zawiera-
jaca enzymy inicjowalo zajscie szeregu reakcji chemicz-
nych powodujacych zmiang¢ barwy uktadu. Opracowany
czujnik charakteryzowat si¢ ,,odpowiedzia” na badany
analit w zakresie stezen 0,05—-100 ng/mL wirusowe-
go bialka, przy czym granica wykrywalnosci wyniosta
39,7 pg/mL. Autorzy pracy podkreslili, ze opracowany test
diagnostyczny nie ustepuje pod wzgledem skutecznosci
oznaczania innym komercyjnym zestawom analitycznym.
Przechowywanie uktadu nosnik-enzymy w temperaturze
pokojowej przez 60 dni pozwolilo na zachowanie 90%
poczatkowej aktywnos$ci enzymatycznej'). Znane jest
réwniez wykorzystanie materiatdw mezoporowatych jako
mikroreaktorow w testach genetycznych podczas procesu
powielania materiatu genetycznego (DNA) metodg PCR
(polimerase chain reaction). Powielanie niewielkich
poczatkowych ilosci docelowego materiatu genetycznego
(np. istotnego z analitycznego i diagnostycznego punktu
widzenia) wobec nadmiaru zanieczyszczen oraz starte-
row powoduje hamowanie jego amplifikacji. Japonscy
badacze'® wykazali, ze zastosowanie no$nikéw SBA-15
oraz FSM zawierajacych unieruchomiona polimeraze
KOD DNA (izolowang z Thermococcus kodakaraensis)

Eiemizny
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w opracowanej zmodyfikowanej metodzie MSE (meso-
porous silica-enhanced) ogranicza niespecyficzne reakcje
zachodzace podczas powielania matych ilosci kwasow
nukleinowych.

Inne zastosowania

Hao i wspotpr.'? opracowali metode immobilizacji wielu
enzymow bioracych udzial w biosyntezie izoprenu. [zopren
jest kluczowym prekursorem kauczuku oraz zwigzkoéw
o charakterze terpenoidowym. Mikrobiologiczna synteza
izoprenu z uzyciem kultury Escherichia coli jest metoda,
w ktorej nagromadzenie produktéw posrednich metabolizmu
(szlak kwasu mewalonowego) powoduje hamowanie wzrostu
komorek i spadek aktywnosci enzymow, co ostatecznie pro-
wadzi do zmniejszenia wydajnosci otrzymywania izoprenu.
W przedstawionym eksperymencie dokonano immobilizacji
5 enzymow bioracych udzial w biosyntezie izoprenu (kinaza
mewalonianowa, kinaza fosfomewalonianowa, dekarboksy-
laza pirofosforanu mewalonianu, izomeraza pirofosforanu
izopentenylu, syntazy izoprenu). Poczatkowo mezoporowata
krzemionkg SBA-15 poddano modyfikacji z uzyciem 3-ami-
nopropylotrietoksysilanu, a nastgpnie dodano mieszanine
enzymow oraz eter diglicydylowy glikolu polietylenowego
jako czynnik sieciujgcy enzymy. Opracowany uktad wieloen-
zymatyczny wykorzystujacy jako substrat kwas mewalonowy
odznaczat si¢ o ok. 30% wigksza wydajnoscia otrzymywania
izoprenu w poréwnaniu z procesem prowadzonym z zasto-
sowaniem kultury bakteryjnej E. coli'?.

Liu i wspolpr.'? otrzymali struktury metaloorganiczne
ZIF-8 (zeolitic imidazolate framework) zawierajace w swojej
strukturze mezopory dostosowane pod wzglgdem rozmiaru
i ksztaltu do adsorbowanych enzymow (peroksydaza chrza-
nowa, cytochrom c, lipaza). Zamierzong wielkos$¢ porow
adsorbentu otrzymano, stosujac tzw. metodg ,,fizycznego
wdrukowania” (physical imprinting) polegajaca na dodaniu
do srodowiska reakcji podczas otrzymywania nosnika, poza
podstawowymi prekursorami struktury ZIF-8 (azotan(V)
cynku, 2-metyloimidazol, metanol) takze odpowiedni enzym.
Ostatnim etapem otrzymywania struktury metaloorganicz-
nej byta jej kalcynacja, ktora doprowadzita do usunigcia
biokatalizatora, pozostawiajac pory o ksztalcie i rozmiarach
zblizonych do zajmowanego uprzednio w tym miejscu enzy-
mu. Zastosowanie otrzymanego w ten sposob adsorbentu
,Uszytego na miare enzymu” mialo zapewni¢ wg autorow nie
tylko znaczng pojemnos¢ adsorpcyjng struktury ZIF wobec
adsorbowanych enzymow (135,3 mg/g oraz 105,3 mg/g dla
odpowiednio cytochromu ¢ oraz peroksydazy chrzanowej),
ale przede wszystkim wysoka aktywnos$é immobilizowanych
biokatalizatoréw (wzgledy steryczne). W przypadku cyto-
chromu ¢ odnotowano nawet 16-krotny wzrost aktywnosci
enzymu w porownaniu z jego forma rozpuszczong (wolna).
Autorzy pracy wykazali rowniez, ze wobec wszystkich unie-
ruchomionych w strukturze ZIF-8 enzymdw obserwowano
ponad 80-proc. aktywnos$¢é (w poréwnaniu z poczatkowa
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aktywnoscig) po 18 cyklach uzycia ukladu no$nik-enzym'?.
Pozostate przyktady zastosowania mezoporowatych sit mole-
kularnych jako nosnikow enzymdw oraz ich zastosowania
zestawiono w tabeli.

Podsumowanie

Zastosowanie materialdw mezoporowatych jako adsor-
bentow w celu immobilizacji enzymow powoduje zazwyczaj
(cho¢ nie zawsze) zmniejszenie ich aktywnosci w poréwna-
niu z forma rozpuszczalna. Uzycie porowatego adsorbentu
moze ogranicza¢ zardwno dostepnos¢ centrow aktywnych
biokatalizatoréw dla substratow, jak i utrudnia¢ dyfuzje sub-
stratow i produktow. Unieruchomione enzymy wykazuja
jednak wigksza stabilnos¢ termiczng oraz optimum aktyw-
nosci w szerszym zakresie odczynu srodowiska. Ponadto
zastosowanie porowatego adsorbentu umozliwia zazwyczaj
kilkunastokrotne uzycie ukfadu nosnik-enzym, co jest istotne
ze wzgledow ekonomicznych.
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