Sposéb otrzymywania biokatalizatoréw przez immobilizacj¢ biatek
katalitycznych w matrycy polimerowej

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania biokatalizatorow przez

immobilizacje bialek katalitycznych w matrycy polimerowej metoda enkapsulacii.

Ze wzgledu na znaczne uproszczenie operacji wydzielenia produktéw reakcji i mozliwo$¢
realizacji procesow w wariancie cigglej syntezy w przemysle preferowane sa katalizatory
nierozpuszczalne w Srodowisku reakcji. Niedogodnoscia tych rozwiazan jest zwykle mniejsza
regio- i stereoselektywnosé reakcji w poréwnaniu z katalizatorami homogenicznymi. Istnieje
zatem wyrazna potrzeba opracowania nowych koncepcji katalizy zwlaszcza w technologiach
ukierunkowanych na malotonazowe, produkcje substancji chemicznych wysokiej czystosci,
minimalizacja zagrozenia $rodowiska poprzez eliminacj¢ rozpuszczalnikéw organicznych.
Wprowadzane powszechnie zasady ,, zielonej chemii” w duzej mierze oparte sg na
wykorzystaniu unieruchomionych biokatalizatoréw, zwykle enzymoéw, 1 prowadzeniu
proceséw w reaktorach przeptywowych. Biokatalizatory wielokrotnego stosowania wykazujg
bardzo wysokg selektywnosé, zwickszaja wydajnosé proceséw, obnizajg koszty i zmniejszajg
zagrozenie S$rodowiska. Jak dotychczas nie opracowano ogolnej efektywnej metody
immobilizacji.

W metodach immobilizacji wazny jest wiasciwy dobdr nosnika i techniki immobilizacii,
poniewaz decydujg one o aktywnosci unieruchomionego biokatalizatora oraz wydajnosci
procesu technologicznego. Doboér nosnika i jego budowy fizykochemicznej oraz dobor
warunkéw immobilizacji sg zawsze ukierunkowane na maksymalizacj¢ aktywnosci preparatu
enzym-no$nik. Uwaza sie, ze dobry nosnik powinien wykazywaé nastgpujace cechy:
obojetno$é w stosunku do biokatalizatoréw; prostota i fagodne warunki immobilizacji; duza
zdolno$é wiazania biokatalizatora; wysoka mechaniczna stabilno$¢; stabilnosé chemiczna w
warunkach prowadzenie proceséw i przy przechowywaniu; duza zdolno$¢ dyfuzyjna w
stosunku do substratu i produktu; mozliwo$é regeneracji i kilkakrotnego uzycia; latwa
dostepno$¢; niski koszt; mozliwosé zastosowania w skali przemyslowe;.

Okreslenie ,,stabilno$¢ immobilizowanych enzyméw” nie jest terminem jednoznacznym. W
literaturze zwickszenie stabilno$ci zwigzanego enzymu jest rozumiane jako: mniejsza
podatno$¢ na agregacje; mniejsza podatno$¢ na atak enzyméw proteolitycznych; wigksza

trwalo$¢ w warunkach przechowywania bez stabilizatorow; wigksza termostabilnos¢; brak



autolizy; wieksza stabilno$¢ konformacyjna w obecnosci rozpuszezalnikéw organicznych i
cieczy jonowych.

Obecnie do najpowszechniej wdrazanych metod immobilizacji bialek i komorek naleza:
unieruchamianie na powierzchni no$nika, unieruchamianie wewnatrz no$nika, oraz
unieruchamianie bez nosnika.

Unieruchamianie na powierzchni to stosunkowo prosta i tania metoda stosowana w momencie
gdy biokatalizator posiada powinowactwo do nosnika. Unieruchamianie zachodzi na zasadzie
adsorpcji lub adhezji na wewnetrznej lub zewnetrznej powierzchni nosnika, dzigki tworzeniu
wigzan van der Waalsa, jonowych, kowalencyjnych, hydrofobowych. Nosnikami stosowanymi
w tej metodzie sg m.in.: szklo porowate, pochodne celulozy, Zzywice jonowymienne, ziemia
okrzemkowa, wiéry bukowe, skaty wulkaniczne (pumeks), DEAE-celuloza. Wadg tej metody
jest slabe wigzanie biatka z no$nikiem, przechodzenie do medium reakcyjnego i w
konsekwencji spadek aktywnosci katalitycznej, podatno$¢ na rozklad dziataniem enzymow i
mikroorganizméw.

Inny wariant immobilizacji polega na ,,zamykaniu” komérek w materiatach wioknistych lub
porowatych. W metodzie tej wyrdznia si¢ putapkowanie oraz zamykanie wewngtrz membran
polprzepuszczalnych. Pulapkowanie (inkluzja) to unieruchamianie w matrycy zelu, ktéra
najczedciej jest w ksztalcie kuleczki o $rednicy 0,3-3 mm, ale moze by¢ réwniez w formie
sferycznej czy dyskow. Najpowszechniej stosowany noénik to alginian, poza tym stosuje sig
réwniez kappa-karagenian, chitozan, agar, pektyne, zywice epoksydowe, poliakryloamid.
[Won K., Kim S., Kim K.J., Park H.-W., Moon S.J., Optimization of lipase entrapment In Ca —
alginate gel beads. Process Biochem., 2005, 40, 2149-2154, Martinsen A., Skjdk-Braek G,
Smidsred O., Alginate as immobilization material: 1. Correlation between chemical and
physical properties of alginate gel beads. Biotechnol. Bioeng., 1989, 33, 79-89]
Najpowszechniej stosowana technika to zawieszanie biatek lub komorek w alginianie sodu i
wkraplanie tej mieszaniny do roztworu chlorku wapnia, w ten sposob otrzymuje si¢ porowate
kulki z uwiezionym biokatalizatorem: biomasa mikroorganizméw lub biatkiem
enzymatycznym. Zel alginianu wapnia jest jednym z najczgsciej stosowanych nosnikéw do
immobilizacji materiatu biologicznego. Wynika to z faktu, ze immobilizacja catych komorek i
enzym6w w granulkach utworzonych z zelu alginianowego jest bardzo prostym procesem,
ktéry moze by¢é przeprowadzony w lagodnych warunkach. Zazwyczaj material poddawany
immobilizacji jest mieszany z roztworem alginianu sodu i wkraplany do roztworu
zawierajacego jony wapniowe. W wyniku wymiany jonéw sodowych na wapniowe zachodzi

natychmiastowe zelowanie, prowadzace do putapkowania materialu biologicznego w porach



matrycy alginianowej, z ktdrej utworzone sa kuliste granulki. W przypadku immobilizacji
enzymow istnieje mozliwos¢ stopniowego ich uwalniania sie¢ z matrycy alginianowej, W
niektorych przypadkach uzyskiwano nawet wysokie sprawnosci pulapkowania, ale podczas
eksploatacji immobilizowanego biokatalizatora obserwowano wyrazny spadek jego
aktywnosci, ktéry ttumaczono uwalnianiem si¢ enzymu z matrycy alginianowej. Wymywaniu
enzymu mozna zapobiec zwickszajgc znacznie stopien usieciowania polimeru, ale wtedy
obserwuje sie znaczne zmniejszenie szybkosci dyfuzji.
Zastosowanie biomaterialéw immobilizowanych stwarza korzysci technologiczne oraz
ekonomiczne w poréwnaniu z tradycyjnymi procesami wykorzystujacymi natywne
biokatalizatory wprowadzane do medium reakcyjnego. [Bednarski W., Reps A.,
Biotechnologia zywno$ci, Wyd. Nauk.-Tech., 2001, Warszawa] Do korzysci tych mozna
zaliczy¢: wydtuzenie aktywnosci i stabilno$ci biokatalizatora, poniewaz no$nik moze dzialaé
ochronnie w przypadku zmian pH, temperatury i sktadu podloza; zwigkszenie gestosci biatka
w przeliczeniu na jednostke objetosci fermentora, co prowadzi do wyzszej produktywnosci,
skrocenia czasu procesu; lepsze wykorzystanie substratu, w zwiazku z czym proces przebiega
z wyzszag wydajnoscia; mozliwos¢é prowadzenia proceséw cigglych; ograniczenie
wystepowanie zakazeni mikrobiologicznych; obnizenie pracochtonnoscei i kosztow procesu,
poniewaz biokatalizator wykorzystywany jest przez dtugi okres czasu.
Do czesto proponowanych metod immobilizacji biokatalizatoréw nalezy adsorpcja na zywicach
jonowymiennych. Zywice jonowymienne sg to najczesciej komercyjne produkty dostgpne w
postaci drobnych kulek (16 + 400 mesh, 1180- 38 mikrometréw Srednicy). Porowatos¢, a wige
zdolno$¢ do wigzania katalizatora zalezy od stopnia usieciowania polimeru [Ahmed, M .;
Malik, M. .; Pervez, S .; Raffiq, M. Eur. Polym. J. 2004, 4, 1609] Nisko usieciowane zywice
(0,5-2%) majg zelows (mikroporowatg) strukture, podczas gdy przy wyzszych stopniach
usieciowania zywice sa makroporowate. Porowato$¢ wplywa na wlasciwosci biokatalizatora.
Przy niskim usieciowaniu pojemno$¢ zywicy, szybkosé dyfuzji substratéw i produktoéw silnie
ro$nie, natomiast zdecydowanie pogarsza si¢ odporno$¢ na dziatania czynnikéw takich jak
ci$nienie, erozja. Natomiast zywice makroporotwate sg bardzo stabilne, odporne na dziatanie
temperatury i rozpuszczalnikow organicznych, ale ich zdolno$¢ do wigzania enzymow jest
znacznie mniejsza niz zywic zelowych.(Bednarski W., Reps A., Biotechnologia zywnosci,
Wyd. Nauk.-Tech., 2001, Warszawa)

W toku badan nad immobilizacja enzyméw typu hydrolaz na zywicach
jonowymiennych potwierdzity si¢ wymienione wyzej niedogodnosci tej metody. Aktywnos¢

katalityczna wyraznie zmniejszata si¢ w kolejnych cyklach z uwagi na wymywanie biatka. Z



kolei badania nad enkapsulacjg z uzyciem alginianu lub kappa-karagenianu prowadzity do
uzyskania biokatalizatora immobilizowanego. Aby uzyskaé odpowiednig odpornos¢
biokatalizatora na dzialanie czynnikéw mechanicznych nalezato dazy¢ do wysokiego stopnia
usieciowania poprzez zwigkszenie stezenia polisacharydu i czynnika sieciujacego: soli
wapniowych lub potasowych. Uzyskuje si¢ ta metoda stabilne biokatalizatory w postaci
granulek, ale aktywno$¢ biokatalizatora jest mniejsza z uwagi na znaczne spowolnienie dyfuzji
substratéw i produktow reakcji przez blong usieciowanego alginianu. Obserwowane
ograniczenia mozna pokona¢ prowadzac immobilizacje w porowatych zywicach
jonowymiennych w formie solnej i po adsorpcji enzymu dodajgc kontrolowang ilo$¢
polisacharydu. Nastepuje utworzenie warstwy ochronnej o niewielkim stopniu usieciowania.
Tym samym dyfuzja substratéw i produktéw nie jest utrudniona. Katalizator moze by¢
wielokrotnie uzyty poniewaz nie nastepuje wymywanie biatka.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze polimer zawierajgcy kwasne grupy funkcyjne,
karboksylowa, sulfonowa, wodorosiarczanowg w formie wapniowej, magnezowej, potasowej
sterylizuje sie przez przemycie wodnym roztworem alkoholu metylowego lub etylowego, usuwa
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie adsorbuje sie biatko katalityczne
wprowadzajac polimer do wodnego buforowego roztworu enzymu prowadzac proces w temperaturze
nie wyzszej niz 40°C, a nastgpnie traktuje wodnym roztworem polisacharydu o stgzeniu nie wyzszym
niz 5%, W czasie nie diuzszym niz 24 godziny, odmywa woda nadmiar polisacharydu uzyskujgc

immobilizowany biokatalizator.

Stosuje sie jako polimer zywice polistyrenosulfonowe makroporowate lub Zzelowe, kationity
zawierajace grupe sulfonowg lub karboksylowa w formie wapniowej, magnezowe;j a jako polisacharyd

alginian sodowy.

Stosuje sie polimer polistyrenowy w formie potasowej, a jako polisacharyd- kappa karagenian .

Odpowiednio dobrany no$nik polimerowy, o duzej porowato$ci zapewnia znakomitg
odporno$é mechaniczng otrzymanego biokatalizatora, pozwala to na uzyskanie biopolimeru o
wysokiej koncentracji biatka i tym samym katalizator jest bardzo aktywny. Otrzymany
biokatalizator pracuje doskonale zaréwno w procesach prowadzonych periodycznie jak i w

procesach cigglych.



Wynalazek blizej objasniaja przyklady:

Przyklad 1

Kationit makroporowaty Amberlyst 15 w formie wodorowej (Serva, <300 pm, 4.7 meg/mL
suchej masy) [10g] przeprowadzono w forme¢ wapniowa przemywajac wodnym 2% roztworem
chlorku wapniowego [200ml/porcja). Nastgpnie jonit przemywano wodg do uzyskania odczynu
obojetnego, przemyto wodnym, 20% roztworem alkoholu metylowego celem sterylizacji i
liofilizowano, umieszczono w eksykatorze prézniowym nad bezwodnym chlorkiem
wapniowym. ]. Roztwér enzymu otrzymano poprzez rozpuszczenie osadu amonowego
biokatalizatora [ B-glukozydaza Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu
octanowego [1ml]. Oznaczone stezenie biatka wynosi 50 mg/ml. Otrzymany jonit [1g] zadano
wodnym roztworem enzymu [lml] oraz 50mM buforem octanowym o pH=5,0 [1ml], po
zmieszaniu umieszczono w lodowce w temperaturze 8°C na 24 godziny. Otrzymany
biokatalizator umieszczono w kolumnie i przemywano buforem octanowym [10ml] o pH 5,0.
Oznaczono zawarto$¢ biatka w przesaczu i na tej podstawie okreslono zawartos¢ enzymu
zwigzanego z zywica jonowymienna [44,5mg]. Aktywno$¢ biokatalizatora okreslono
prowadzgc hydrolize substratu, salicyny. Otrzymane zloZe unieruchomionego biokatalizatora
umieszczono w kolumnie polgczonej z pompg perystaltyczng zapewniajaca ciagly przeptyw i
przemywanie zioza mieszaning reakcyjng. Reakcj¢ prowadzono poprzez przemywanie
[Sml/min] zloza 0.5% roztworem salicyny [10ml] w 50mM buforze octanowym o pH 5.0 w
temperaturze 25°C, probki pobierano co 2 minuty , oznaczano D-glukoz¢ metodg Samogyi-
Nelsona. W tym celu do 100ul mieszaniny odczynnikéw miedziowych I i II (w proporcji 25:1)
dodano 100 pl pobranej mieszaniny reakcyjnej, co nastgpnie wstawiono do termobloku [100°C]
na 20 min. Po uplywie wyznaczonego czasu probki ochlodzono, dodano 100ul odczynnika
arseno-molibdenowego i energicznie wytrzasano, po czym dodano 700 pl wody destylowane;.
Nastepnie uzywajac plytek 96-dotkowych zmierzono absorbancje roztworéw pobierajgc 200l
probki/dotek, wykonujgc pomiar w trzech technicznych powtérzeniach przy dlugosci fali
660nm w odniesieniu do krzywej wzorcowej okre$lajacej zalezno$é stgzenie D-glukozy/
absorbancja. Obliczona aktywno$¢ biokatalizatora wynosita 31,98U [10,15U/g biokatalizatora,
0,72U/mg bialka], stopief zatrzymania biatka wynosit 89%, a wydajno$¢ immobilizacji 64%.

Wydajno$¢ immobilizacji oceniano z punktu widzenia uzyskanych wydajnosci ze wzoru:

Wydajnosé (%) = B/A x 100
Gdzie A- aktywno$é enzymu w roztworze uzytym do immobilizacji, B- aktywnog¢

immobilizowanego enzymu.



Przyklad 2

Kationit Amberlyst 15 [1g] przygotowany jak w przykladzie 1 zadano wodnym roztworem
enzymu [Iml] . Roztwor do immobilizacji przygotowano przez zmieszanie 1 ml roztworu
enzymu uzyskanego przez rozpuszczenie osadu amonowego biokatalizatora [B-glukozydaza
Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu octanowego [1 ml]. Stezenie
bialka wynosito 5%. Jonit w formie wapniowej [1g] zadano wodnym roztworem enzymu [1
ml], po zmieszaniu umieszczono w lodéwce w temperaturze 8°C na 24 godziny. Nastepnie jonit
mieszano z wodnym 2,0% roztworem alginianu sodowego [200ul} oraz 50mM buforem
octanowym o pH=5,0 [800ul]. Po zmieszaniu zloze pozostawiono w lodéwce na czas 24h,
nastepnie umieszczono je w kolumnie, gdzie przemywano 50mM buforem octanowym [10ml]
o pH 5.0. Oznaczono zawarto$¢ biatka w przesaczu [5,5mg] i okre$lono zawarto$¢ biatka
zwigzanego z matrycg polimerowa [45,5mg]. Nastgpnie przeprowadzono reakcje
enzymatyczng i analizowano jej przebieg jak w przykladzie 1.

Obliczona aktywno$¢ biokatalizatora wynosita 36,02 U [11,43U/g biokatalizatora, 0,79U/mg
bialka], stopien zatrzymania biatka wynosit 91%, a wydajno$¢ immobilizacji 72%.

Przyktad 3

Kationit Amberlyst 15 [1g] przygotowany jak w przykladzie 1 zadano wodnym roztworem
enzymu [1ml]. Roztwér do immobilizacji przygotowano przez zmieszanie 1 ml roztworu
enzymu uzyskanego przez rozpuszczenie osadu amonowego biokatalizatora [B-glukozydaza
Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu octanowego [1ml]. St¢zenie
biatka wynosito 5%. Jonit w formie wapniowej [1g] zadano wodnym roztworem enzymu [1ml],
po zmieszaniu umieszczono w lodéwee w temperaturze 8°C na 24 godziny. Nastepnie jonit
mieszano z wodnym 2,0% roztworem alginianu sodowego [500ul] oraz 50mM buforem
octanowym o pH=5,0 [500ul]. Po zmieszaniu zloze pozostawiono w lodéwce na czas 24h,
nastepnie umieszczono je w kolumnie, gdzie przemywano S0mM buforem octanowym [10ml]
o pH 5.0. Oznaczono zawarto$¢ biatka w przesaczu [3,5mg] i okre§lono zawartos¢ biatka
zwigzanego 2z matrycg polimerowa [46,5mg]. Nastgpnie przeprowadzono reakcje
enzymatyczng i analizowano jej przebieg jak w przykladzie 1.

Obliczona aktywnos¢ biokatalizatora wynosita 30,42 U [9,66 U/g biokatalizatora, 0,65U/mg

biatka), stopiefi zatrzymania biatka wynosit 93%, a wydajnos¢ immobilizacji 61%.



Przyklad 4

Kationit Amberlyst 15 [1g] przygotowany jak w przykladzie 1 zadano wodnym roztworem
enzymu [lml]. Roztwdr do immobilizacji przygotowano przez zmieszanie 1 ml roztworu
enzymu uzyskanego przez rozpuszczenie osadu amonowego biokatalizatora [B-glukozydaza
Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu octanowego [1ml]. Stezenie
biatka wynosito 5%. Jonit w formie wapniowe;j [1g] zadano wodnym roztworem enzymu [1ml],
po zmieszaniu umieszczono w lodéwce w temperaturze 8°C na 24 godziny. Nastepnie jonit
mieszano z wodnym 2,0% roztworem alginianu sodowego [Iml]. Po zmieszaniu ztoze
pozostawiono w lodéwce na czas 24h, nastepnie umieszczono je w kolumnie, gdzie
przemywano 50mM buforem octanowym [10ml] o pH 5.0. Oznaczono zawarto$¢ biatka w
przesgczu [4mg] i okre$lono zawarto$é biatka zwigzanego z matryca polimerows.[46mg].
Nastepnie przeprowadzono reakcje enzymatyczng i analizowano jej przebieg jak w przykladzie
1.

Obliczona aktywnos$¢ biokatalizatora wynosita 32,19 U [10,22 U/g biokatalizatora, 0,70U/mg

bialka], stopien zatrzymania biatka wynosit 92%, a wydajno$¢ immobilizacji 64%.

Przyktad 5

Kationit Amberlyst 15 [1g] przygotowany jak w przyktadzie 1 zadano wodnym roztworem
enzymu [1ml]. Roztwér do immobilizacji przygotowano przez zmieszanie 1 ml roztworu
enzymu uzyskanego przez rozpuszczenie osadu amonowego biokatalizatora [B-glukozydaza
Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu octanowego [1ml]. Stezenie
biatka wynosito 5%. Jonit w formie wapniowej [1g] zadano wodnym roztworem enzymu [1ml],
po zmieszaniu umieszczono w lodéwee w temperaturze 8°C na 24 godziny. Nastepnie jonit
mieszano z wodnym 2,0% roztworem alginianu sodowego [1ml]. Po zmieszaniu zloze
pozostawiono w lodéwce na czas 24h, nastgpnie umieszczono je w kolumnie, gdzie
przemywano 50mM buforem octanowym [10ml] o pH 5.0. Oznaczono zawarto$¢ bialka w
przesaczu [2,5mg] i okreslono zawarto$¢ bialka zwigzanego z matrycg polimerows.[47,5mg].
Nastepnie przeprowadzono reakcje enzymatyczng i analizowano jej przebieg jak w przyktadzie
1.

Obliczona aktywno$¢ biokatalizatora wynosita 32,19 U [9,85 U/g biokatalizatora, 0,70U/mg

biatka], stopien zatrzymania biatka wynosit 95%, a wydajno$¢ immobilizacji 62%.



Przykiad 6

Kationit Amberlyst 15 [1g] przygotowany jak w przykladzie 1 zadano wodnym roztworem
enzymu [1 ml]. Roztwér do immobilizacji przygotowano przez zmieszanie 1 ml roztworu
enzymu uzyskanego przez rozpuszczenie osadu amonowego biokatalizatora [B-glukozydaza
Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu octanowego [1 ml]. Stezenie
biatka wynosito 5%. Jonit w formie wapniowej [1g] zadano wodnym roztworem enzymu [1ml],
po zmieszaniu umieszczono w lodéwce w temperaturze 8°C na 24 godziny. Nastgpnie jonit
mieszano z wodnym 2,0% roztworem kappa-karagenianu [200pl] oraz 50mM buforem
octanowym o pH=5,0 [800pl]. Po zmieszaniu zloze pozostawiono w lodéwce na czas 24h,
nastepnie umieszczono je w kolumnie, gdzie przemywano 50mM buforem octanowym [10ml]
o pH 5.0. Oznaczono zawarto$¢ biatka w przesaczu [22,5mg] i okreslono zawartoéé biatka
zwigzanego z matryca polimerowa [27,5mg]. Nastepnie przeprowadzono reakcje
enzymatyczng i analizowano jej przebieg jak w przykladzie 1.

Obliczona aktywno$¢ biokatalizatora wynosila 12,90 U [4,10 U/g biokatalizatora, 0,47U/mg

biatka], stopiefi zatrzymania biatka wynosit 55%, a wydajno$é immobilizacji 26%.

Przyktad 7
Kationit Amberlyst 15 [1g] przygotowany jak w przyktadzie 1 zadano wodnym roztworem
enzymu [1 ml]. Roztwoér do immobilizacji przygotowano przez zmieszanie 1 ml roztworu
enzymu uzyskanego przez rozpuszczenie osadu amonowego biokatalizatora [B-glukozydaza
Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu octanowego [Iml]. Stezenie
biatka wynosito 5%. Jonit w formie wapniowej [1g] zadano wodnym roztworem enzymu [ 1ml],
po zmieszaniu umieszczono w lodéwce w temperaturze 8°C na 24 godziny. Nastepnie jonit
mieszano z wodnym 2,0% roztworem alginianu sodowego [200ul] oraz S0mM buforem
octanowym o pH=5,0 [800ul]. Po zmieszaniu zloze pozostawiono w lodéwce na czas 24h,
nastepnie umieszczono je w kolumnie, gdzie przemywano 50mM buforem octanowym [10ml]
o pH 5.0. Oznaczono zawarto$¢ biatka w przesaczu [5,5mg] i okreslono zawarto$é bialka
zwigzanego z matrycg polimerowg [45,5mg]. Nastepnie tak przygotowane ztoze przemywano
50mM buforem octanowym [10ml] o pH 5.0 przez 72 godziny, po czym oznaczono zawartosé
biatka w roztworze buforowym [4,1mg] i okreslono stopieri wymycia biatka ze zloza, ktory

wynosit 9,0%.

Stopiei wymycia biatka oceniano z punktu widzenia wyznaczonych ilosci biatka ze wzoru:



Wymycie (%)= C/D x 100
Gdzie C — ilo$¢ bialka okreslona w buforze po przemyciu przez 72 godziny, D — ilo$¢ biatka

zwigzanego z matryca polimerowa (zimmobilizowanego).

Przyklad 8
Kationit Amberlyst 15 [1g] przygotowany jak w przykladzie 1 zadano wodnym roztworem
enzymu [Iml]. Roztwér do immobilizacji przygotowano przez zmieszanie 1ml roztworu
enzymu uzyskanego przez rozpuszczenie osadu amonowego biokatalizatora [B-glukozydaza
Aspergillus Niger K0440, 100U] w wodnym roztworze buforu octanowego [1ml]. Stezenie
biatka wynosito 5%. Jonit w formie wapniowej [1g] zadano wodnym roztworem enzymu [1ml],
po zmieszaniu umieszczono w lodowce w temperaturze 8°C na 24 godziny. Nastepnie jonit
mieszano z wodnym 2,0% roztworem kappa-karagenianu [200pl] oraz S0mM buforem
octanowym o pH=5,0 [800ul]. Po zmieszaniu zloze pozostawiono w lodéwce na czas 24h,
nastepnie umieszczono je w kolumnie, gdzie przemywano 50mM buforem octanowym [10ml]
o pH 5.0. Oznaczono zawarto$¢ biatka w przesaczu [22,5mg] i okreslono zawartosé biatka
zwiazanego z matrycg polimerowa [27,5mg]. Nastepnie tak przygotowane ztoze przemywano
50mM buforem octanowym [10ml] o pH 5.0 przez 72 godziny, po czym oznaczono zawartoéé
biatka w roztworze buforowym [5,0mg] i okreslono stopienn wymycia bialka ze zloza, ktory

wynosit 18,2%.



