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Streszczenie: Trzy komercyjne enzymy celulolityczne: Viscozyme® L, Novozym 476® oraz celulazy
z Aspergillus sp. immobilizowano na polimerowym nosniku otrzymanym w procesie rodnikowej ko-
polimeryzacji N-winyloformamidu (NVF) z dimetakrylanem glikolu etylenowego (EGDMA) w odwrd-
conej suspensji. Efektywnos¢ immobilizacji oceniano na podstawie aktywnosci w procesach hydrolizy
papieru celulozowego i Scieru drzewnego katalizowanych enzymami natywnymi lub immobilizowa-
nymi. Stabilno$¢ biokompozytow badano w trzech cyklach hydrolizy. Wyznaczono stale szybkosci hy-
drolizy i state Michaelisa.

Stowa kluczowe: immobilizacja, enzymy celulolityczne, hydroliza celulozy, N-winyloformamid, dime-
takrylan glikolu etylenowego.

Hydrolysis of cellulose waste catalyzed by cellulolytic enzymes immobilized
on polymer carrier

Abstract: Three commercial cellulolytic enzymes (Viscozyme® L, Novozym 476® and cellulase from As-
pergillus sp.) were immobilized on the polymer carrier, which was synthesized via free radical copolymer-
ization of N-vinylformamide (NVF) with ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) in inverse suspension.
The efficiency of the enzyme immobilization was determined on the basis of enzymatic activity of the
native and immobilized enzyme in the hydrolysis of wood pulp and cellulose paper. The stability of bio-
catalysts was tested in three reaction cycles of hydrolysis. The reaction rate constants for hydrolysis and
Michaelis constants were determined.

Keywords: immobilization, cellulolytic enzymes, hydrolysis of cellulose, N-vinylformamide, ethylene gly-

col dimethacrylate.

Biomasa lignocelulozowa stanowi potencjalny suro-
wiec do produkcji biopaliw drugiej generacji, podsta-
wowych chemikaliéw i materialéw polimerowych [1-4].
Zastepowanie surowcdéw kopalnych surowcami odna-
wialnymi, a w szczegdlnosci pochodzacymi z recyklin-
gu, jest atrakcyjne ekonomicznie i lokuje sie¢ w obsza-
rze dziatan proekologicznych. Biokonwersja surowcow
lignocelulozowych do cukréow fermentujacych stata sie
waznym zagadnieniem w opracowywaniu technologii
bioetanolu II generacji, co przyczynifo sie do intensyfi-
kacji badani nad enzymatyczng hydroliza celulozy, sta-
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nowiacej gtowny sktadnik $cian komoérkowych roslin
[5, 6]. Najwiekszy udzial celulozy w tzw. czystej posta-
ci wykazuja len i bawelna. Natomiast drewno, w za-
leznosci od rodzaju i odmiany zawiera ok. 45 % celu-
lozy, 25 % hemiceluloz, 25 % ligniny oraz 5 % innych
substancji organicznych i nieorganicznych [7]. Procesy
przetwarzania biomasy lignocelulozowej ze wzgledu na
jej zlozong budowe wymagaja wykorzystania nowych
technologii, ktorych opracowanie wigze si¢ z dalszymi
badaniami nad enzymatyczna hydroliza surowcéw ce-
lulozowych [8]. Celuloza to nierozgateziony biopolimer,
ktorego jednostka strukturalng jest celobioza zbudowa-
na z dwdch reszt glukozowych potaczonych wiazania-
mi (3-1,4-glikozydowymi [9]. Hydroliza enzymatyczna
celulozy, prowadzaca do pelnej depolimeryzacji, wyma-
ga uzycia kilku enzymoéw dziatajacych synergistycznie.
W sktad celulaz hydrolizujacych celuloze wchodza en-
doglukanazy (EG I, EG III) i celobiohydrolazy (CBH I,
CBH 1I), degradujace na pierwszym etapie krystaliczng
celuloze do rozpuszczalnej celodekstryny i amorficz-
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nej celulozy, oraz (-glukozydaza (BG) hydrolizujaca
celobioze do glukozy [10]. Olbrzymie mozliwosci wy-
korzystania enzymow celulolitycznych przyczynity
si¢ do zastosowania ich w wielu galeziach przemystu,
m.in. tekstylnego, farmaceutycznego, papierniczego,
spozywczego i rolniczego [11-14]. Trudnosci zwigzane
z odzyskiwaniem enzyméw w celu ponownego uzycia
generuja jednak znaczne koszty i sq gtéwna przyczy-
na ograniczonej ich komercjalizacji [15, 16]. Wdrozenie
enzymow do procesow przemystowych w charakterze
katalizatoréw jest zadaniem interdyscyplinarnym. Wy-
maga wyselekcjonowania enzymoéw o odpowiednich
wlasdciwosciach, ulepszenia ich za pomoca technik bio-
molekularnych i immobilizacji oraz dostosowania re-
aktorow przemystowych [17, 18]. Ze wzgledéw zarow-
no technologicznych, jak i ekonomicznych wazna jest
mozliwos¢ ponownego uzycia oraz wydluzenie czasu
aktywnosci enzymdéw wykorzystywanych jako kata-
lizatory w procesach technologicznych. Rozwigzanie
stanowi immobilizacja enzymdéw na stalym nosniku,
zwiekszajaca ich stabilnos$¢ i umozliwiajaca tatwe wy-
izolowanie biokatalizatora z mieszaniny poreakcyjnej
oraz ponowne jego uzycie w kilku cyklach lub prowa-
dzenie procesu w trybie ciggtym [19, 20]. Dodatkowymi
korzy$ciami wynikajacymi z procesu immobilizacji jest
wzrost aktywnosci i selektywnosci uzywanych enzy-
moéw [21-23]. Sposdb przylaczenia enzymu do nosni-
ka stanowi jeden z trzech najwazniejszych czynnikdw,
obok rodzaju biatka oraz uzywanego nosnika, majacych
wplyw na efekt koricowy immobilizacji. W ciagu ostat-
nich kilkudziesieciu lat ukazato si¢ bardzo wiele publi-
kacji opisujacych rézne techniki unieruchamiania en-
zymow [24-28]. Przykladowo, celulaze unieruchomiono
metoda adsorpgji i sieciowania na ziarnach polianiliny
pokrytych kopolimerem poli(styren-co-diwinyloben-
zen) [29]. W pracach [21-23, 30] w charakterze no$nikow
wykorzystano m.in. chityne i chitozan, poli(alkohol wi-
nylowy), nylon i poliakrylonitryl. Wykazano, ze hetero-
geniczne biokatalizatory otrzymane w wyniku immo-
bilizacji celulaz na polimerowych nosnikach sa stabilne
w szerokim zakresie pH i temperatury, a ich uzycie daje
mozliwos¢ obnizenia kosztow procesu [15]. Koncowy
efekt procesu immobilizacji biokatalizatora w decyduja-
cym stopniu zalezy od rodzaju, ilosci oraz sposobu roz-
mieszczenia na powierzchni nosnika grup funkcyjnych
odpowiedzialnych za tworzenie wigzania z biokataliza-
torem. Nie opracowano dotad uniwersalnych regut okre-
$lajacych dobor nos$nika do immobilizacji konkretnego
enzymu, nie wskazano tez najkorzystniejszego sposo-
bu immobilizacji. Badania immobilizacji enzymow sa
ukierunkowane na poszukiwania nosnikéw do immo-
bilizacji konkretnych enzymdw i optymalizacje procesu
immobilizacji na podstawie wynikéw doswiadczalnych
[31]. Nosniki polimerowe z pierwszorzedowymi grupa-
mi aminowymi sa interesujace zarowno dla osrodkow
badawczych, jak i przemystowych. Za posrednictwem
aldehydu glutarowego tworza one tatwo wiazanie ko-

walencyjne z grupami e-aminowymi reszt lizynowych
biatka [32]. Poliwinyloaming otrzymang na drodze hy-
drolizy poli(N-winyloformamidu), szczepionego na folii
polietylenowej PE i wioknach poli(tereftalanu etylenu)
PET, uzyto do immobilizacji DNA [30, 33, 34]. Drevon
i wspolpr. zastosowali kopolimer N-winyloformamidu
(NVF) oraz akrylan metylu (MA) do wytworzenia ho-
mogenicznych powlok zawierajacych unieruchomiona
anhydraze weglanowa (CA, E.C. 4.2.1.1), katalizujaca od-
wracalng hydratacje ditlenku wegla oraz hydrolize réz-
nych estréw p-nitrofenylowych [35]. W pracy Koniecznej-
-Molendy i wspotpr. a-amylaze zwigzano kowalencyjnie
z nos$nikiem zawierajacym grupy aminowe za pomoca
aldehydu glutarowego jako tacznika, a nastepnie wy-
korzystano w procesie hydrolizy skrobi [36]. W 2011 r.
Karagoz i wspotpr. opublikowali wyniki badan nad ko-
walencyjna immobilizacjq laktazy za pomoca grup ami-
nowych w polimerowych mikrosferach otrzymanych
w procesie kopolimeryzacji straceniowej NVF i dimeta-
krylanu glikolu etylenowego (EGDMA) [37]. Pierwszo-
rzedowe grupy aminowe w nosniku autorzy [37] genero-
wali w reakcji hydrolizy alkalicznej, co w tym wypadku
budzi uzasadnione obawy zwigzane ze stabilnoscig mo-
nomeru sieciujagcego w silnie alkalicznym $rodowisku.
Nosniki z pierwszorzegdowymi grupami aminowymi
generowanymi w procesie alkalicznej hydrolizy w ko-
polimerach NVF i diwinylobenzenu (DVB) zastosowano
do kowalencyjnej immobilizacji celulaz [38].

W niniejszych badaniach syntetyzowano polimerowy
nosnik z N-winyloformamidu (NVF) sieciowanego di-
metakrylanem glikolu etylenowego (EGDMA), w proce-
sie polimeryzacji rodnikowej w odwrdconej suspens;i,
zgodnie z wczesniej opracowang procedurg [39]. W wy-
niku immobilizowania trzech komercyjnych enzymow
celulolitycznych otrzymano heterogeniczne biokataliza-
tory na bazie p(NVE-EGDMA), ktdre nastepnie testowa-
no w procesie hydrolizy papieru celulozowego i $cieru
drzewnego.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiaty

N-winyloformamid 98 % (NVE, Sigma-Aldrich) sto-
sowano bezpodrednio po oczyszczeniu metoda desty-
lacji pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostale odczyn-
niki: dimetakrylan glikolu etylenowego (EGDMA) oraz
dichlorowodorek  2,2"-azobis(metylopropionoamidyny)
(AIBA) (Sigma-Aldrich), olej silikonowy o lepkosci 2000 cSt
(POLSIL OM® 2000, Silikony Polskie Sp. z o. 0.), toluen,
wodorofosforan(V) potasu, diwodorofosforan(V) potasu,
chlorek sodu, octan sodu bezwodny, lodowaty kwas octo-
wy oraz winian sodowo-potasowy (Polskie Zaktady Od-
czynnikow Chemicznych POCh) uzywano bez dodatko-
wego oczyszczania.

W badaniach wykorzystano enzymy: Viscozyme® L
(o aktywnosci nie mniejszej niz 100 FBGU/g), Novo-
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zym 476%, celulazy z Aspergillus sp. (o aktywnosci nie
mniejszej niz 1000 units/g) oraz wzorzec — D-(+)-glu-
koza monohydrat (Sigma-Aldrich), papier celulozowy
P1 (zawierajacy 99,5 % celulozy i 0,5 % lignin, wypro-
dukowany z drzew iglastych i bielony siarczanem
o pH = 6,3, TNO Delft, Holandia) [40, 41], a takze Scier
drzewny pochodzacy ze Scigtych drzew iglastych (tzw.
drewno migkkie), dostarczony przez Tartak Ustugowy
w Ponicach.

Synteza polimerowego nosnika p(NVF-EGDMA)

Rodnikowgq kopolimeryzacje sieciujaca NVF z EGD-
MA w odwrdconej suspensji prowadzono zgodnie z pro-
cedura opisang w [39], w okraglodennej kolbie trdjszyjnej
(500 cm?), zaopatrzonej w chtodnice zwrotna, mieszadto
magnetyczne, termometr, wkraplacz i kapilare do barbo-
tazu argonem. Mieszaning zawierajaca 50 g NVF, 20 g
EGDMA (stosunek molowy NVEEGDMA =7:1) 10,1000 g
AIBA (rozpuszczonego w 2,0 cm® wody destylowanej,
stosunek molowy inicjatora do sumy monomerow 1:200)
wkraplano do 250 cm?® oleju silikonowego ogrzanego
do temp. 80 °C. Polimeryzacj¢ prowadzono przez 8 h
w temp. 80 °C w atmosferze argonu, w warunkach cia-
glego mieszania (370 rpm), nastepnie ziarna kopolimeru
odsaczano, przemywano kilkakrotnie toluenem i suszo-
Nno w suszarce prozniowe;j.

Immobilizacja enzyméw

Do 0,2 g nosnika umieszczonego w kolbie o poj.
50 cm?® zawierajacej 25 cm® buforu fosforanowego
o pH =70, dodano 1 cm® roztworu enzymu, cato$¢ de-
likatnie mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 h.
Po zakonczeniu immobilizacji mieszaning przechowy-
wano 24 h w temp. 4 °C. Nastepnie przesgczano ja na lej-
ku Biichnera przez saczek celulozowy o $rednicy porow
5 pm (Whatman). Przesacz zachowano do oznaczenia
ilosci niezaimmobilizowanego biatka. Przesaczony bio-
kompozyt przemywano kolejno buforem fosforanowym
o pH = 70, roztworem buforu fosforanowego z NaCl
o pH =70, buforem octanowym o pH = 5,5 oraz buforem
TRIS-HCI o pH = 72. Nastepnie nosnik z zaimmobili-
zowanym enzymem umieszczano w 10 cm?® buforu fos-
foranowego o pH = 7,0. Tak przygotowana mieszaning
wykorzystywano nastgpnie w reakcji hydrolizy enzy-
matycznej.

Hydroliza enzymatyczna surowcow celulozowych

Biokatalizatory otrzymane w wyniku immobilizacji
enzymoéw zastosowano w reakcji hydrolizy enzyma-
tycznej Scieru drzewnego oraz papieru celulozowego.
Substrat w ilosci 0,1 + 0,0001 g umieszczano w kolbie
0 poj. 100 cm® zawierajacej 90 cm® wody destylowanej
(89 cm® w wypadku enzyméw nieimmobilizowanych)
i pozostawiano na ok. 24 h. Nastepnie do uktadu doda-

wano nosénik z zaimmobilizowanym enzymem celuloli-
tycznym w 10 cm?® buforu fosforanowego lub, odrebnie,
1 ecm?® nieimmobilizowanego enzymu i 10 cm?® buforu.
W chwili dodania enzymu rozpoczynano pomiar cza-
su reakcji. Mieszanine termostatowano w tazni wodnej
o temp. 37 + 1 °C i jednoczesnie mieszano z predkoscia
150 rpm. W okreslonych odstepach czasu pobierano po
5 cm?® mieszaniny reakcyjnej, w ktdrej dezaktywowano
enzym za pomocg 5 cm® roztworu kwasu 3,5-dinitrosa-
licylowego (DNS) o stezeniu 0,5 %. W otrzymanych pro-
bach metoda UV-Vis oznaczano zawarto$¢ powstatych
cukrow redukujacych.

Aktywnos$¢ unieruchomionych enzymoéw okreslano
w trzech, nastepujacych po sobie cyklach reakcji. W tym
celu mieszaning poreakcyjng dekantowano, a pozostaly
osad (otrzymany biokompozyt wraz z pozostatoscia nie-
przereagowanego substratu) przechowywano w temp.
4 °C. Nastepnie przenoszono go do kolby zawierajacej
0,1+0,0001 g substratu, weczesniej namoczonego w 90 cm3
wody destylowanej. Reakcje hydrolizy enzymatycznej
prowadzono zgodnie z wyzej podang procedura.

Metody badan
Charakterystyka nosnika

Rozmiary i ksztatt ziaren p(NVF-EGDMA) oznacza-
no za pomoca wyposazonego w kamere mikroskopu
optycznego firmy Delta Optical Genetic Pro Bino. Obra-
zy rejestrowano w powigkszeniu 1000x.

Stopien pecznienia (Sy) okres$lano grawimetrycznie.
1,0 +£ 0,0001 g ziaren nosnika kondycjonowanego na po-
wietrzu (W,) umieszczano w 200 cm® wody dejonizowa-
nej o temp. pokojowej. Po uptywie 72 h ziarna nosnika
odsaczano i wazono na wadze analitycznej (W),). Sy, obli-
czano zgodnie z rGwnaniem (1).

W -W,

Sy = °.100 % (1)

0

Wyznaczanie stalej Michaelisa

Do oznaczen statej Michaelisa przygotowywano po
pie¢ prob kazdego z dwoch substratow. Odwazano po
0,001 g, 025g,0,5g,1,5goraz2,0 g scieru drzewnego lub
papieru celulozowego. Hydrolize enzymatyczna prowa-
dzono zgodnie z podang wyzej procedurg przy uzyciu
enzymow immobilizowanych oraz w postaci natywne;j.
Probki o obj. 5 cm?® pobierano w statych odstepach czasu,
po uptywie 20, 400 oraz 420 min od chwili rozpoczecia
reakgji.

Oznaczanie stezenia cukréow redukujacych
Stezenie cukrow redukujacych powstajacych w wyni-

ku enzymatycznej hydrolizy celulozy mikrokrystalicz-
nej okreslano spektrofotometrycznie z zastosowaniem
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roztworu kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) [42]. Po-
miar absorbancji wykonano w zakresie 490-520 nm za
pomoca spektrofotometru Shimadzu 2101PC. Na pod-
stawie wartosci absorbancji i z wykorzystaniem spo-
rzadzonej krzywej wzorcowej D-(+)-glukozy oznaczano
stezenie powstalych cukréw redukujacych.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

W kopolimeryzacji rodnikowej NVF z EGDMA w od-
wrdconej suspensji otrzymano mikroziarna nosnika
P(NVEF-EGDMA) o sferycznym ksztalcie i szerokim
rozkladzie rozmiaréw czastek (d = 135-20 um) (rys. 1).
Wartos¢ oznaczonego stopnia pecznienia Sy, = 79,8 %

odpowiada nominalnemu stopniowi usieciowania
a= w -100 % | rownemu 12,5 % mol.
NVF + EGDMA

Immobilizacja enzyméw

Zestawione w tabeli 1 wartos$ci wydajnosci immobi-
lizacji komercyjnych enzymoéw celulolitycznych wska-
zuja na duze powinowactwo enzyméw Novozym 476®
i celulaz z Aspergillus sp. do polimerowego nosnika
p(NVF-EGDMA) — w tym wypadku wydajno$¢ immo-
bilizacji wynosita 70 %. Mniejsza wydajnos¢ immobili-
zacji uzyskano w odniesieniu do enzymoéw Viscozyme®
L (18 %). Viscozyme® L to multienzymatyczny kompleks
karbohydraz zawierajacy m.in. celulazy, B-glukanazy,
hemicelulazy i ksylanazy. Gtéwnym sktadnikiem en-
zymow celulolitycznych Aspergillus sp. i Novozym 476°
jest endo-B-D-glukanaza. Na podstawie wynikéw ba-
dan stwierdzono, ze kopolimer NVF z EGDMA, zawie-
rajacy silnie spolaryzowang grupe formamidowa, jest
znakomitym nosnikiem endo-p-D-glukanazy. Na tym
nos$niku z powodzeniem zaimmobilizowano takze inne
enzymy celulolityczne, czego potwierdzeniem byt pro-
ces hydrolizy surowcéw celulozowych i ocena trwatosci
immobilizacji.

Hydroliza enzymatyczna surowcoéw celulozowych
i trwato$¢ immobilizacji

Na podstawie wyznaczonych statych szybkosci reak-
¢ji oraz wartosci statej Michaelisa K, okreslajacej po-
winowactwo enzymu do substratu (szybkos¢ powsta-

1 — 5
Rys. 1. Obrazy ziaren nosnika p(NVF-EGDMA) uzyskane z mik-
roskopu optycznego

Fig. 1. Optical microscopy images of carrier grains p(NVF-EGD-
MA)

wania kompleksu enzym-substrat, ES, a takze stabilnos¢
tego kompleksu) oceniano kinetyke hydrolizy enzyma-
tycznej [43].

Na rys. 2 i rys. 3 przedstawiono przebieg reakcji hy-
drolizy, odpowiednio, Scieru drzewnego i papieru ce-
lulozowego katalizowanych enzymem Aspergillus sp.
w postaci natywnej oraz enzymem immobilizowanym
na nosniku p(NVE-EGDMA), jako zaleznos$¢ stezenia
powstajacych cukrow redukujacych od czasu reakcji.
W obu badanych procesach hydrolizy (rys. 2 i 3) enzym
immobilizowany wykazywat aktywnos$¢ poréwnywal-
na do aktywnosci enzymu w postaci natywnej. W obu
wypadkach aktywnos¢ immobilizowanego enzymu ma-
lata w kolejnych cyklach reakcji.

Rysunki 4 i 5 przedstawiaja przebieg reakcji hydro-
lizy, odpowiednio, Scieru drzewnego i papieru celu-
lozowego, katalizowanych enzymem Viscozyme® L
w postaci natywnej oraz enzymem immobilizowanym
na nosniku p(NVF-EGDMA), jako zaleznos¢ stezenia
powstajacych cukréw redukujacych od czasu reakc;ji.
W obu badanych procesach hydrolizy (rys. 4, 5), enzym
immobilizowany wykazywal wigksza aktywnos¢ niz
enzym w postaci natywnej. Nalezy zauwazy¢, ze immo-
bilizowany enzym Viscozyme® L, nawet w III cyklu re-
akcji, wykazywat wigksza aktywnos¢ niz enzym w po-
staci natywnej.

Zaleznos¢ stezenia powstajacych cukréw redukuja-
cych od czasu reakcji hydrolizy, $cieru drzewnego i pa-
pieru celulozowego, katalizowanych enzymem Novo-
zym 476®° w postaci natywnej oraz unieruchomionym
na nosniku p(NVF-EGDMA), przedstawiaja rys. 6 i 7.
W procesie hydrolizy scieru drzewnego wigksza aktyw-

Tabela 1. Wydajno$¢ immobilizacji enzymow Aspergillus sp., Viscozyme® L i Novozym 476°
Table 1. Immobilization yield of enzymes Aspergillus sp., Viscozyme® L and Novozym 476®

Zawarto$¢ biatka, pg

Wydajno$¢ immobilizacji
w postaci natywnej W przesaczu po na 0.2 ¢ nosnika %
enzymu immobilizacji “8
Viscozyme® L 402,0 329,6 72,4 18
Novozym 476° 351,0 105,0 246,0 70
Aspergillus sp. 351,5 105,0 246,5 70
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Rys. 2. Zalezno$¢ stezenia cukrow redukujacych od czasu reakcji
hydrolizy Scieru drzewnego katalizowanej Aspergillus sp.: B —
enzymem w postaci natywnej oraz enzymem immobilizowanym
na nosniku p(NVF-EGDMA): e — I cykl reakcji; A —II cykl reak-
¢ji; v —III cykl reakcji

Fig. 2. Dependence of reducing sugars concentration on the time
of wood pulp hydrolysis catalyzed by Aspergillus sp.: B — native
enzyme; ® — enzyme immobilized on p(NVF-EGDMA) carrier:
reaction cycle I; A —reaction cycle II; ¥ —reaction cycle III

no$¢ wykazywat enzym immobilizowany, natomiast
hydroliza papieru celulozowego przebiegata efektyw-
niej w obecnosci enzymu Novozym 476® w postaci na-
tywne;j.

W tabeli 2 zestawiono wyznaczone state szybkosci ba-
danych reakcji hydrolizy. W wiekszosci analizowanych
wypadkdéw reakcja hydrolizy przebiegata dwuetapowo.
Na pierwszym etapie reakcji hydrolizie ulegaly przede

-_ 08
0,7
0,6
0,54 )
7 /
0,4 1 "‘4

=)
(O8]
1

\\
\

e o
(e} —
1 1

Stezenie cukréw redukujacych, mg/cm

0 100 200 300 400 500 600
Czas reakcji, min

Rys. 4. Zaleznos¢ stezenia cukréw redukujacych od czasu hy-
drolizy $cieru drzewnego katalizowanej Viscozyme® L: B — en-
zymem w postaci natywnej oraz enzymem immobilizowanym na
nosniku p(NVF-EGDMA): e — I cykl reakcji; A — II cykl reakcji;
Vv —III cykl reakcji

Fig. 4. Dependence of reducing sugars concentration on the time
of wood pulp hydrolysis catalyzed by Viscozyme® L: B — native
enzyme; ® — enzyme immobilized on p(NVE-EGDMA) carrier:
reaction cycle I; A —reaction cycle II; ¥ —reaction cycle III
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Rys. 3. Zalezno$¢ stezenia cukrow redukujacych od czasu reak-
cji hydrolizy papieru celulozowego katalizowanej Aspergillus
sp.: @ — enzymem w postaci natywnej oraz enzymem immobi-
lizowanym na nos$niku p(NVF-EGDMA): e —I cykl reakcji; A —
II cykl reakcji; ¥ —III cykl reakcji
Fig. 3. Dependence of reducing sugars concentration on the time
of cellulose paper hydrolysis catalyzed by Aspergillus sp.: ® — na-
tive enzyme; ® — enzyme immobilized on p(NVF-EGDMA) car-
rier: reaction cycle I; A —reaction cycle II; ¥ —reaction cycle III

wszystkim tatwo dostepne obszary amorficzne materiatu.
Miejsca wykazujace budowe krystaliczng oraz celobioza
ulegaty degradacji na kolejnych etapach hydrolizy. War-
to zauwazy¢, ze na pierwszym etapie procesu aktywnosc
wykazywaty przede wszystkim endo-p-D-glukanazy, od-
powiedzialne za degradacje wiazan (3-1,4-glikozydowych,
oraz egzo-B-D-glukanazy zdolne do degradowania mo-
nomeréw i dimeréw z konca fanicucha. Wraz z postepem
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Rys. 5. Zalezno$¢ stezenia cukrow redukujacych od czasu reak-
¢ji hydrolizy papieru celulozowego katalizowanej Viscozyme®
L: B — enzymem w postaci natywnej oraz enzymem immobi-
lizowanym na no$niku p(NVF-EGDMA): e — I cykl reakcji; A —
II cykl reakcji; ¥ —III cykl reakcji

Fig. 5. Dependence of reducing sugars concentration on the time
of cellulose paper hydrolysis catalyzed by Viscozyme® L: B — na-
tive enzyme; ® — enzyme immobilized on p(NVF-EGDMA) car-
rier: reaction cycle I, A —reaction cycle II; ¥ —reaction cycle III
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Rys. 6. Zalezno$¢ stezenia cukrow redukujacych od czasu reakcji
hydrolizy $cieru drzewnego katalizowanej enzymem Novozym
476®: B — enzymem w postaci natywnej; ® — enzymem immobi-
lizowanym na nosniku p(NVF-EGDMA): I cykl reakcji

Fig. 6. Dependence of reducing sugars concentration on the time
of wood pulp hydrolysis catalyzed by Novozym 476®: B — native
enzyme; ® — enzyme immobilized on p(NVF-EGDMA) carrier:
reaction cycle I

reakcji znaczenia nabierajg (3-glukozydazy hydrolizujace
powstate dimery do glukozy.

Rysunek 8 przedstawia zaleznos¢ stezenia powstatych
cukréw redukujacych po 2 i 9 godzinach reakcji hydro-
lizy Scieru drzewnego i papieru celulozowego, katalizo-
wanej enzymami immobilizowanymi i w postaci natyw-
nej. W reakcji hydrolizy scieru drzewnego, zaréwno po
2, jak i po 9 godzinach od jej rozpoczecia obserwowano
wzrost aktywnosci immobilizowanych enzyméw Vi-
scozyme® L oraz Novozym 476°. Natomiast wydajno$¢

Czas reakcji, min

Rys. 7. Zalezno$¢ stezenia cukrow redukujacych od czasu reakcji
hydrolizy papieru celulozowego katalizowanej enzymem Novo-
zym 476°: B — enzymem w postaci natywnej; ® — enzymem immo-
bilizowanym na nosniku p(NVF-EGDMA): I cykl reakcji

Fig. 7. Dependence of reducing sugars concentration on the time
of cellulose paper hydrolysis catalyzed by Novozym 476°: B — na-
tive enzyme; ® — enzyme immobilized on p(NVF-EGDMA) car-
rier: reaction cycle I

katalityczna immobilizowanego enzymu Aspergillus sp.
w procesie hydrolizy $cieru drzewnego utrzymywata
sig¢ na poziomie aktywnosci enzymu natywnego. W pro-
cesie hydrolizy papieru celulozowego wieksza aktyw-
nos¢ immobilizowanego enzymu obserwowano jedynie
w wypadku Viscozyme® L. Immobilizowany Aspergillus
sp. charakteryzowat si¢ nieznacznie mniejsza wydajno-
$cia niz enzym w postaci natywnej, natomiast aktyw-
nos¢ immobilizowanego Novozymu 476® byta o ok. 20 %
mniejsza niz enzymu w postaci natywne;j.

Tabela 2. Stale szybkosci reakcji hydrolizy $cieru drzewnego i papieru celulozowego katalizowanych komercyjnymi enzymami

Viscozyme® L, Novozym 476%, Aspergillus sp., w postaci natywnej i enzymami immobilizowanymi na no$niku p(NVF-EGDMA)

Table 2. Reaction rate constants for hydrolysis of wood pulp and cellulose paper catalyzed by commercially available enzymes

Viscozyme® L, Novozym 476®, Aspergillus sp., native and immobilized on p(NVF-EGDMA) carrier

Scier drzewny | Papier celulozowy
Stata szybkosci, mg - cm? - min’!
k, - 103 k, - 10* ks - 103 | k, - 10° k, - 10* ks - 103
Aspergillus sp.
Natywny 29 1,1 - 7,3 1,0 -
Immobilizowany na Leykl 53 L7 - 38 L1 -
p(NVF-EGDMA) 1T cykl 3,0 7,6 - 2,9 43 -
TII cykl 2,9 5,9 - 3,2 4,8 -
Viscozyme® L
Natywny 2,9 3,0 - 2,9 2,7 0,4
Immobilizowany na Leykl 51 34 11 51 23 L1
p(NVE-EGDMA) 11 cykl 2,2 51 1,1 2,2 4,2 1,0
1II cykl 10,0 3,0 - 2,0 2,2 -
Novozym 476®
Immobilizowany na Natywny 18 7,5 - 55 1,9 -
p(NVF-EGDMA) I cykl 4,0 7,7 - 0,8 1,2 -
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Scier drzewny po 9 h
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Aspergillus sp. Viscozyme® L Novozym 4769
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Rys. 8. Wydajno$¢ reakcji hydrolizy (mg glukozy/cm®) papieru i $cieru drzewnego katalizowanych enzymami Aspergillus sp., Visco-
zyme® L i Novozym 476°: [l - enzym natywny, ll - enzym immobilizowany
Fig. 8. Hydrolysis yield of wood pulp and cellulose paper (mg glucose/cm?) catalyzed by enzymes Aspergillus sp., Viscozyme® L and

Novozym 476°: [l - native enzyme, [ll - immobilized enzyme
Wyznaczenie stalej Michaelisa

Wartosci stalych Michaelisa wszystkich badanych enzy-
moéw, zard6wno w postaci immobilizowanej, jak i natyw-
nej, zestawiono w tabeli 3. Przykladowy wykres Micha-
elisa-Menten przedstawia rys. 9. Na podstawie zebranych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze immobilizowane enzymy

Viscozyme® L i Novozym 476® wykazuja wieksze powi-
nowactwo do papieru celulozowego niz Scieru drzewne-
go, natomiast immobilizowany Aspergillus sp. wykazuje
poréwnywalne powinowactwo do obu materiatow. Stabil-
no$¢ kompleksu enzym-substrat (ES) w wypadku wiek-
szosci heterogenicznych biokatalizatoréw jest wieksza niz
stabilno$¢ kompleksu ES enzymdw w postaci natywnej.

Tabela 3. Stale Michaelisa w reakcjach hydrolizy papieru celulozowego i $cieru drzewnego katalizowanych komercyjnymi
enzymami Viscozyme® L, Novozym 476, Aspergillus sp., immobilizowanymi na no$niku p(NVF-EGDMA) i w postaci natywnej
Table 3. Michaelis constants for hydrolysis of wood pulp and cellulose paper catalyzed by commercially available enzymes

Viscozyme® L, Novozym 476®, Aspergillus sp., native and immobilized on p(NVF-EGDMA) carrier

K
Viscozyme® L Novozym 476° Aspergillus sp.

. Enzym natywny 0,37 0,39 0,39
Scier drzewny ; .

Enzym immobilizowany 0,49 0,56 0,36

. Enzym natywny 0,45 0,41 0,44
Papier celulozowy ; .

Enzym immobilizowany 0,40 0,30 0,35
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Rys. 9. Wykres Michaelisa-Menten (K, — stala Michaelisa, V,

maks

szybko$¢ maksymalna reakcji) hydrolizy Scieru drzewnego ka-
talizowanej Viscozyme® L: B — enzymem w postaci natywnej;
e — enzymem immobilizowanym na nos$niku p(NVF-EGDMA):
I cykl reakcji

Fig. 9. Sample Michaelis-Menten graph (K, — Michaelis constant,
Vwaks — maximum rate of reaction) of wood pulp hydrolysis cata-
lyzed by Viscozyme® L: B - native enzyme; ® — enzyme immobi-
lized on p(NVF-EGDMA) carrier: reaction cycle I

WNIOSKI

Wykazano, ze enzymy celulolityczne moga by¢ z po-
wodzeniem immobilizowane na nosniku polimero-
wym zawierajacym silnie polarne grupy formamidowe,
a proces immobilizacji na ogdt korzystnie wptywa na
aktywnos$¢ i stabilnos¢ immobilizowanych enzymow.
Otrzymane heterofazowe biokatalizatory efektywnie
hydrolizujg surowce celulozowe i zachowuja aktywnos¢
w trzech kolejnych cyklach reakcji. W celu uzyskania
optymalnej wydajnosci reakcji hydrolizy enzymy celu-
lolityczne nalezy dobiera¢ indywidualnie dla kazdego
z materiatéw celulozowych.
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