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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Pwpgal - rekombinantowa -galaktozydaza z Pyrococcus woesei
Fru - fruktoza

Gal - galaktoza

Glc - glukoza

Lac - laktoza

Lu - laktuloza

tGOS - trans-galaktooligosacharydy

DP - (ang. degree of polymerization) stopien polimeryzacii

EFSA - (ang. European Food Safety Authority) Europejski Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci
HPLC - (ang. high-performance liquid chromatography) wysokosprawna chromatografia cieczowa
NPN - 1-N-fenylonaftyloamina

oNPBGal - o-nitrofenylo-f3-D-galaktopiranozyd

Pl - jodek propidyny

SCFA - (ang. short-chain fatty acids) krétkotancuchowe kwasy tluszczowe

TLC - (ang. thin layer chromatography) chromatografia cienkowarstwowa



STRESZCZENIE

Glikozydazy stosowane sg jako katalizatory hydrolitycznego rozktadu réznorodnych wigzan
glikozydowych. Niektore sposrod nich wykazujg rowniez zdolno$¢ do syntetyzowania oligosacharydéw
w reakcji odwrotnej hydrolizy lub transglikozylacji. Wtasciwo$¢ ta moze by¢ wykorzystywana m.in. do
otrzymywania prebiotycznych sacharydéw, bedacych cennymi dodatkami do Zywno$ci funkcjonalne;.

Szczegolnie przydatnymi katalizatorami odwrotnej hydrolizy lub transglikozylacji sa enzymy
termostabilne, ktére pozwalajg na prowadzenie procesu w podwyzszonej temperaturze, zwiekszajacej
rozpuszczalno$¢ substratow w srodowisku reakcji i sprzyjajacej tworzeniu wigzan glikozydowych. Do te;
grupy nalezy rekombinantowa (3-galaktozydaza z Pyrococcus woesei (Pwpgal). Zbadanie mozliwosci jej
zastosowania jako katalizatora syntezy oligosacharyddw byto przedmiotem niniejszej pracy.

We wstepnych eksperymentach wykazano, ze Pwpgal nie katalizowata reakcji odwrotnej
hydrolizy, natomiast przejawiata wysokg aktywnos¢ transglikozylacyjna. Jako reakcje modelowg stuzaca
do scharakteryzowania tej aktywnos$ci przyjeto synteze laktulozy z laktozy i fruktozy. W badaniach
stosowano preparat podczyszczonej Pwpgal (4000 U/g), enzym mikrokapsutkowany w komoérkach
Escherichia coli (100 U/g), a takze podczyszczony enzym lub komérki E. coli z PwpBgal putapkowane
w zelu alginianu wapnia (odpowiednio 3,6 i 3,7 U/g). W temperaturze odpowiedniej dla Pwpgal (powyzej
70°C), komorki E. coli szybko tracity aktywno$¢ metaboliczng, a integralno$¢ ich btony
cytoplazmatycznej, $ciany komoérkowej oraz btony zewnetrznej ulegata naruszeniu, dlatego dodatkowa
chemiczna permeabilizacja komérek okazata si¢ niekonieczna. Przy réwnowaznej zawarto$ci
biokatalizatorow w medium reakcyjnym, w obecnosci wolnych lub unieruchomionych komérek E. coli
z Pwpgal synteza laktulozy zachodzita wydajniej, niz przy udziale wolnego/immobilizowanego
podczyszczonego enzymu. Przyczyng tego byt okoto 80% wzrost aktywno$ci [B-galaktozydazy
wykazywanej przez komérki (ze 100 do 180 U/g wilgotnej biomasy), spowodowany przypuszczalnie
zmianami konformacyjnymi enzymu podczas ogrzewania. Pomimo uwzglednienia wzrostu aktywnosci
Pwpgal w komdrkach, w jednakowych warunkach reakcji (10% w/v laktozy, 10% wiv fruktozy,
1,0 U/cm3, 8 godz, 80°C, pH 5,4) wolne oraz immobilizowane w alginianie wapnia bakterie E. coli
z Pwpgal produkowaty laktuloze najbardziej efektywnie (odpowiednio 2,0 i 2,3 g/dm3 substratu/godz).
Za sprawg tych dwdch biokatalizatordw uzyskano réwniez najwiecej trans-galaktooligosacharydow
(odpowiednio 7,11 9,1 g/dm3 substratu/godz; 15% wi/v laktozy, 1,0 U/cm3, 8 godz, 80°C, pH 5,4).

Preparat immobilizowanych bakterii zastosowano nastepnie jako upakowane wypetnienie
reaktora kolumnowego dziatajacego w systemie okresowym z catkowitg recyrkulacjg substratu przez
biokatalizator oraz jako ztoze fluidalne w pracujgcym w trybie okresowym reaktorze barbotazowym.

Produktywno$ci procesu uzyskane w tych uktadach (odpowiednio 1,8 oraz 2,3 g/dm3 substratu/godz;
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10% wiv laktozy, 10% wliv fruktozy, 8 godz, pH 5,4, 80 oraz 60°C) nie byly jednak wyzsze
od produktywnosci osigganych we wczesniejszych reakcjach.

Prowadzone badania ujawnity dodatkowo wady ztoza alginianowego: niedostateczng trwato$¢
w temperaturze procesu, ktorej nie poprawity modyfikacje sktadu nosnika (zwigkszenie stezenia Zelu,
dodatek Zelu krzemionkowego lub tlenku glinu, dodatek chitozanu lub pokrycie granul warstewka
chitozanu), a takze rozcienczanie medium reakcyjnego wodg zamknigtaq w porach Zelu, obnizajace
wydajnos¢ syntezy oraz utrudniajgce zwigkszenie zawartosci biokatalizatora w $rodowisku reakgii.
Powyzsze wzgledy sprawity, ze za dogodniejszy, bardziej uniwersalny, a przy tym skuteczny
i najmniej kosztowny biokatalizator uznano wolne komarki E. coli z Pwpgal.

Potencjat katalityczny Pwpgal zamknigtej w komorkach E. coli poréwnano nastepnie
z wiasciwosciami tego enzymu mikrokapsutkowanego w komérkach rekombinowanych drozdzy Pichia
pastoris. Drozdze wykazywaly nizszg aktywno$¢ [-galaktozydazy (20 U/g i 35 Ulg po dziataniu
podwyzszonej temperatury), a takze mniej efektywnie katalizowaty synteze laktulozy oraz tGOS
(odpowiednio 1,9 i 5,9 g/dm?3 substratu/godz). Z drugiej strony, drozdze P. pastoris, w przeciwiefstwie
do bakterii E. coli, posiadaja rekomendacje Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
(EFSA) jako gatunek mogacy stuzy¢ do produkcji rekombinantowych enzyméw wykorzystywanych
w przetworstwie spozywczym. Z tej przyczyny oraz ze wzgledu na niski koszt, tatwos¢ oddzielania od
mieszaniny poreakcyjnej, petng biodegradowalnos¢ i stosunkowo dobre wiasciwosci katalityczne,
rekombinantowa (-galaktozydaza z P. woesei mikrokapsutkowana w komdrkach P. pastoris moze

stanowi¢ atrakcyjny biokatalizator w przemystowej syntezie laktulozy i tGOS.

Praca wspdtfinansowana ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na nauke w latach 2010/2011
jako projekt badawczy nr 2555/B/P01/2010/38.

Praca wspdffinansowana przez Unig Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego. Projekt
systemowy Wojewodztwa Pomorskiego pn. "InnoDoktorant - stypendia dla doktorantow, Il edycja”.
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CZESC TEORETYCZNA

1. Zywnosé funkcjonalna

Dynamiczny rozwdj nauk o zywnosci i zywieniu, coraz petniejsze zrozumienie relacji pomiedzy

odzywianiem a kondycjg organizmu ludzkiego oraz postep technologiczny daty podstawy do stworzenia

koncepcji zywno$ci funkcjonalnej [Roberfroid, 2002]. Ze wzgledu na réznice legislacyjne oraz bogactwo

produktow zaliczanych do funkcjonalnych, dotychczas nie opracowano spdjniej i powszechnie

akceptowanej definicji tego pojecia [American Dietetic Association, 2009]. Przyjmuje si¢ jednak,

ze zywnos¢ funkcjonalna powinna [Roberfroid, 2002]:

]

]

]

stanowiC zwyczajne, codzienne pozywienie (nie moze by¢ tabletka, kapsutka itp.),

by¢ przyjmowana jako cze$¢ typowej diety,

sklada¢ sie z substancji naturalnych (nie syntetycznych), ktére mogaq jednak wystepowac
w wyzszych, niz naturalne, stezeniach lub pojawia¢ si¢ w produktach, w ktérych normalnie nie
Sq obecne,

wywieraC korzystny wptyw na okreslone funkcje organizmu, poza dostarczaniem substancii
odzywczych,

poprawiaC samopoczucie oraz zdrowie i/lub zmniejsza¢ ryzyko wystgpienia chorob,
a tym samym polepszac jakos¢ zycia,

wykazywa¢ prozdrowotne dziatanie bedac spozywang w ilosciach typowych dla przecietnej

diety.

Muszg przy tym istnie¢ silne naukowe dowody potwierdzajace jej korzystne oddziatywanie na organizm

czlowieka. Zgodnie z powyzszymi kryteriami mozna wyrézni¢ nastepujace rodzaje ZzywnoSci
funkcjonalnej (Roberfroid, 2002):

]

]

zywno$¢ tradycyjna (np. czosnek, brokuty, pomidory, orzechy, kasze, ttuste ryby morskie...),
zywnos¢, do ktorej dodano wybrany sktadnik lub sktadniki (np. fermentowane napoje mleczne z
pro- i/lub prebiotykami, soki owocowe z wapniem, napoje z ekstraktem z zen-szenia, guarany,
margaryny z ro$linnymi stanolami, jajka wzbogacone w witaminy i kwasy ttuszczowe n-3...),
zywno$¢, z ktorej usunieto niepozadany sktadnik (np. produkty pozbawione fenyloalaniny
przeznaczone dla o0séb chorych na fenyloketonurie, kawa bezkofeinowa, jajka
niskocholesterolowe...),

zywno$¢, w ktorej ilos¢ lub wiasciwosci wybranego sktadnika/sktadnikow zostaty
zmodyfikowane (np. mleko o obnizonej zawartosci laktozy),

zywno$¢, w ktorej biodostepnos¢é wybranego sktadnika/sktadnikow zostata zmodyfikowana
(np. polepszona przyswajalno$¢ wapnia dzigki dodatkowi inuliny),

zywnos¢, ktorg poddano kilku wymienionym operacjom.
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Nalezy réwniez podkreslic, ze kazda zywno$¢ jest w pewnym fizjologicznym sensie
funkcjonalna, poniewaz dostarcza organizmowi substancie odzywcze niezbedne do rozwoju
i podtrzymania procesow zyciowych. Produkty zaliczane do funkcjonalnych moggq powodowac
dodatkowe prozdrowotne efekty pod warunkiem, ze sg spozywane jako cze$¢ roéznorodnej diety
[American Dietetic Association, 2009].

Najwiekszy udziat w $wiatowym rynku zywnosci funkcjonalnej majg USA i Japonia, ale
przewiduje sie wzrost zyskow ze sprzedazy produktow prozdrowotnych w krajach Europy Zachodniej
oraz na Wegrzech, w Polsce i w Rosji [Sird i wsp., 2008]. Jak dowodzg analizy prowadzone
w minionych latach (Tabela 1.1.), globalny rynek zywnosci funkcjonalnej w najblizszej przysztosci
bedzie sie dynamicznie rozwijat by, wedtug prognoz, w roku 2010 osiggna¢ wartos¢ okoto 53 mid USD
[Euromonitor International, 2006]. Zmiany stylu Zycia, wzrost kosztow opieki zdrowotnej, wzrost
Swiadomo$ci konsumentéw odnosnie oddziatywania Zywnosci na zdrowie i samopoczucie oraz
przyczyn wystepowania choréb Zywieniowozaleznych, a takze nowe osiggniecia naukowe

i technologiczne beda sprzyjac tej tendencji [Menrad, 2003; Roberfroid, 2002; Sird i wsp., 2008].

1.1. Probiotyki

Najpopularniejszg i najczesciej kojarzong z prozdrowotnym dziataniem grupe produktow
stanowig artykuty wzbogacone w kultury drobnoustrojow probiotycznych [Menrad, 2003; Sir6 i wsp.,
2008]. Typowym nosnikiem tych mikroorganizméw jest nabiat, szczeg6inie fermentowane napoje
mleczne, ale dodawane moga by¢ takze do lodéw [Cruz i wsp., 2009], sokéw owocowych, przetwordw
zbozowych oraz migsa [Rivera-Espinoza i Gallardo-Navarro, 2010; Sir6 i wsp., 2008]. Przyjmowanie
probiotykéw z pozywieniem ma na celu poprawe funkcjonowania przewodu pokarmowego poprzez
zwigkszenie udziatu szczepdw Bifidobacterium i Lactobacillus we florze jelitowej [Fooks i wsp., 1999;
Rastall i wsp., 2000]. Réwnowaga mikrobiologiczna tego organu ma bowiem szczegdine znaczenie dla
zdrowia catego organizmu [Backhead i wsp., 2005; Macfarlane i Macfarlane, 2004; Wells i wsp., 2008].

Mianem probiotykéw okre$la sie wyselekcjonowane mikroorganizmy, kiére spozyte w stanie

zywym, w odpowiednio duzej iloéci, sg zdolne przetrwaé pasaz jelitowy i wywrzeé korzystny wptyw na

zdrowie cztowieka [FAO/WHO, 2002; Wozniak-Kosek i Jarosz, 2005a]. Cze$¢ szczepow probiotycznych

stanowig drobnoustroje wyizolowane z przewoddéw pokarmowych zdrowych ludzi, inne pochodzg
z fermentowanych produktow mlecznych. Najczesciej stosowane probiotyki to bakterie fermentacii
mlekowej z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium oraz drozdze (Tabela 1.2.). Istniejg réwniez
doniesienia na temat probiotycznego potencjatu niektérych szczepdw Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Propionibacterium freudenreichii [Ouwehand i wsp., 2002; Prado i wsp., 2008],

Clostridium  botyricum, Enterococcus faecalis, Leuconostoc mesenteroides sp.dextranicum oraz
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Pediococcus acidilactici [Prado i wsp., 2008]. Jak dowodzg prowadzone badania, aktywno$c¢
probiotyczna jest specyficzna dla danego szczepu i, w obrebie tego samego gatunku, jedne szczepy
mogq wywotywa¢ okre$lony korzystny efekt w organizmie gospodarza, podczas gdy inne nie [Mattila-
Sandholm i wsp., 1999; Weichselbaum, 2009].

Prozdrowotne dziatanie  probiotykow wynika z  mozliwosci  zwykle  przejSciowe;
i odwracalnej kolonizacii jelita grubego przez te mikroorganizmy [Weichselbaum, 2009; Wozniak-Kosek
i Jarosz, 2005a], na co wptywa ich zdolno$¢ do przetrwania kontaktu z kwasem solnym w zotadku,
solami zo6tciowymi i sokiem trzustkowym oraz do adhezji do nabtonka jelita [Wozniak-Kosek i Jarosz,
2005a). W jelicie probiotyki zwiekszajg swa liczebnos¢. W wyniku fermentacji nieprzyswojonych przez
cztowieka sktadnikow pokarmowych wytwarzajg krétkotaricuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA), gtdwnie
kwas octowy, propionowy oraz mastowy, ktore w wigkszosci sq wchtaniane i stanowig zrédto energii dla
komérek gospodarza, ale takze obnizajg pH w $Swietle jelita, polepszajg absorpcje wapnia, magnezu
i Zzelaza, usprawniajg wydalanie szkodliwych produktéw fermentacii biatek i peptydéw (m.in. amoniaku
i amin). Dodatkowo probiotyki moga wydziela¢ substancje o wiasciwosciach bakteriobdjczych
(np. bakteriocyny, H20.). Probiotyki hamujg rozwdj bakterii patogennych oraz ograniczajg ich
przywieranie do nabtonka jelita [Fooks i wsp., 1999; Ng i wsp., 2009; Wells i wsp., 2008], ograniczajg
tez procesy gnilne i pobudzajg motoryke jelit [Fooks i wsp., 1999; Wozniak-Kosek i Jarosz, 2005b].
Ponadto probiotyki powodujg zwigkszenie wydzielania Sluzu w jelitach oraz wzmacniajg wtasciwosci
barierowe Sluzdwki i nabtonka jelitowego [Fooks i wsp., 1999; Ng i wsp., 2009; Wells i wsp., 2008].
Aktywujg takze uktad odpornosSciowy gospodarza, m.in. poprzez bezposrednie oddziatywania
z komorkami tkanki limfatycznej zwigzanej z btonami $luzowymi jelit [ang. gut-associated lymphoid
tissue, GALT] oraz komérkami nabtonka [Borchers i wsp., 2009; Vos i wsp., 2007; Wells i wsp., 2008],
jak rowniez za posrednictwem SCFA i innych metabolitow, np. peptydéw [Seifert i Watzl, 2008;
Vos i wsp., 2007].

Dotychczas ukazato sie wiele prac przegladowych podsumowujgcych wspotczesng wiedze
na temat potencjalnego dobroczynnego wptywu probiotykow na zdrowie cztowieka [Borchers i wsp.,
2009; Lenoir-Wijnkoop i wsp., 2007; Lovegrove i Jackson, 2000; Mattila-Sandholm i wsp., 1999; Mottet
i Michetti, 2005; Ouwehand i wsp., 2002; Rastall i wsp., 2000; Salminen i Gueimonde, 2005;
Weichselbaum, 2009; Wozniak-Kosek i Jarosz, 2005b]. Stosunkowo dobrze udokumentowana jest
efektywno$¢ niektorych szczepow probiotycznych w tagodzeniu objawdw nietolerancii laktozy, zespotu
jelita drazliwego, we wspomaganiu leczenia wrzodziejacego zapalenia jelita grubego, zapalenia btony
$luzowej zbiornika jelitowego, zapar¢, w zapobieganiu biegunce poantybiotykowej i skracaniu czasu
trwania ostrej biegunki [Mottet i Michetti, 2005; Ouwehand i wsp., 2002; Salminen i Gueimonde, 2005;
Weichselbaum, 2009; Wozniak-Kosek i Jarosz, 2005b]. Wszyscy autorzy podkre$lajg jednak
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konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan, majacych na celu weryfikacje postulowanej skutecznosci
probiotykdw zaréwno w wymienionych, jak i wielu innych przypadkach.

Poniewaz fermentacja mlekowa od wiekéw wykorzystywana byta przez ludzi do utrwalania,
polepszania jakos$ci oraz modyfikowania wiasciwosci organoleptycznych zywnosci, do niedawna
powszechne byto przekonanie o bezpieczenstwie zdrowotnym probiotykdéw. W ostatnich latach obawy
klinicystow zaczeta jednak budzi¢: mozliwos¢ przekazywania przez probiotyki genéw odpornosci na
antybiotyki mikroorganizmom chorobotwérczym [Liong, 2008; Mathur i Singh, 2005], stosowanie jako
probiotykéw bakterii z rodzajéw Streptococcus, Bacillus i Enterococcus, do ktérych nalezy wiele
gatunkow patogennych, oraz odnotowywane niekiedy przypadki izolowania szczepow probiotycznych,
takze tych przyjetych z pozywieniem, z rdznego typu zakazen, m.in. infekcji miejscowych, infekcji
krwiobiegu, bakteriemii, zapalenia wsierdzia [Boyle i wsp., 2006; Ishibashi i Yamazaki, 2001]. Wirulencja
probiotykdw jest w znacznym stopniu determinowana przez ich zdolno$¢ do adhezji na $luzéwce jelita
oraz do translokacii, czyli przenikania w gtab organizmu gospodarza przez nieprawidtowo funkcjonujacg
bariere btony $luzowej i nabtonka jelit [Boyle i wsp., 2006; Ishibashi i Yamazaki, 2001; Liong, 2008].
Nalezy jednak podkresli¢, ze wspomniane infekcje diagnozowano tylko u wczesniakéw, pacjentow
ostabionych, przewlekle chorych, z niedoborem odpornosci, po wycienczajacych kuracjach itd.. Nie
istniejg natomiast doniesienia o wystepowaniu podobnych probleméw u oséb ogdinie zdrowych
[Boyle i wsp., 2006; Ishibashi i Yamazaki, 2001; Liong, 2008].

Obok wecigz nierozstrzygnietej kwestii bezpieczenstwa zdrowotnego probiotykdw, kolejng
trudnos¢ stwarza ich stosowanie w produkcji artykutow zywno$ciowych. Ogromna ilos¢ komorek
bakteryjnych jest tracona w toku procesu technologicznego oraz podczas przechowywania w
warunkach niskiego pH. Cze$Sciowo mozna temu przeciwdziataé stosujgc rozmaite metody
mikrokapsutkowania komorek probiotykow [Anal i Singh, 2007]. Dodatkowo produkty mleczne
fermentowane z udziatem probiotykow maja, w poréwnaniu z tradycyjnymi, nieco inny smak oraz
specyficzny aromat, ktére to cechy nie zawsze sg pozadane i akceptowane przez konsumentow
[Krajewska-Kamiriska i wsp., 2007].

Biorac pod uwage powyzsze, modulacja mikroflory jelitowej za pomocg prebiotykdéw wydaje sie
by¢ mniej kontrowersyjnym, a jednoczesnie réwnie efektywnym i bardzo naturalnym rozwigzaniem,
poniewaz pierwszymi prebiotykami, ktére czlowiek przyjmuje z pokarmem juz w niemowlectwie, sg

oligosacharydy zawarte w mleku kobiecym [Coppa i wsp., 2004].

1.2. Prebiotyki
Poczatkowo prebiotyki definiowano jako ,niestrawne sktadniki pozywienia wywierajace

korzystny wptyw na organizm gospodarza poprzez selektywne stymulowanie wzrostu i/lub aktywnoSci
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bakterii jelitowych jednego lub ograniczonej liczby gatunkéw, prowadzace do polepszenia zdrowia

gospodarza” [Gibson i Roberfroid, 1995]. Aktualnie tym mianem okresla sie ,substancie, ktérych

selektywna fermentacja prowadzi do specyficznych zmian w skiadzie i/lub aktywnos$ci mikroflory

przewodu pokarmowego, oddziatujgcej korzystnie na dobre samopoczucie i zdrowie gospodarza”

[Gibson i wsp., 2004]. Prebiotyk zatem musi by¢ odporny na procesy trawienne (dziatanie kwasu
solnego w zotadku, hydrolize enzymatyczng) oraz wchtanianie zachodzace w gérnym odcinku uktadu
pokarmowego ssakow, ulega¢ fermentaciji pod wptywem mikroflory jelitowej oraz pobudza¢ wzrost i/lub
aktywnos¢ tych sposrod drobnoustrojow naturalnie zasiedlajagcych rézne rejony przewodu
pokarmowego, ktore pozytywnie oddziatujg na zdrowie i samopoczucie gospodarza (w szczegdInosci
probiotykdw z rodzajow Bifidobacterium i Lactobacillus) [Roberfroid, 2008].

Wiasciwosci prebiotyczne mogq posiada¢ niektdre peptydy, biatka i lipidy, jednak najwieksze
zainteresowanie $rodowisk naukowych oraz przemystu (m.in. spozywczego, farmaceutycznego,
kosmetycznego) zyskaty niestrawne weglowodany [Swennen i wsp., 2006]. Zgodnie z obecnym stanem
wiedzy, tylko inulina, fruktooligosacharydy, laktuloza i trans-galaktooligosacharydy spetniajg wymogi
stawiane prebiotykom [Kolida i Gobson, 2008; Gibson i wsp., 2004; Roberfroid, 2008]. Wkrotce do tej
grupy mogg zosta¢ zaliczone takze izomaltooligosacharydy, ksylooligosacharydy, glukooligosacharydy
zawierajgce w strukturze wigzania a(1—2), oligosacharydy nasion soi oraz laktosacharoza [Gibson
i wsp., 2004; Roberfroid, 2008]. Istniejg réwniez mniej liczne doniesienia na temat prebiotycznego
potencjatu oligodekstrandw, polidekstrozy, skrobi opornej i jej pochodnych, gentooligosacharyddw,
oligosacharydéw mannanéw i pektyn, N-acetylochitooligosacharyddw, alkoholi cukrowych [Roberfroid,
2007, 2008], laktozy [Szilagyi, 2002, 2004], panozy [Makelainen i wsp., 2009] oraz galaktozylosorbitolu
[Klewicki, 2010].

Mechanizmy, za posrednictwem ktorych prebiotyki wywierajg pozadany wpltyw na organizm
konsumenta, nie zostaty dotad w petni poznane [Seifert i Watzl, 2008; Vos i wsp., 2007]. Z jednej strony
prebiotyki, indukujac zmiany w sktadzie i/lub aktywnosci metabolicznej bakterii komensalnych naturalnie
bytujgcych w uktadzie trawiennym (m.in. zwiekszenie populacji gatunkéw z rodzajéow Lactobacillus
i Bifidobacterium, intensyfikacja produkcji i modyfikacja profilu SCFA), uruchamiajg szereg interakcji
mikroflora-gospodarz, opisanych w poprzednim podrozdziale. Z drugiej, ich funkcjonowanie moze by¢
niezalezne od efektu prebiotycznego. Przypuszcza sie, ze prebiotyki jak rowniez inne oligosacharydy,
sq czesciowo absorbowane w przewodzie pokarmowym w niezmienionej postaci, co moze prowadzi¢
do ich bezposredniego kontaktu, miejscowego oraz ogélnoustrojowego, z komdrkami uktadu
odpornosciowego organizmu i wywotywac efekt immunomodulacyjny [Seifert i Watzl, 2008; Vos i wsp.,
2007]. Zgodne z tg hipotezg sq rezultaty badan, w ktérych in vitro analizowano transport przez nabfonek

oraz odpowiedz immunologiczng indukowang m.in. przez kwasne oligosacharydy mleka kobiecego

14



lub  mieszanine  krétkotaicuchowych  B-galaktooligosacharydow i dtugotancuchowych
B-fruktooligosacharydéw (9:1), dobranych tak, by pod wzgledem profilu mas czasteczkowych
przypominaty frakcje neutralnych oligosacharydow mleka kobiecego [Eiwegger i wsp., 2010].

Prebiotyki, nie tylko ze wzgledu na dziatanie prozdrowotne, ale rowniez z przyczyn
technologicznych stanowig cenny dodatek do Zzywno$ci oraz odzywek dla niemowlgt [Crittenden
i Playne, 1996; Fanaro i wsp., 2005; Franck, 2008; Vandenplas, 2008; Wang, 2009]. Ponadto, ich
bezpieczenstwo zdrowotne nie budzi zastrzezeh [Pascal, 2008]. Prebiotyczne oligosacharydy sg
substancjami dobrze rozpuszczalnymi w wodzie. Odznaczajg sie czystym, neutralnym zapachem
i smakiem, co razem z niskq stodko$cig (wyjatkiem jest laktuloza wykazujaca 60-80% stodkoSci
sacharozy [Schumann, 2002]) sprawia, ze stanowig znakomity wypetniacz réznorodnych produktdw,
a w potaczeniu z silnie stodzacymi substancjami takze substytut cukru. Oligosacharydy dobrze
harmonizujg z delikatnymi aromatami zywno$ci, czesto wzmacniajg aromaty owocowe [Franck, 2008].
Podobnie jak inne sacharydy, wykazujg dziatanie krioprotekcyjne, zatrzymujg wilgo¢ w produktach,
przeciwdziatajgc ich wysychaniu, oraz zapobiegajg zanieczyszczeniom mikrobiologicznym poprzez
obnizanie aktywnosci wody w zywnosci [Crittenden i Playne, 1996; Franck, 2008]. Z kolei inulina, dzigki
niskiej rozpuszczalnosci w wodzie, znajduje dodatkowo zastosowanie jako zamiennik tuszczu,
stabilizator pian i emulsji, a takze, w odpowiednio wysokim stezeniu, czynnik Zelujacy dziatajacy
synergistycznie z innymi substancjami tworzacymi Zele [Franck, 2008]. Inulina oraz prebiotyczne
oligosacharydy znaczaco poprawiajg wiasciwosci organoleptyczne zywnosci. Poniewaz prebiotyki nie
ulegajq trawieniu ani wchfanianiu w gérnej czesci ukfadu pokarmowego, a ich warto$¢ energetyczna
wynosi okofo 2 kcallg [Franck, 2008], mogg wchodzi¢ w sktad produktéw o obnizonej kalorycznosci,
pomocnych w walce z nadwagg i otytoScig. Prebiotyki zachowujg stabilno$¢ podczas procesu
produkcyjnego, a ich stosowanie nie sprawia trudno$ci technologicznych. Moga takze by¢ dodawane do
znacznie szerszej, w porownaniu z probiotykami, gamy produktow, na przyktad: artykutow mleczarskich,
mrozonych deserow, przetworéw owocowych, cukierkow, czekolady, ciast i ciastek, pieczywa, ptatkow
i przekasek zbozowych, margaryn, gotowych sosow i dresingdw, a takze wedlin i pasztetow [Franck,
2008]. Niekiedy mozliwe jest rowniez taczne stosowanie pre- i probiotykdw. Artykuty tego typu noszg
nazwe synbiotykow [Gibson i Roberfroid, 1995]. W takich uktadach prebiotyki zwiekszajg przezywalno$¢
probiotykdw w procesie technologicznym i podczas wedrowki przez przewdd pokarmowy konsumenta,
oraz utatwiajg zasiedlenie przez probiotyki jelita grubego [Rastall i wsp., 2000].

Odkad w 2006 roku w krajach Unii Europejskiej zakazano stosowania antybiotykéw w celu
stymulowania wzrostu zwierzat hodowlanych, prebiotyki wraz z probiotykami zyskaty zainteresowanie
jako ich potencjalne zamienniki. W rezultacie pre- i/lub probiotyki coraz czesciej stanowig dodatki do

pasz dla drobiu, trzody chlewnej i mtodego bydta, majace polepszy¢ przyswajalno$¢ pokarmu,
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zwiekszyC przyrost masy zwierzat i wzmocni¢ naturalne mechanizmy obrony przed patogenami,
a w przypadku karm dla psow, kotow i koni- poprawia¢ ogoiny stan zdrowia i zapobiega¢ chorobom

[Gaggia i wsp., 2010; Van Loo i Vancraeynest, 2008].

1.2.1. trans-Galaktooligosacharydy

trans-Galaktooligosacharydy (tGOS) stanowig mieszanine oligosacharydéw o stopniu
polimeryzaciji (DP) od 2 do 8, przy czym $rednia warto$¢ DP wynosi 3 [Franck, 2008]. Zbudowane sg
z laktozowego rdzenia, do ktdrego od strony nieredukujacej za posrednictwem wigzania B(1—06),
B(1—3) lub B(1—4) przytaczona zostata co najmniej jedna podjednostka galaktozy. W duzym
uproszczeniu ich strukture mozna przedstawic jako (Gal)«—Gal-p(1—4)-Glc [Franck, 2008; Roberfroid,
2008]. tGOS znajdujg zastosowanie gtéwnie jako dodatek do zywnosci funkcjonalnej lub preparatéw do
zywienia niemowlat. W skali przemystowej produkowane sg z laktozy w reakcji transglikozylacji
katalizowanej przez (-galaktozydazy [Crittenden i Playne, 1996]. Wydajno$¢ syntezy oraz struktura
chemiczna uzyskiwanych produktow zalezg od stosowanego enzymu, stezenia laktozy w medium
reakcyjnym oraz warunkow reakcji [Franck, 2008]. Wydajnos¢ produktu uzyskiwana w tym procesie jest
stosunkowo niska [Swennen i wsp., 2006], dlatego wcigz poszukuje sie [-galaktozydaz, ktore

prowadzityby synteze bardziej efektywnie.

1.2.2. Laktuloza

Laktuloza (4-O-B-D-galaktopiranozylo-D-fruktofuranoza) jest disacharydem niespotykanym w
naturze. Ze wzgledu na unikalne wtasciwosci, otrzymuje sie jg w ilosciach przemystowych w reakcji
transformaciji Lobry de Buryn — Alberda van Ekenstein, podczas ktérej w czasteczce laktozy przy
udziale alkalicznego katalizatora nastepuje izomeryzacja podjednostki glukozy do fruktozy [Aider i de
Halleux, 2007]. Proces przebiega w podwyzszonej temperaturze (70-100°C). Jako katalizatory
zastosowanie znajduja: wodorotlenki sodu, potasu, wapnia lub baru, tlenek magnezu, weglan sodu lub
potasu, fosforany, siarczany (IV) oraz aminy trzeciorzedowe, ale dopiero dodatek boranéw lub glinianow
powoduje zwigkszenie wydajnosci przemiany do okoto 80% [Aider i de Halleux, 2007; Schuster-Wolff-
Blhring i wsp., 2010]. Borany i gliniany w Srodowisku alkalicznym tworzg z laktulozg nierozpuszczalne
kompleksy, co skutkuje przesunigciem réwnowagi izomeryzacji na korzy$¢ produktu oraz zapobiega
degradaciji laktulozy w reakcjach ubocznych [Schuster-Wolff-Blhring i wsp., 2010]. Niedogodnosci tego
procesu wynikajag z konieczno$ci stosowania duzych iloSci katalizatorow oraz substancii
kompleksujacych, jak réwniez z trudnosci z ich oddzielaniem od produktu [Zokaee i wsp., 2002].

Latwo$¢ separacji jest natomiast jedng z zalet katalizatordw heterogenicznych, takich jak zeolity,
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sepiolity, skorupy jaj [Montilla i wsp., 2005] lub muszle ostryg [Paseephol i wsp., 2008], ktore jednak nie
znalazly szerokiego praktycznego zastosowania [Schuster-Wolff-Blihring i wsp., 2010].

Niezwykle interesujacq alternatywe dla metod polegajacych na dodawaniu zasadowego
katalizatora do $rodowiska reakcji stanowi generowanie warunkéw alkalicznych in situ. Osigga sie to
albo w wyniku cyrkulacji roztworu substratu przez zloze jonowymienne, uwalniajgce aniony
wodorotlenowe, albo za sprawg dysocjacji elektrolitycznej wody na jony wodorotlenowy i hydroniowy
pod wptywem przyktadanego napiecia [Schuster-Wolff-Bihring i wsp., 2010]. Wymienione technologie
wcigz znajdujq sie w fazie badan.

Laktuloza moze byC rowniez wytwarzana w reakcji laktozy z amoniakiem lub aminami
[-rzedowymi (tzw. przegrupowanie Amadori), potaczonej z hydrolizg powstajacego kompleksu. Metoda
ta nie zyskata jednak zwolennikdw [Aider i de Halleux, 2007].

Coraz wigksze zainteresowanie zdobywa natomiast enzymatyczna synteza laktulozy
wykorzystujaca aktywno$¢ transglikozylacyjng B-galaktozydaz [Olano i Corzo, 2009; Schumann, 2002;
Schuster-Wolff-Bihring i wsp., 2010]. Reakcja polega na przeniesieniu przez enzym reszty
galaktozylowej z czasteczki laktozy na fruktoze. Przydatno$¢ w tym procesie potwierdzono m.in. dla
[-galaktozydazy z Escherichia coli [Ajisaka i wsp., 1988], Kluyveromyces lactis [Lee i wsp., 2004],
Aspergillus niger, Pyrococcus furiosus [Mayer i wsp., 2004], Sulfolobus solfataricus [Kim i wsp., 2006]
oraz Sulfolobus acidocaldarius [Timoharju i wsp., 2009]. Synteza enzymatyczna, w pordéwnaniu
z chemiczng, jest mniej wydajng metoda otrzymywania laktulozy. Najwyzszy stopien konwersji substratu
(laktozy), jaki uzyskano w jej wyniku, wynosit 44% [Mayer i wsp., 2004; Schuster-Wolff-Bihring i wsp.,
2010]. Z drugiej strony, ogromnymi zaletami tego rozwigzania sg mniejsza ucigzliwos¢ dla srodowiska
naturalnego oraz to, ze powstajace w jego trakcie produkty uboczne, takie jak glukoza, galaktoza,
tGOS, izomery laktulozy, jak réwniez pozostatosci substratdw, nie sg niebezpieczne dla zdrowia
konsumentéw. Co wiecej, w razie zastosowania immobilizowanego enzymu mozliwe jest kilkakrotne
wykorzystanie jednej porcji biokatalizatora w odrebnych szarzach produkcyjnych lub prowadzenie
procesu w sposob ciggty.

Omawiany disacharyd w niewielkich iloSciach powstaje takze na skutek izomeryzaciji laktozy
zachodzacej podczas termicznej obrébki mleka [Olano i Corzo, 2009; Schumann, 2002; Schuster-Wolff-
Buhring i wsp., 2010]. Zawarto$¢ laktulozy moze by¢ zatem wykorzystywana jako parametr Swiadczacy
o iloci i przebiegu operaciji termicznych, ktérym poddano mleko [Olano i Corzo, 2009].

Laktuloza, zgodnie z klasyfikacjg World Health Organization, jest lekiem dziatajacym tagodnie
przeczyszczajaco, stosowanym gtéwnie w terapii przewlektych zapar¢ [Schumann, 2002; Schuster-
Wolff-Biihring i wsp., 2010]. Potencjat leczniczy laktulozy wynika z jej aktywno$ci prebiotyczne;.

Produkty fermentacji tego disacharydu, krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe, zwigkszajq cisnienie

17



osmotyczne w jelicie oraz ograniczajg absorpcje wody z treSci pokarmowej, powodujac rozluznienie
stolca. Wspomagajg ponadto leczenie encefalopatii watrobowej, poniewaz dzieki zakwaszaniu tresci
jelita, przeksztatcajg amoniak w kation amonowy, ktéry jest z tatwoscig wydalany z organizmu
[Schumann, 2002; Schuster-Wolff-Blhring i wsp., 2010]. W mniejszych dawkach laktuloza mogtaby by¢
dodawana do artykutdw zywnosSciowych jako skfadnik funkcjonalny [Olano i Corzo, 2009], jednak
pomimo dziatania prebiotycznego, korzystnych wiasciwosci technologicznych oraz bezpieczenstwa
zdrowotnego, tylko w Japonii zostata dopuszczona do stosowania w zywnosci. W Europie mozliwos¢
nadania laktulozie statusu dodatku do zywno$ci jest wcigz rozpatrywana [Schumann, 2002; Schuster-
Wolff-Biihring i wsp., 2010].

2. Enzymatyczna synteza oligosacharydow
2.1.Wstep

Obecnie oligosacharydy najcze$ciej izoluje sie bezposrednio z surowcow naturalnych
(na przyktad: sacharoza z burakéw cukrowych, laktoza z mleka krowiego, oligosacharydy z nasion soi,
inulina z korzeni cykorii itd.) lub otrzymuje w wyniku chemicznej, badz enzymatycznej hydrolizy
naturainych  polisacharydéw (glukoza, maltoza, maltooligosacharydy, dekstryny ze skrobi,
fruktooligosacharydy z inuliny, N-acetylochitooligosacharydy z chityny itd.) [Olesienkiewicz i Grajek,
2005]. Sposoby te zawodzg jednak w przypadku oligosacharydéw, ktérych zawarto$¢ w surowcu jest
niska, a proces pozyskiwania bardzo skomplikowany lub nieoptacalny, ewentualnie surowiec jest trudno
albo wrecz niedostepny.

Rozwigzaniem wartym uwagi, szczegélnie w odniesieniu do bardzo specyficznych lub
niespotykanych w przyrodzie oligosacharydow i ich pochodnych, jest synteza organiczna. Niestety,
pomimo niewatpliwego postepu, jaki dokonat sie w tej dziedzinie na przestrzeni ostatnich lat [Bartolozzi
i Seeberger, 2001; Oscarson, 2009], wcigz pozostaje ona procesem ztozonym, obejmujacym sekwencje
etapow protekcji i deprotekcji grup hydroksylowych sacharydow, aktywacji wegla anomerycznego,
izolacji i oczyszczania produktéw posrednich oraz produktu finalnego, wymagajacym niejednokrotnie
stosowania wyszukanych strategii syntetycznych w celu uzyskania/zachowania pozadanej konformacii
powstajgcych wigzan [Oscarson, 2009]. Podejscie to jest wiec czasochtonne, kosztowne i czesto mato
wydajne [Crout i Vic, 1998; Toone i wsp., 1989].

Otrzymywanie oligosacharydéw katalizowane enzymatycznie umozliwia w duzym stopniu
kontrolowanie regio- oraz stereoselektywnos$ci reakciji [Crout i Vic, 1998; Daines i wsp., 2004; Murata
i Usui, 2006; Palcic, 1999; Toone i wsp., 1989; Watt i wsp., 1997]. Synteza enzymatyczna, w
pordwnaniu z chemiczng, jest postepowaniem znacznie mniej skomplikowanym, czesto

jednoetapowym, przebiegajacym w tagodniejszych warunkach, niewymagajacym wysokiej czystosci
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substratow i biokatalizatoréw, fatwym do realizacji w skali przemystowej i mniej ucigzliwym dla
Srodowiska [Palcic, 1999; Toone i wsp., 1989]. Co wiecej, w ostatnich latach metodami inzynierii
genetycznej zmieniono specyficzno$¢ wielu enzymoéw wzgledem substratu ilub katalizowanej reakcji
oraz polepszono ich witasciwosci, a nawet uzyskano szereg nowych biokatalizatoréw [Daines i wsp.,
2004; Hult i Berglund, 2003; Kittl i Withers, 2010; Wang i Huang, 2009; Williams i wsp., 2008].
Dodatkowe korzysci, takie jak prowadzenie procesu w sposob ciggly lub wielokrotne wykorzystanie
jednej porcii biokatalizatora, przynosi stosowanie enzymu immobilizowanego [Guisan, 2006].

Interesujgcym  wariantem  enzymatycznej glikozylacji jest mikrobiologiczna  synteza
oligosacharydow, w ktdrej udziat biorg zaréwno szczepy dzikie, jak i modyfikowane genetycznie
[Prapulla i wsp., 2000; Ruffing i Chen, 2006]. W reakcje tq zaangazowana moze by¢ aktywnos$¢ tylko
jednego, czesto rekombinantowego, enzymu obecnego w komorce lub cata ,maszyneria metaboliczna”
danego mikroorganizmu.

Procedurg taczacq zalety zarbwno chemicznej, jak i enzymatycznej syntezy glikozyddw
i oligosacharydow, pozwalajacg uzyskac bardzo ztozone struktury, zawierajace wiele réznorodnych grup
funkcjonalnych, jest synteza chemoenzymatyczna. Enzymy czesto stuzg do otrzymywania
glikozylowanych produktéw posrednich, ktore na dalszych etapach poddawane sg chemicznym
modyfikacjom. Pozwala to wyeliminowa¢ niektére etapy syntezy chemicznej i znaczaco skroci¢ czas
catego procesu [Akita i wsp., 1999; Vic i wsp., 1996].

Enzymy stanowig zatem znakomite narzedzia do syntezy niejednokrotnie bardzo specyficznych

i Ztozonych glikozydow oraz oligosacharydow.

2.2. Enzymy katalizujgce tworzenie wigzan glikozydowych in vitro
Enzymatyczna synteza wigzan glikozydowych in vitro moze odbywac sie za posrednictwem
transferaz glikozylowych lub hydrolaz glikozydowych. Do drugiej z wymienionych klas nalezg kolejne

dwa rodzaje katalizatoréw przydatnych w tym procesie: transglikozydazy i glikosyntazy (Rysunek 2.1.).

2.2.1. Transferazy glikozylowe

Transferazy glikozylowe (EC 2.4.x.y), inaczej glikozylotransferazy, katalizujg tworzenie wigzan
glikozydowych in vivo [Plou i wsp., 2007; Watt i wsp., 1997]. Enzymy te najcze$ciej zwigzane sg
z membranami retikulum endoplazmatycznego i aparatu Golgiego. Ich rola polega gtéwnie na post-
translacyjnej modyfikacji peptydéw i biatek [Olesienkiewicz i Grajek, 2005].

Ze wzgledu na rodzaj wykorzystywanego donora reszty glikozylowej, wyrdznia si¢ dwa rodzaje
glikozylotransferaz: transferazy glikozylowe typu Leloira (ang. Leloir-type glycosyltransferases)

i transferazy glikozylowe inne niz typu Leloir'a (ang. non-Leloir glycosyltransferases) [Plou i wsp., 2007;
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Weijers i wsp., 2008; Williams, 2010]. Transferazy typu Leloira katalizujg przeniesienie reszty
glikozylowej ze specyficznego, aktywowanego donora, bedacego cukrowg pochodng mono- lub
difosforanu nukleotydu (u ssakow sg to: UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-Xyl,
UDP-GIcA, GDP-Man, GDP-Fuc i CMP-NeuAc), na odpowiedni akceptor. Enzymy z drugiej grupy
rozpoznajg donory takie jak mono- lub difosforany sacharydéw oraz glikozylowane mono- lub
difosforany izoprenoidowe [Watt i wsp., 1997; Williams, 2010]. Akceptor reszty glikozylowej w obu
przypadkach stanowi¢ moze grupa hydroksylowa lub aminowa weglowodanu, pochodnej weglowodanu,
polipeptydu, biatka, kwasu nukleinowego lub lipidu [Olesienkiewicz i Grajek, 2005; Weijers i wsp., 2008].
Glikozylotransferazy wykazujg wysoka specyficzno$¢ wzgledem katalizowanej reakcji- dana transferaza
in vivo katalizuje regio- i stereoselektywnie tworzenie wigzania glikozydowego tylko jednego rodzaju
[Plou i wsp, 2007]. Transfer reszty glikozylowej moze przebiega¢ z zachowaniem lub odwrdceniem
konfiguracji wegla anomerycznego uczestniczacego w nowym wigzaniu wzgledem substratu (donora),
dlatego rozroznia sie odpowiednio transferazy glikozylowe retencyjne i inwertujace [Weijers i wsp.,
2008; Williams, 2010]. Mechanizm dziatania glikozylotransferaz inwertujgcych jest analogiczny do
mechanizmu inwertujacych hydrolaz glikozydowych, natomiast kataliza prowadzona przez retencyjne
transferazy glikozylowe nie zostata dotad w petni wyjasniona [Weijers i wsp., 2008; Kittl i Withers, 2010].

Do syntezy oligosacharydow in vitro stuzg gtownie glikozylotransferazy typu Leloir'a, ktore w
tych warunkach tolerujg szerszg game akceptordw, niz w naturze [Weijers i wsp., 2008]. Do niedawna
transferazy glikozylowe nie cieszyly sie popularnoscig ze wzgledu na ich ograniczong dostepnosc,
niewielkq stabilno$¢ oraz wymagania co do kosztownych donoréw reszt cukrowych [Bucke, 1996; Crout
i Vic, 1998; Olesienkiewicz i Grajek, 2005; Watt i wsp., 1997]. Dostepnos$¢ tych enzymow wcigz
pozostaje sporym problemem (tylko 10 handlowych preparatéw transferaz glikozylowych [Weijers
i wsp., 2008]) pomimo tego, ze zidentyfikowano wiele nowych glikozylotransferaz [CAZy Database,
2010; Weijers i wsp., 2008], jak rowniez metodami inzynierii genetycznej uzyskano enzymy
0 polepszonych wtasciwosciach [Hancock i wsp., 2006; Luzhetskyy i Bechthold, 2008; Williams i wsp.,
2008]. Z drugiej strony, wszystkich dziewie¢ donordw reszt glikozylowych spotykanych u ssakéw jest
dostepnych komercyjnie w coraz atrakcyjniejszych cenach hurtowych. Zaproponowano tez metody ich
enzymatycznej regeneracji sprzezonej z syntezq sacharyddéw katalizowang przez transferazy
glikozylowe. Regeneracja donoréw zapobiega dodatkowo inhibicji glikozylotransferaz przez uwalniane w
trakcie reakcji fosforany nukleozydéw [Murata i Usui, 2006; Olesienkiewicz i Grajek, 2005; Weijers
i wsp., 2008]. Btyskotliwym ulepszeniem tego systemu, pozwalajagcym zasadniczo zredukowac koszty
syntezy, jest wprowadzenie go metodami inzynierii genetycznej do wnetrza komdrki mikroorganizmu
[Blanchard i Thorson, 2006; Luzhetskyy i Bechthold, 2008; Ruffing i Chen, 2006]. W wielu przypadkach

mozliwe jest rowniez wykorzystanie naturalnej ,maszynerii” enzymatycznej drobnoustroju do resyntezy
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aktywowanych donoréw [Murata i Usui, 2006; Ruffing i Chen, 2006]. Nie dziwi zatem, ze rosnie liczba
doniesien literaturowych na temat wykorzystania transferaz glikozylowych w syntezie specyficznych
oligosacharydow i glikokoniugatow [na przyktad: Koeller i Wong, 2000; Luzhetskyy i wsp., 2008; Murata
i Usui, 2006; Palcic, 1999; Qian i wsp., 2002].

2.2.2. Hydrolazy glikozydowe

Hydrolazy glikozydowe (EC 3.2.x.y), inaczej glikozydazy, sg enzymami szeroko
rozpowszechnionymi w naturze. Wystepujg w komdrkach mikroorganizméw, tkankach roslinnych
i zwierzecych [Scigelova i wsp., 1999]. Podstawowg reakcjq katalizowang przez te enzymy jest
rozszczepienie wigzania glikozydowego zachodzace przy udziale wody. Podobnie jak w przypadku
transferaz glikozylowych, glikozydazy podzieli¢ mozna na enzymy inwertujgce i retencyjne [Rye
i Withers, 2000; Withers, 2001; Withers i Williams, 2010]. W wyniku hydrolizy wigzania glikozydowego
enzymy inwertujace uwalniajg produkt o odwrotnej w stosunku do substratu konformacji wegla
anomerycznego, natomiast retencyjne produkt o konformacji niezmienionej. U wigkszosci glikozydaz w
reakcje zaangazowane sg tancuchy boczne pary aminokwaséw karboksylowych (kwasu glutaminowego
ilub kwasu asparaginowego), obecnych w centrum katalitycznym [Moracci i wsp., 2001; Withers
i Williams, 2010]. Rozszczepienie wigzania glikozydowego katalizowane przez hydrolazy inwertujace
jest reakcjg jednoetapowg, polegajacg na bezposrednim zastgpieniu grupy odchodzace] czasteczky
wody, przy czym jedna z reszt karboksylowych kieszeni katalitycznej dziata jako kwas- donor protonu,
a druga jako zasada- akceptor protonu (Rysunek 2.2.A.). Reakcja katalizowana przez glikozydazy
retencyjne przebiega dwuetapowo. W tym przypadku jedna z reszt karboksylowych centrum aktywnego
enzymu pei funkcje kwasu/zasady, a druga nukleofila. W pierwszej fazie, na skutek jednoczesnego
dziatania kwasu oraz nukleofila, odszczepieniu ulega grupa odchodzaca oraz utworzony zostaje produkt
posredni- ester glikozylowy. W drugim etapie czasteczka wody, cze$ciowo zdeprotonowana w wyniku
dziatania natadowanej ujemnie reszty karboksylowej (zasady), atakuje wegiel anomeryczny i przerywa
wigzanie estrowe (Rysunek 2.2.B.). Je$li w bliskim otoczeniu reaktywnego produktu posredniego
znajdzie sie inny, niz woda, akceptor reszty glikozydowej, enzym retencyjny zsyntetyzuje nowe wigzanie
glikozydowe [Moracci i wsp. 2001; Withers i Williams, 2010]. Nalezy tez nadmieni¢, Zze opisano
hydrolazy glikozydowe, ktorych mechanizm dziatania odbiega a nawet zasadniczo rézni sie od
przedstawionego [Rye i Withers, 2000; Withers i Williams, 2010].

W odpowiednich warunkach retencyjne glikozydazy wykazujg zdolno$¢ do syntetyzowania
nowych wigzan glikozydowych, przy czym egzoglikozydazy przytaczajg do odpowiedniego akceptora
reszte monosacharydu [Buchowiecka i Bielecki, 2000b], a endoglikozydazy fragmenty cukrowe o

réznym stopniu polimeryzacji [Buchowiecka i Bielecki, 2000a; Faijes i Planas, 2007]. Proces ten moze
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przebiega¢ w dwojaki sposob: na drodze odwrotnej hydrolizy lub transglikozylacji [Olesienkiewicz

i Grajek, 2005; Plou i wsp., 2007; Watt i wsp., 1997]. Odwrotna hydroliza jest procesem kontrolowanym

termodynamicznie tzn. zachodzacym do chwili osiggniecia rownowagi. Réwnowaga hydrolizy/syntezy, w
celu jej przesunigcia w kierunku tworzenia wigzan glikozydowych, mozna sterowac poprzez obnizenie
aktywnosci wody w srodowisku, ktore osigga sie najczeSciej dzieki stosowaniu wysokich stezen
substratéw i/lub dodaniu do medium reakcyjnego rozpuszczalnika organicznego, a takze poprzez
usuwanie produktéw reakcji [Crout i Vic, 1998; Olesienkiewicz i Grajek, 2005; Plou i wsp., 2007].
Przyktadowo, tg metodg z monosacharydow lub mieszaniny monosacharydow i alkoholi otrzymuje sie
odpowiednio disacharydy oraz glikozydy, przy czym osiggane wydajno$ci zwykle wynoszg okoto 20%

[Plou i wsp., 2007]. Transglikozylacia jest procesem kontrolowanym kinetycznie, polegajacym na

enzymatycznym przeniesieniu reszty cukrowej z substratu (di-, oligo-, polisacharydu lub pochodnej
cukru) na akceptor posiadajacy wolng grupe hydroksylowa, ale inny niz woda. W tym kontek$cie
hydrolize mozna uwazac za szczegolny przypadek reakcji transglikozylacji. Transglikozylacji sprzyjajq te
same czynniki, co reakcji odwrotnej hydrolizy. W tym przypadku wazne jest réwniez kontrolowanie
przebiegu reakcji, bowiem w miare ubywania substratu i wzrostu stezenia produktu/produktéw do
maksymalnego poziomu, hydroliza produktéw moze przewaza¢ nad syntezg i prowadzi¢ do obnizenia
wydajnosci reakciji [Olesienkiewicz i Grajek, 2005]. Typowe wydajnosci uzyskiwane tg metoda siegajq
okoto 40% [Plou i wsp., 2007].

W  przeciwienstwie do  glikozylotransferaz, hydrolazy glikozydowe nie wymagajg
skomplikowanych, aktywowanych donoréw reszt glikozylowych, sg stabilne i szeroko dostepne w
handlu w postaci preparatow réznigcych sie specyficzno$cia, wtasciwosciami oraz stopniem czystosci
[Bucke, 1996; Olesienkiewicz i Grajek, 2005]. Nowe glikozydazy sq tez stale identyfikowane [CAZy
Database, 2010], klonowane oraz ulepszane metodami inzynierii genetycznej [Hancock i wsp., 2006].
Synteza katalizowana przez hydrolazy nie przebiega jednak tak stereo- i regioselektywnie, jak w
przypadku transferaz glikozylowych. W jej wyniku powstaje najcze$ciej mieszanina produktow
zroznicowana pod wzgledem konfiguracji wigzan i stopnia polimeryzaciji [Olesienkiewicz i Grajek, 2005;
Palcic, 1999; Plou i wsp., 2007; Scigelova i wsp., 1999].

2.2.2.1. Wptyw wybranych czynnikéw na reakcje odwrotnej hydrolizy i transglikozylacii

Jak zasygnalizowano wczes$niej, tylko retencyjne glikozydazy i tylko w okreslonych warunkach
wykazujq zdolno$¢ do katalizowania odwrotnej hydrolizy ilub transglikozylacji. O stereo-
i regioselektywnosci oraz wydajno$ci obu reakcji decyduje przede wszystkim odpowiedni dobér enzymu

i jego dawki, stezenie substratéw i aktywnos$¢ wody w $rodowisku reakcji, pH oraz temperatura procesu
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[Olesienkiewicz i Grajek, 2005]. Na przebieg reakcji transglikozylacji wptywa ponadto struktura donora
i akceptora reszty glikozylowej [Olesienkiewicz i Grajek, 2005].

Zrédto enzymu ma podstawowe znaczenie dla syntezy potaczen glikozydowych. Od niego zalezy,
czy i w jakich warunkach dany enzym wykazuje zdolno$¢ katalizowania reakcji odwrotnej hydrolizy lub
transglikozylacji. Jednym z nielicznych przyktadow enzymu katalizujgcego obie reakcje jest
B-glukozydaza z migdatow. W wyniku odwrotnej hydrolizy enzym ten wytwarzat glukooligosacharydy
[Ravet i wsp., 1993] oraz réznorodne alkilo- i arylo-B-glukozydy [Vic i wsp., 1995]. Natomiast w reakcji
transglikozylacji z p-nitrofenylo-p-D-glukopiranozydu oraz migdzy innymi 3-metylo-2-buten-1-olu,
2-metylo-2-propen-1-olu i 2-benzoksy-1,3-diolu syntetyzowat B-glukozydy, ktére nastepnie poddano
przeksztatceniom chemicznym, prowadzacym do otrzymania trzech réznych cyjanoglukozydow [Akita
i wsp., 1999]. Pochodzenie enzymu determinuje takze regioselektywnos¢ transferu oraz stopien
polimeryzacji otrzymywanych sacharydéw. Dobrze obrazuje to przyktad syntezy tGOS z zastosowaniem
[-galaktozydaz z r6znych zrodet. W zalezno$ci od pochodzenia aktywno$¢ specyficzna danego enzymu
moze waha¢ sie od 0,5 U/mg w przypadku -galaktozydazy z Geobacillus stearothermophilus do ponad
500 U/mg dla enzyméw z Bifidobacterium adolescentis, B. infantis oraz Alicyclobacillus acidocaldarius,
a produktywno$¢ procesu zmienia¢ si¢ od 0,4 do 24 g/dm3/godz odpowiednio dla p-galaktozydazy
z Geobacillus stearothermophilus i Aspergillus oryzae [Park i Oh, 2010]. Podczas transformaciji laktozy
do galaktozydéw prowadzonej przy udziale B-galaktozydaz powstajq gtéwnie wigzania 3(1—6) oraz
rzadziej B(1—3)- glikozydowe [Mahoney, 1998]. Przemystowe preparaty [-galaktozydaz
z Kluyveromyces lactis (Lactozym 3000 L HP G) i Aspergillus aculeatus (Pectinex Ultra SP-L,
Novozymes) poréwnano pod katem charakteru syntetyzowanych wigzan i stopnia polimeryzacii
produktéw [Cordelle-Cobas i wsp., 2009]. Pomimo Ze obydwa enzymy tworzyly gtdwnie wigzania
B(1—6), otrzymane mieszaniny tGOS roznity sie zawartoscig poszczegoinych sacharydéw (na przyktad
Laktozym syntetyzowat wyraznie wiecej allolaktozy (galaktozylo-B(1—6)-glukozy) niz Pectinex, ale
mniej B(1—6)-galaktobiozy) oraz sktadem (galaktozylo-p(1—4)-laktoze zidentyfikowano jedynie wsrdd
produktéw Pectinexu). Gtownym produktem konwersji laktozy katalizowanej przez immobilizowang
B-galaktozydaze z Aspergillus niger [Prenosil i wsp., 1987] oraz wolny enzym z Kluyveromyces fragilis
byly trisacharydy, podczas gdy za posrednictwem [-galaktozydaz z Aspergillus oryzae i Bacillus
circulans uzyskano tez znaczng ilos¢ tetra- oraz pentasacharydéw [Bonn i wsp., 2000]. Z drugiej strony,
w przypadku syntezy disacharydéw prowadzonej za pomocq [-galaktozydazy z E. coli oraz z A. oryzae
na drodze odwrotnej hydrolizy nie stwierdzono wptywu pochodzenia enzymu i jego formy (enzym wolny
lub immobilizowany) na wydajno$¢ i regioselektywno$¢ przemiany: z D-galaktozy i D-glukozy otrzymano

mieszaning [B-D-galaktozylo-D-glukozyddw potaczonych wigzaniami (1—2), (1—3), (1—4) oraz
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(1—6), natomiast z D-galaktozy i 2-acetamido-2-deoksy-D-glukozy uzyskano (1—4) oraz (1—6) B-D-
galaktozylo-2-acetamido-2-deoksy-D-glukoze. W przypadku obu biotransformacji synteza izomeru
B(1—6) wyraznie dominowata [Ajisaka i wsp., 1988].

W reakcji odwrotnej hydrolizy wysokie stezenie substratow w mieszaninie reakcyjnej faworyzuje
tworzenie potaczen glikozydowych, natomiast dla reakciji transglikozylacji bardzo istotny jest rowniez
stosunek stezen donora i akceptora [Olesienkiewicz i Grajek, 2005). W tym przypadku stezenie
akceptora powinno by¢ wyzsze, niz donora, aby zminimalizowa¢ prawdopodobienstwo transferu reszty
glikozylowej z jednej czasteczki donora na drugg. Przyktadowo, wydajnos¢ syntezy galaktozyloksylozy
prowadzonej przy udziale -galaktozydazy z Aspergillus oryzae wzrosta z 16 do 21%, gdy stosunek
molowy stezer akceptora i donora (odpowiednio ksyloza i o-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd)
zwigkszono z 10 do 54 [Giacomini i wsp., 2002]. Wzrost stezenia substratow powyzej 0,16 i 1,0 M
odpowiednio dla donora (p-nitrofenylo-f3-D-galaktopiranozyd) i akceptora (N-acetyloglukozamina) reszty
glikozylowej, przy zachowaniu ich statego stosunku molowego, nie poprawiat wydajno$ci produkcii
N-acetylolaktozaminy katalizowanej przez immobilizowang [3-galaktozydaze z Bacillus circulans
[Hernaiz i Crout, 2000]. Podczas enzymatycznej produkcji tGOS za pomocg [-galaktozydazy z
Kluyveromyces lactis zwiekszenie poczatkowej zawartoSci laktozy w medium reakcyjnym z 0,64 M do
1,17 M podwajato uzysk galaktooligosacharydéw [Chockchaisawasdee i wsp., 2005]. Z kolei w reakc;i
odwrotnej hydrolizy prowadzonej w $rodowisku acetonitryl/woda 3-glukozydaza z migdata produkowata
2-hydroksybenzylo-f3-D-glukopiranozyd z prawie trzy- i pieciokrotnie wiekszg wydajnoscia, gdy stezenie
alkoholu 2-hydroksybenzylowego zwigkszono z 0,3 M do odpowiednio 0,6 i 0,85 M, zachowujac state
stezenie drugiego substratu- glukozy [Vic i wsp., 1995]. Co wiecej, stopien polimeryzacji
glukooligosacharyddw syntetyzowanych przez ten enzym zalezat od poczatkowego stezenia substratu.
B-glukozydaza z migdata w 5 M roztworze glukozy produkowata jedynie disacharydy, a w 7,5 M takze
tri- i tetrasacharydy [Ravet i wsp., 1993].

W reakcjach transglikozylacji poprawe wydajno$ci mozna osiggng¢ dzieki stosowaniu donoréw
reszty glikozylowej posiadajacych dobre grupy odchodzace. Donor taki szybciej wchodzi w reakcie,
skracajac tym samym czas trwania procesu. Poniewaz posiada on wieksze powinowactwo do enzymu
niz produkt transglikozylacji, zmniejsza prawdopodobienstwo hydrolizy tego produktu [van Rantwijk
i wsp., 1999]. Wykorzystywane w syntezie aktywowane donory sg najczesciej fluorowymi lub
nitrofenylowymi pochodnymi sacharydéw. Uzysk galaktozylo-glicerolu w reakcji katalizowanej przez
immobilizowane B-galaktozydazy z Aspergillus oryzae i Kluyveromyces fragilis byt o okoto 30% wyzszy,
gdy zamiast laktozy, laktulozy lub metylo-B-D-galaktopiranozydu jako donory reszty galaktozy

zastosowano fenylo- i o-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozydy [Woudenberg-van Oosterom i wsp., 1998].
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Pod wzgledem wykazywanej aktywnosci transglikozylacyjnej oraz regioselektywnos$ci transferu reszty
glikozylowej przeanalizowano szereg o-galaktozydaz oraz N-acetyloheksozoaminidaz wyizolowanych z
roznorodnych surowych preparatow enzymatycznych. Znakomita wiekszo$¢ sposrod badanych
o-galaktozydaz syntetyzowata z p-nitrofenylo-a-D-galaktopiranozydu jako donora i metylo-B-D-
-galaktopiranozydu jako akceptora reszty glikozydowej disacharydy potaczone wigzaniem o(1—6),
a niektore takze $ladowe ilosci produktébw o(1—3). Roélinne i drobnoustrojowe
N-acetyloheksozoaminidazy katalizowaty gtéwnie tworzenie mieszaniny disacharydéw potgczonych
wigzaniami B(1—4) oraz B(1—6), korzystajac z p-nitrofenylo-N-acetylo-B-D-glukopiranozydu jako
donora reszty glikozydowej i N-acetyloglukozaminy jako akceptora [Scigelova i wsp., 1999]. Stosujac
o-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd jako donor reszty glikozydowej oraz ksyloze w charakterze
akceptora, otrzymano za pomocy [-galaktozydazy z Aspergillus oryzae mieszaning galaktozyloksyloz
[Giacomini i wsp., 2002]. Podczas syntezy pochodnych disacharydow katalizowanej przez
B-glukozydaze z Agrobacterium sp. uzyto p-nitrofenylo-f-D-galaktopiranozydu i fluoro-B-D-mannozydu
w roli donordw reszt glikozydowych oraz tiofenylowych i tiobenzylowych pochodnych ksylozy i galaktozy
jako akceptoréw. Wiekszo$¢ otrzymanych na tej drodze dwucukréw potgczona byta wigzaniami (1—3)
ilub (1—4). Wyjatek stanowity sacharydy uzyskane w przypadku akceptoréw B-D-galaktozydowych,
ktore zawieraty wigzania f(1—3) i (1—6) [Prade i wsp., 1998].

Rozpuszczalniki organiczne dodane do medium reakcyjnego mogg zwieksza¢ wydajno$¢
odwrotnej hydrolizy i transglikozylacji poprzez obnizanie aktywnosci wody, a tym samym zmniejszanie
jej dostepnosci jako akceptora reszty glikozylowej. Niemniej jednak pewna minimalna ilo$¢ wody (okoto
10%) jest konieczna do podtrzymania aktywno$ci enzymu [Hansson i Adlercreutz, 2001; Tong i wsp.,
2005; van Rantwijk i wsp., 1999; Vic i wsp., 1995]. Nie wszystkie enzymy sg jednakowo odporne na
obecnos¢ rozpuszczalnika organicznego w mieszaninie reakcyjnej. B-D-glukozydaza z migdata
wykazywata wysokg stabilnoS¢ i najwyzszg aktywnos¢ syntetyczng w mieszaninie acetonitrylu i wody
9:1 (viv) [Vic i wsp., 1995]. W tych warunkach z glukozy oraz r6znych alkoholi otrzymano 16 alkilowych
lub arylowych B-glukozydow. W przypadku alkoholi alifatycznych wydajno$¢ syntezy malata ze
wzrostem ich hydrofobowosci, natomiast obecno$¢ grupy hydroksylowej w pierscieniu aromatycznym
alkoholu zwigkszata ilos¢ syntetyzowanego produktu. Ten sam enzym tracit aktywno$¢ w obecnosci
DMSO, ale zachowywat jq w mieszaninie dioksanu i buforu 9:1 (v/v), w ktdrej za jego posrednictwem z
glukozy i alkoholu p-nitrobenzylowego otrzymano p-nitrobenzylo-B-D-glukopiranozyd [Tong i wsp.,
2005]). W przypadku hipertermofilnej B-glikozydazy Gly-001-02 z biblioteki CloneZyme za pomocq
zmian zawartosci acetonu w $rodowisku reakcji, prowadzacych do zmiany aktywno$ci wody,

faworyzowano synteze [Cruz-Guerrero i wsp., 2006]. Wydajnos¢ transglikozylacji z udziatem
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B-galaktozydazy z A. oryzae malata zarébwno w 50% (v/v) acetonie, jak i 50% (v/v) DMF, za to jej
szybkos¢ rosta [Giacomini i wsp., 2002]. Proba poprawienia wydajnosci syntezy oligosacharydow
prowadzonej z uzyciem o-amylazy z Bacillus licheniformis przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej
etanolu, metanolu, n-propanolu, propanodiolu, n-butanolu, dioksanu oraz DMSO zakonczyta sie
niepowodzeniem [Chitradon i wsp., 2000]. Dodanie do $rodowiska reakcji alkoholu cukrowego
(sorbitolu), niepowodujacego denaturacji biatek, zwiekszyto wydajno$¢ syntezy B-glukooligosacharydéw
prowadzonej przez wolng [-D-glukozydaze z migdata, ale nie wptyneto na reakcje katalizowang przez
enzym unieruchomiony [Ravet i wsp., 1993].

Obnizanie aktywnosci wody w Srodowisku reakcji za pomocg alkoholi, szczegdlnie |-rzedowych,
moze prowadzi¢ do powstawania produktow ubocznych- alkilowych pochodnych cukréw. Nie stanowi to
problemu, gdy stosowany alkohol jest jednocze$nie substratem w reakcji. Hydrolazy glikozydowe z
powodzeniem katalizujg glikozylacje alkoholi. W przemianach tego typu reaktywno$¢ glikozydaz
wzgledem grup hydroksylowych maleje w szeregu: alkohole I-rzedowe > Il-rzedowe > fenole. Alkohole
[ll-rzedowe nie sg akceptowane przez glikozydazy jako akceptory [van Rantwijk i wsp., 1999]. Dla egzo-
(1,4)-B-D-galaktanazy z Aspergillus niger dogodnymi akceptorami reszty glikozylowej okazaty sie
metanol, etanol, n-propanol i n-butanol. Galaktanaza nie katalizowata przeniesienia reszty galaktozy na
izopropanol [Bonnin i wsp., 1999]. Z udziatem o-amylazy z A. oryzae otrzymano szereg alkilowych
maltooligosacharydéw. W obecno$ci metanolu pod wptywem enzymu ze skrobi powstawaty gtownie
metylomaltozydy oraz metylomaltotriozydy, w obecnosci etanolu, propanolu lub butanolu alkilowe di- lub
tetraglikozydy, natomiast alkohol benzylowy wchodzit w skfad tri- lub pentaglikozydow. Heksylowych
i oktylowych pochodnych sacharydow nie uzyskano prawdopodobnie z powodu niskiej rozpuszczalnosci
tych alkoholi w wodzie [Larsson i wsp., 2005]. Zadnych produktow alkoholizy nie otrzymano natomiast
wskutek dziatania a-amylazy z Bacillus licheniformis na skrobie w obecnosci metanolu, etanolu,
n-propanolu, propanodiolu oraz n-butanolu [Chitradon i wsp., 2000]. Z kolei 3-D-glukozydaza z migdata
okazata si¢ przydatna do otrzymywania allilowych i benzylowych pochodnych glukozy i galaktopiranozy
na drodze odwrotnej hydrolizy prowadzonej w $rodowisku zawierajgcym ponad 90% v/v alkoholu
allilowego lub benzylowego [Vic i Crout, 1995]. Wsérdd licznych publikacji dotyczacych glikozylacii
alkoholi znajdujgq sie réwniez doniesienia na temat przeniesienia reszty glikozydowej na grupe
hydroksylowg zlozonego alkoholu [Koeller i Wong, 2000; van Rantwijk i wsp., 1999].

Podwyzszona temperatura zwigksza rozpuszczalno$¢ substratow oraz obniza lepkos¢ medium
reakcyjnego, przez co znaczaco poprawia warunki wymiany masy w srodowisku. Jesli nie powoduje
denaturacji enzymu, powinna wywiera¢ korzystny wptyw na reakcje syntezy. Tymczasem podwyzszenie
temperatury nie wplyneto na synteze oligosacharydéw katalizowang przez a-amylaze z Bacillus

licheniformis ~ [Chitradon i wsp., 2000] oraz znikomo poprawito wydajno$¢ produkcji
26



galaktooligosacharydéw prowadzonej z zastosowaniem (-galaktozydaz z Bacillus circulans, Aspergillus
oryzae, Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces fragilis [Boon i wsp., 2000]. Odpowiednio wysoka
temperatura ma za to zasadnicze znaczenie dla reakcji katalizowanych przez glikozydazy termofilne
i hipertermofilne. W przypadku hipertermofilnej 3-glikozydazy Gly-001-02 z biblioteki CloneZyme wzrost
temperatury powodowat zwiekszenie wydajnosci transglikozylacji [Cruz-Guerrero i wsp., 2006], ale
praktycznie nie wptynat na synteze alkiloglukozydow katalizowang przez B-glukozydaze z Pyrococcus
furiosus [Hanson i Adlercreutz, 2001]. Nalezy przy tym mie¢ na uwadze, ze w warunkach reakcji
odwrotnej hydrolizy i transglikozylacji, przy wysokim stezeniu cukréow redukujacych w medium
reakcyjnym, podwyzszenie temperatury promuje powstawanie produktow reakcji Maillarda, ktére
hamujg aktywnos¢ hydrolaz glikozydowych [Bruins i wsp., 2003 a i b].

pH Srodowiska wptywa na konformacje enzymu, co moze hamowaé hydrolize i sprzyja¢ syntezie,
jak réwniez moze modyfikowa¢ specyficzno$¢ substratowg biokatalizatora [Olesienkiewicz i Grajek,
2005]. Wptyw pH $rodowiska na wydajno$¢ odwrotnej hydrolizy nie zostat jednoznacznie okreslony
[Bielecki i wsp., 1999]. Dla B-glukozydazy z migdatbw w medium organiczno-wodnym nie
zaobserwowano wzrostu/spadku wydajno$ci katalizowanej reakcji wynikajacej ze zmian pH [Vic i wsp.,
1995] lub stwierdzano jedynie bardzo niewielkg poprawe wydajnosci w wyzszym pH [Tong i wsp., 2005].
Olesienkiewicz i Grajek [2005] w artykule przegladowym podajg, ze procesom transglikozylacji sprzyja
zazwyczaj S$rodowisko bardziej alkaliczne. Stwierdzenie to jest prawdziwe w przypadku
B-galaktanazy z Aspergillus niger, ktora w $rodowisku wodnym wykazywata wyrazne maksimum
aktywnosci hydrolitycznej w pH okoto 3,5, a transglikozylacyjnej w pH bliskim neutralnego [Bonnin
i Thibault, 1996]. Podwyzszenie pH z 4,5 do 5,5 poprawito wydajno$¢ syntezy tGOS katalizowanej przez
B-galaktozydaze z Aspergillus niger. W tych samych warunkach efektywno$¢ [-galaktozydazy
z Penicilllum canescens malata, ale synteza przebiegata bardziej selektywnie- w nizszym pH
uzyskiwano mieszanine di- i trigalaktozydow, w wyzszym tylko trigalaktozydy [Bednarski i Kulikowska,
2007]. Co ciekawe, w wyniku dziatania o-amylazy z Aspergillus oryzae ze skrobi i alkoholu
benzylowego w pH 5,0 powstawat gtownie benzylo-a-glukopiranozyd, natomiast w pH 7,0 dominujacym
produktem byt benzylo-a-maltopiranozyd [Park i wsp., 1999]. Podobnego efektu nie zaobserwowano
podczas syntezy alkilo-maltooligosacharyddw ze skrobi i réznych alkoholi z udziatem tejze a-amylazy.
W tym przypadku hydroliza i transglikozylacja przebiegaty najszybciej w pH 5,0-6,0 [Larsson i wsp.,
2005]. Rowniez badania wtasne dotyczace rekombinantowej 3-galaktozydazy z Pyrococcus woesei nie
wykazaty zasadniczej rdznicy pomiedzy optymalnym pH hydrolizy i transglikozylacji. Znikomy byt takze
wptyw pH na produkcje tGOS katalizowang przez unieruchomiong p-galaktozydaze z Aspergillus

oryzae [Albayrak i Yang, 2002]. Trudno sformutowa¢ ogdiny wniosek na temat wptywu pH na reakcje
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odwrotnej hydrolizy i transglikozylacji, zalezy on bowiem dodatkowo od samego enzymu, jego formy
(wolny/unieruchomiony) oraz obecnosci rozpuszczalnikdéw organicznych w medium reakcyjnym.
Przytoczone przyktady wskazuja, ze ze wzgledu na réznorodnos¢ hydrolaz glikozydowych,
odmiennos$¢ ich wtasciwosci oraz wielos¢ czynnikow determinujacych selektywnosc i wydajno$c¢ reakcii
odwrotnej hydrolizy i transglikozylacji, konieczny jest staranny wybdr najodpowiedniejszego

biokatalizatora, jak rowniez uwazna optymalizacja warunkéw prowadzenia procesu.

2.2.2.2. Zastosowanie termofilnych glikozydaz w syntezie glikozydow i oligosacharydéw
Szczegolng pod wzgledem wykazywanych wiasciwosci grupe biokatalizatorow stanowig enzymy
pochodzace z organizméw termofilnych oraz hipertermofilnych [Eichler, 2001; Hough i Danson, 1999;
Niehaus i wsp., 1999]. Enzymy te pozwalajg na prowadzenie proceséw biotechnologicznych
w podwyzszonych temperaturach, co z kolei skutkuje zwigkszeniem rozpuszczalnoSci i dyfuzji
substratow w Srodowisku reakcji, zmniejszeniem lepkosci medium reakcyjnego oraz obnizeniem ryzyka
wystapienia zanieczyszczen mikrobiologicznych. Biokatalizatory termo- i hipertermofiine wykazujg
czesto wiekszg odpornos¢ na obecno$¢ rozpuszczalnikow organicznych w srodowisku reakcji, niz
enzymy pochodzace z organizméw mezofilnych [Doukyu i Ogino, 2010]. Coraz wigksza dostepno$¢
termozyméw wynika m.in. z mozliwosci ich produkcji w komorkach mezofilnych gospodarzy. Wigkszo$¢
rekombinantowych enzymdw zachowuje termostabilno$¢ i prawidtowa strukture Ill-rzedowg oraz moze
byC oczyszczana na drodze termicznej precypitacji termolabilnych biatek gospodarza, co znacznie
obniza koszt i upraszcza proces ich pozyskiwania [Bruins i wsp., 2001; Niehaus i wsp., 1999]. Poniewaz
wraz ze wzrostem temperatury rosnie szybkos¢ reakcji chemicznych, oczekiwano, ze w obecnosci
termozyméw przemiany bedg zachodzi¢ szybciej, niz przy udziale enzymédw mezofilnych.
Eksperymentalne wartoSci Kv i Vmax enzyméw termofilnych i mezofinych wyznaczone w ich
temperaturach optymalnych nie wykazywaty jednak znaczacych réznic [Bruins i wsp., 2001].
Pomimo, ze opisano liczne enzymy termofilne aktywne wzgledem sacharydéw [Bruins i wsp.,
2001; Eichler, 2001; Niehaus i wsp., 1999], dotychczas stosunkowo niewiele z nich znalazto
zastosowanie w syntezie wigzan glikozydowych, ale ta liczba wcigz rosnie. Z o-nitrofenylo-p-D-
-galaktopiranozydu i N-acetyloglukozoaminy otrzymano N-acetylolaktozoamine za pomocqg trzech
termostabilnych rekombinantowych -galaktozydaz z biblioteki CloneZyme [Li i Wang, 1997], przy czym
reakcja charakteryzowata sie wysokg wydajno$cig i regioselektywnoscia. Z tej samej biblioteki
pochodzita hipertermofilna 3-glikozydaza, zastosowana w syntezie galaktooligosacharydow z laktozy w
$rodowisku wodno-acetonowym [Cruz-Guerrero i wsp., 2006]. Kataliza transferu glukozy z celobiozy na
reszte glukozy akceptora (arbutyny) z udziatem rekombinantowej B-glukozydazy z hipertermofilnegj
bakterii Thermotoga neapolitana prowadzita do otrzymania mieszaniny produktow potgczonych
28



wigzaniami  B(1—3)-, (1—>4)- oraz (1—6)-glikozydowymi [Park i wsp., 2005]. Aktywnos¢
transglikozylacyjng rekombinantowej -glikozydazy z Sulfolobus shibatae badano w obecno$ci laktozy
jako donora reszty glikozydowej oraz wybranych akceptorow (fruktozy, ramnozy, celobiozy, sacharozy,
maltozy, sorbitolu i mannitolu). Najodpowiedniejszym akceptorem okazata sie sacharoza,
a katalizowana reakcja przebiegata wysoce regioselektywnie- jedynym uzyskanym produktem byta
[3-D-galaktopiranozylo-(1—6)-sacharoza [Park i Baek i wsp., 2005]. Potencjat transglikozylacyjny
zaobserwowano takze w przypadku o-ksylozydazy produkowanej przez Sulfolobus solfataricus
[Moracci i wsp., 2001]. Enzym ten katalizowat przeniesienie ksylozy z p-nitrofenylo-o-ksylozy na
p-nitrofenylo-B-glukoze, przy czym dominujgcym produktem byt izomer B(1—6). Z kolei za
posrednictwem B-glukozydazy z Pyrococcus furiosus dzikiego typu oraz dwoch pokrewnych enzyméw,
posiadajacych mutacje punktowe w obrebie centrum katalitycznego, w $rodowisku heksan/woda
otrzymano heksylo-B-D-glukopiranozyd z pentylo-3-D-glukopiranozydu, przy czym enzymy zmutowane
wykazywaty wiekszgq aktywno$¢ transglikozylacyjng [Hanson i Adlercreutz, 2001]. Pod wzgledem
przydatnosci do syntezy galaktooligosacharydéw poréwnano [B-glikozydazy z Pyrococcus furiosus
i Sulfolobus solfataricus [Petzelbauer i wsp., 2000]. W obu przypadkach produktami byty di-
i trisacharydy potgczone wigzaniami B(1—3) i (1—6), a enzymy wykazywaly tendencje do
kumulowania izomeru B(1—6). Enzym z S. solfataricus okazat sie¢ wydajniejszym katalizatorem
transglikozylacji. Przy jego udziale otrzymano tez wiecej trisacharydow. Aktywno$¢ transglikozylacyjng

zaobserwowano rowniez w przypadku [-galaktozydazy z Pyrococcus woesei [Wanarska, 2005].

2.2.3. Glikosyntazy

Glikosyntazy stanowig stosunkowo nowg grupe enzyméw wywodzacq sie z retencyjnych egzo-
lub endoglikozydaz, ktdre na skutek wprowadzenia mutacji punktowej w obrebie centrum katalitycznego
zostaly pozbawione aktywno$ci hydrolitycznej, lecz zachowaly zdolno$¢ tworzenia wigzan
glikozydowych [Mackenzie i wsp., 1998]. Mutacja ta najcze$ciej polega na zastgpieniu aminokwasu
karboksylowego, petnigcego funkcje nukleofila, aminokwasem nienukleofilowym (Gly, Ala lub Ser), co
uniemozliwia enzymowi tworzenie z substratem produktu posredniego [Moracci i wsp., 2001b; Withers,
2001]. Glikosyntazy tego typu wymagajg zatem aktywowanych donoréw (fluorkéw glikozylowych
[Williams i Withers, 2000]) o konfiguracji wegla anomerycznego odwrotnej niz w normalnym substracie
odpowiedniej glikozydazy, z ktérymi moga utworzy¢ kompleks imitujgcy produkt posredni powstajacy
podczas klasycznej transglikozylacji (Rysunek 2.3.A.) [Mackenzie i wsp., 1998; Plou i wsp., 2007;
Withers, 2001]. Innym rozwigzaniem jest stosowanie donora o niezmienionej konfiguracji wegla

anomerycznego i z dobrg grupg odchodzacq w potaczeniu z nukleofilem zewnetrznym- mréwczanem
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sodu, ktory w zastepstwie aminokwasu karboksylowego utworzy z substratem produkt posredni
(Rysunek 2.3.B.) [Moracci i wsp., 2001b; Perugino i wsp., 2004]. Glikosyntazy drugiego rodzaju
posiadajq mutacje w miejscu aminokwasu petigcego funkcje kwasu/zasady. Wykorzystujg one donory
z dobrymi grupami odchodzacymi (np. dinitrofenyloglikozydy) oraz silniej nukleofilowe akceptory, takie
jak tioglikozydy (Rysunek 2.3.C.). Enzymy te, nazywane réwniez tioglikoligazami, sgq narzedziami
umozliwiajacymi syntetyzowanie in vitro wigzan S-glikozydowych [Bojarova i Kfen, 2009; Daines i wsp.,
2004; Hancock i wsp., 2006; Hult i Berglund, 2003]. Wspomniane wigzania mozna rowniez uzyskac
w wyniku kondensacji fluorkéw glikozylowych jako donoréw oraz tioglikozydowych akceptoréw,
katalizowanej przez tioglikosyntazy- enzymy ze zmodyfikowanymi obydwoma karboksylowymi
aminokwasami centrum katalitycznego (Rysunek 2.3.D.) [Bojarova i Kien, 2009; Hancock i wsp., 2006].

Glikosyntazy nie wykazujg aktywnosci hydrolitycznej, dlatego wydajnosci uzyskiwane przy ich
udziale sg znacznie wyzsze, niz w przypadku hydrolaz glikozydowych, i mogq nawet przekracza¢ 90%
[Plou i wsp., 2007]. Nalezy zatem oczekiwac, ze liczba nowych glikosyntaz, w tym endoenzymoéw
[Faijes i Planas, 2007], i ich zastosowan bedzie sie zwieksza¢ [Wang i Huang, 2009; Hancock i wsp.,
2006], tym bardziej, ze niedawno sukcesem zakoniczyta sie proba przeksztatcenia w glikosyntaze

inwertujacej hydrolazy glikozydowej [Honda i Kitaoka, 2006].

2.2.4. Transglikozydazy

Komitet Nazewnictwa Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej przyporzadkowat
transglikozydazy do klasy transferaz glikozylowych (EC 2.4.x.y). Jednak zgodnie z nowszg klasyfikacja,
opartg na podobienstwie sekwencji aminokwasowej enzyméw aktywnych wzgledem weglowodandw,
transglikozydazy zalicza sie do hydrolaz glikozydowych [CAZy Database, 2010]. Kwestia systematyki
tych enzymow pozostaje wcigz nierozstrzygnieta.

Transglikozydazy dziatajq wedtug tego samego mechanizmu, co retencyjne hydrolazy
glikozydowe (Rysunek 2.2.B.). Katalizujg przeniesienie reszty glikozylowej z donoréw takich jak di-,
oligo- lub polisacharydy na akceptory cukrowe. Funkcje akceptora moga petic rowniez ztozone zwigzki
chemiczne, na przyktad poliaromatyczne flawonoidy [Monsan i wsp., 2010], alkohole [Olesienkiewicz
i Grajek, 2005] oraz woda. Transglikozydazy wykazujg zatem niewielkg aktywnos¢ hydrolityczna.
Najwazniejszymi enzymami tego rodzaju sg transglukozydazy oraz transfruktozydazy [Plou i wsp.,
2007]. Do pierwszej grupy nalezg glukosacharazy, takie jak dekstranosacharaza, amylosacharaza,
mutanosacharaza, alteranosacharaza i reuteranosacharaza, wykorzystujace sacharoze do syntezy
glukooligo- i glukopolisacharyddéw [Monsan i wsp., 2010], oraz glukanotransferaza cyklodekstryn
katalizujgca gtéwnie wewnatrzczasteczkowq transglukozylacje, w wyniku ktdrej ze skrobi powstajg

cyklodekstryny [Plou i wsp., 2007]. Wsrod transfruktozydaz, syntetyzujacych P-fruktany z reszt
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fruktozylowych odszczepianych od sacharozy, wymieni¢ nalezy lewanosacharaze, inulinosacharaze
oraz transfruktozydazy wytwarzajace krétkotarnicuchowe fruktooligosacharydy [Plou i wsp., 2007].

Transglikozydazy katalizujq tworzenie wigzan glikozydowych mniej specyficznie niz
glikozylotransterazy, ale w przeciwienstwie do nich nie wymagajg aktywowanych donorow reszt
glikozylowych. Pod wzgledem specyficzno$ci i wydajnosci syntezy przewyzszajg typowe hydrolazy
glikozydowe. Nie sg jednak tak rozpowszechnione i réznorodne. Sytuacja ta moze wkrotce ulec
Zmianie, poniewaz wcigz prowadzone sg prace badawcze, majace na celu przeksztatcenie retencyjnych
glikozydaz w transglikozydazy poprzez spotegowanie na drodze ukierunkowanej ewolucji ich potencjatu
transglikozylacyjnego i zminimalizowanie aktywno$ci hydrolitycznej [Kone i wsp., 2009; Hancock i wsp.,
2006].

3. Zastosowanie immobilizowanych enzymdw i komdrek drobnoustrojow w biosyntezie
3.1.Immobilizowane enzymy

Immobilizacie enzymu mozna zdefiniowa¢ jako fizyczne zamknigcie lub zlokalizowanie
biokatalizatora w okreslonym obszarze przy zachowaniu jego aktywnosci [Brena i Batista-Viera, 2006].
Podstawowym celem unieruchamiania enzyméw jest umozliwienie prowadzenia procesu w sposéb
ciggly, ewentualnie wielokrotnego uzycia pojedynczej porcji biokatalizatora w odrebnych szarzach
produkcyjnych. Unieruchomione enzymy, w poréwnaniu z preparatami w stanie wolnym, sg czesto
bardziej stabilne, utatwiajg prowadzenie procesu i pozwalajg go w dogodny sposdb kontrolowac,
utatwiajg oddzielanie katalizatora od mieszaniny poreakcyjnej oraz moga by¢ stosowane w wiekszosci
typow reaktorow [Chmiel, 1998; Brena i Batista-Viera, 2006]. Immobilizacja generuje jednak dodatkowe
koszty, moze powodowaC obnizenie aktywnoSci enzymu, a takze zmniejszenie wydajnosci
katalizowanej reakcji poprzez pogorszenie warunkdw wymiany masy pomiedzy warstwg graniczna,
otaczajagcq enzym, a pozostatg objetoscia medium reakcyjnego [Brena i Batista-Viera, 2006].
W przypadku transglikozylacji lub odwrotnej hydrolizy prowadzonej z zastosowaniem hydrolaz
glikozydowych zjawisko to jest szczegdlnie niekorzystne, poniewaz utrudniona dyfuzja substratu
w kierunku enzymu oraz zsyntetyzowanego glikozydu w kierunku $rodowiska reakcji moze skutkowac
pogorszeniem wydajno$ci procesu [Albayrak i Yang, 2002]. Z drugiej strony, gdy reakcja prowadzona
jest w Srodowisku wodno-organicznym, immobilizacja czesto pozwala zachowa¢ aktywno$¢ enzymu
poprzez przeciwdziatanie jego denaturacji pod wptywem rozpuszczalnika organicznego [Adlercreutz,
2006]. Ponadto, w odniesieniu do multimerycznych enzymoéw, unieruchomienie na no$niku
i usieciowanie moze zapobiega¢ dysocjacji podjednostek, stabilizowa¢ i wydtuzaé Zzywotnosé

biokatalizatora [Mateo i wsp., 2006 b].
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Nosniki enzymow najogdlniej dzieli sie na organiczne i nieorganiczne (Rysunek 3.1.). Struktura
matryc organicznych charakteryzuje sie wiekszg rdznorodnoscig reaktywnych grup uczestniczacych
W wigzaniu enzyméw ze ztozem (grupy hydroksylowe, karboksylowe, aminowe itd.), w poréwnaniu
z budowg no$nikéw nieorganicznych (najcze$ciej grupy hydroksylowe). Te drugie z kolei wykazujq
zwykle wiekszg termostabilnos¢, w mniejszym stopniu utrudniajg przeptyw medium reakcyjnego przez
reaktor, a ich powierzchnie mozna aktywowac poprzez przytaczenie grup wigzacych biokatalizator. Do
aktywacji grup hydroksylowych no$nikéw nieorganicznych (np. zel krzemionkowy, szkio porowate,
spieki ceramiczne, tlenki metali) wykorzystuje sie z reguty 3-aminopropylotrietoksysilan, rzadziej BCls
lub SiCls, a w nastepnym etapie diamine alifatyczng. Rozmaitym modyfikacjom chemicznym
poddawane sg takze no$niki organiczne [Bickerstaff, 1997].

NajczesSciej wyrdznia sie cztery grupy metod unieruchamiania enzymédw [Chmiel, 1998:

l. Wiazanie na powierzchni no$nika

Il. Wiagzanie w porach nosnika

[l Zamykanie wewnatrz potprzepuszczalnych membran

V. Immobilizacja bez zastosowania nierozpuszczalnego no$nika.

Bardziej ogdlna klasyfikacja to podziat na metody odwracalne i nieodwracalne [Brena i Batista-Viera,
2006]. Enzym jest unieruchomiony nieodwracalnie, gdy oddzielenie go od nosnika wigze sie
z pozbawieniem biokatalizatora aktywno$ci lub zniszczeniem nosnika. Wiekszo$¢ metod immobilizacii,
za wyjatkiem adsorpcji enzymu na powierzchni nosnika oraz kowalencyjnego wigzania enzymu
z nosnikiem za posrednictwem mostkdéw dwusiarczkowych, nalezy do drugiej kategorii [Brena i Batista-
Viera, 2006].

Laczenie enzymu z powierzchnig no$nika moze odbywac sie na drodze adsorpcji lub tworzenia
wigzan kowalencyjnych. Ten rodzaj immobilizacji w najmniejszym stopniu ogranicza transport masy
pomiedzy enzymem a medium reakcyjnym. Adsorpcia nastepuje dzieki oddziatywaniom van der
Waalsa, wigzaniom jonowym i wodorowym oraz oddziatywaniom hydrofobowym pomiedzy enzymem a
Ztozem. Jest to technika bardzo popularna ze wzgledu na szybkoSC i prostote wykonania.
Oddziatywania adsorpcyjne nalezg do stabych, dlatego podczas procesu moze nastepowaé uwalnianie
enzymu do medium otaczajgcego nosnik, nasilajgce sie pod wptywem zmian warunkéw reakcji (na
przyktad zmiana pH, sity jonowej, temperatury). Zjawisko to niekiedy jest korzystne, poniewaz umozliwia
regeneracje no$nika. Czesto wykorzystywanymi nosnikami sg zywice jonowymienne, na przyktad
karboksymetyloceluloza, ~ dietyloaminoetyloceluloza, ~dietyloaminoetylodekstran i inne. Zywica
jonowymienna tym silniej wigze enzym, im wieksza ilo$¢ grup obdarzonych tadunkiem znajduje si¢ na
jej powierzchni. Alternatywe dla typowych anionitéw czy kationitow stanowig porowate nosniki pokryte

warstewka polimeru jonowego, takie jak zywice zawierajgce grupy epoksydowe, glioksylowe, czy
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aminowe kowalencyjnie powleczone polietylenoiming, polialliloaming lub polialdehydem dekstranowym
modyfikowanym asparaginianem (ang. aspartic-aldehyde-dextran), albo zywice jonowymienne pokryte
polimerem o przeciwnym fadunku (np. no$nik z grupami aminowymi pokryty sulfonowanym
dekstranem), ktére zapewniajg wysokg gesto$C tadunku na powierzchni [Mateo i wsp., 2006 c].
Immobilizacja oparta na oddziatywaniach hydrofobowych jest szczegdlnie korzystna dla lipaz. Enzymy
te nawet w Srodowisku wodnym o niskiej sile jonowej eksponujg silnie hydrofobowe regiony, dzieki
czemu w tagodnych warunkach efektywnie adsorbujg na powierzchni agarozy modyfikowanej
tancuchami alkilowymi (na przykfad: butylowymi, fenylowymi, oktylowymi lub oktadecylowymi).
Interakcje z no$nikiem zwykle aktywujg lipazy i umozliwiajg ich stosowanie w kazdym rodzaju medium
reakcyjnego [Palomo i wsp., 2006].

Immobilizacia kowalencyjna zapewnia silniejsze potaczenie enzymu ze zlozem, moze jednak

obniza¢ jego aktywno$¢, szczegdlnie gdy biorg w niej udziat reszty aminokwaséw bezposrednio
zaangazowanych w katalize lub wigzanie substratu, lub gdy potaczenie z nosnikiem ogranicza zmiany
konformacyjne enzymu. Wigzania kowalencyjne tworzg najczesciej obecne w strukturze enzymu
faficuchy boczne lizyny (grupy e-aminowe), cysteiny (grupy tiolowe), kwasu asparaginowego lub
glutaminowego (grupy karboksylowe) [Brena i Batista-Viera, 2006].

Kowalencyjne unieruchomienie enzymdéw z reguty wymaga uprzedniej aktywacji nosnika.
Karbodiimid jest odczynnikiem aktywujgcym grupy karboksylowe, ktére dzigki niemu mogg nastepnie
utworzy¢ wigzanie peptydowe z wolnymi grupami aminowymi enzymu. Z kolei dziatanie bromocyjanem
na grupy hydroksylowe nosnika prowadzi do powstania cyjanianoestru zdolnego do reakcji z wolng
grupg aminowg enzymu i utworzenia wigzania izomocznikowego. Je$li ztoze posiada
[-rzedowe aminy aromatyczne, mogg one zosta¢ przeksztatcone w sole diazoniowe za pomocg kwasu
azotowego (lll), a na dalszym etapie sprzezone z pierscieniem aromatycznym taincucha bocznego
tyrozyny [Bickerstaff, 1997; Novick i Rozzell, 2005]. Jednak najpowszechniej stosowanym rozwigzaniem
jest tgczenie wolnych grup aminowych obecnych w strukturze enzymu z grupami aminowymi na
powierzchni nosnika za posrednictwem aldehydu glutarowego. Powstajaca w tym przypadku zasada
Schiffa moze zosta¢ zredukowana borowodorkiem sodu do bardziej stabilnego wigzania pojedynczego
[Betancor i wsp., 2006; Novick i Rozzell, 2005]. Zamiast aldehydu glutarowego uzywane sg niekiedy
diizocyjaniany lub tioizocyjaniany [Novick i Rozzell, 2005].

Efektywne i stabilne wigzanie enzymdéw przebiegajace w tagodnych warunkach, bez
konieczno$ci aktywacji no$nika i stosowania dodatkowych czynnikéw kondensujacych, umozliwiajg
ztoza epoksydowe (np. Eupergit C). Grupy aminowe, tiolowe oraz ugrupowania fenolowe tancuchéw
bocznych aminokwaséw uczestniczg w tworzeniu odpowiednio wigzania amidowego, tioeterowego

i eterowego z wolnymi grupami epoksydowymi na powierzchni no$nika. Pozostate grupy epoksydowe
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blokowane sq najczesciej B-merkaptoetanolem, co zapobiega zmianom aktywnos$ci biokatalizatora na
skutek oddziatywan hydrofobowych miedzy nimi i enzymem [Mateo i wsp., 2006 a]. Bezposrednio z
wolnymi grupami aminowymi enzymow reagowa¢ mogg takze ugrupowania karbonylowe uzyskane w
wyniku utlenienia grup hydroksylowych obecnych w strukturze nosnikéw polisacharydowych za pomocg
NalOs [Brena i Batista-Viera, 2006]. Substancji wigzacych nie wymaga réwniez tworzenie mostkow
dwusiarczkowych pomiedzy grupami tiolowymi enzyméw a ugrupowaniami 2-pirydylodisulfidowymi,
tiosulfonianowymi lub tiosulfinianowymi modyfikowanego nosnika, najcze$ciej agarozy, ale takze
celulozy, dekstranu, zywic epoksydowych [Batista-Viera, 2006]. Metoda ta jest odwracalna, pozwala
bowiem na regeneracje nosnika poprzez usuniecie zdezaktywowanego w czasie procesu enzymu za
pomocq 3-merkaptoetanolu lub ditiotreitolu i ponowne naniesienie $wiezego, aktywnego biokatalizatora.
Mozliwo$¢ regeneracji jest wiasciwoscig pozadang ze wzgledu na wysoki koszt wielu nosnikow
wykorzystywanych do immobilizacji enzymow.

Unieruchomienie na powierzchni moze nastepowa¢ réwniez dzieki specyficznym
oddziatywaniom pomiedzy biokatalizatorem a no$nikiem. W tym przypadku albo no$nik modyfikowany
jest poprzez przytaczenie ligandow wykazujgcych powinowactwo do enzymu, albo enzym sprzegany
z odpowiednim ligandem specyficznie wigzacym sie z nos$nikiem [Roy i Gupta, 2006]. Swoiste
ugrupowania aktywujgce nierozpuszczalne ztoze, takie jak przeciwciata, lektyny, peptydy, barwniki lub
kompleksy metali, sg kowalencyjnie osadzane na jego powierzchni. Metoda osadzania musi by¢ tak
dobrana, by biospecyficzne rejony ligandoéw, zwtaszcza przeciwciat oraz lektyn, byty dostepne dla
immobilizowanych enzyméw [Roy i Gupta, 2006]. Lektyng czesto stosowang jako swoisty ligand jest
konkanawalina A, ktéra wykazuje powinowactwo wzgledem reszt a-D-mannozylowych oraz o-D-
-glukozylowych [Saleemuddin i Husain, 1991]. Biatko to jest zatem szczegdlnie przydatne do
immobilizacji glikoenzymdw.

Modyfikacja enzyméw ugrupowaniami oddziatujgcymi specyficznie z nosnikiem jest
rozwigzaniem bardziej popularnym. Wspomniane ugrupowania zwykle dotaczane sg metodami inzynierii
genetycznej do N- lub C-kofica sekwencji aminokwasowej enzymu (daleko od centrum katalitycznego)
[Roy i Gupta, 2006]. Przyktadem takiej modyfikacji jest wprowadzanie do struktury biokatalizatoréw
domen oligohistydynowych, ktére umozliwiajg specyficzng i odwracalng (desorpcja biokatalizatora ze
ztoza nastepuje pod wptywem imidazolu) immobilizacje rekombinantowych enzyméw na matrycach
eksponujacych koordynacyjnie zwigzane metale wielowartosciowe, z reguty nikiel. Powinowactwo
domen histydynowych do wielowartosciowych kationéw metali wykorzystywane jest gtéwnie podczas
oczyszczania rekombinantowych enzymow, ale znane sg réwniez doniesienia dotyczace katalizowania
reakcji za pomocg takich biokatalizatorow [Drager i wsp., 2007]. W wyniku manipulacji genetycznych

otrzymano takze biatka fuzyjne enzymdw z kalmoduling, ktéra za posrednictwem kationéw wapnia
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efektywnie wigze sie z noSnikami modyfikowanymi fenotiazyna, specyficznym ligandem kalmoduliny
[Daunert i wsp., 2007]. Desorpcje biokatalizatora ze ztoza prowadzi sie za pomocg odczynnikdéw
chelatujgcych Ca2*. Kolejnym przyktadem jest dotaczanie do enzyméw domen peptydowych
wykazujacych wysokie powinowactwo do celulozy (tzw. CBD; ang. cellulose binding domain)
i umozliwiajgcych immobilizacje na no$nikach celulozowych [Terpe, 2003]. Poniewaz obecnie
opisywanych jest coraz wiecej biatek i peptydow specyficznie wigzacych sacharydy (CBM, ang.
carbohydrate-binding modules) [Boraston i wsp., 2004; CAZy Database, 2010], ostatni sposob
immobilizacji enzyméw bedzie prawdopodobnie zyskiwat na znaczeniu.

Putapkowanie w porowatych matrycach polega na mechanicznym zamknieciu enzymu
w strukturze Zelu. Biokatalizatory tego rodzaju przygotowuje sie poprzez zmieszanie enzymu z ciektym
nosnikiem i indukowanie procesu zelowania. Zestalanie zelu wywotuje obnizenie temperatury (agar,
agaroza, zelatyna), tworzenie mostkow solnych z kationami wielowartosciowymi (alginian), obnizenie
pH (hydroZele krzemianowe), podwyzszenie pH (Zzel chitozanowy), chemiczne sieciowanie (zele
poliakrylamidowe) lub precypitacie (polistyren) [Bickerstaff, 1997]. W przypadku nosnikow
karagenianowych zestalenie nastepuje w odpowiednio niskiej temperaturze i w obecnosci kationdw
potasu, ktére dodatkowo muszg zosta¢ wprowadzone do medium reakcyjnego [Iborra i wsp., 1997].
Putapkowanie w Zelach jest bardzo popularng metodg immobilizacii, ale nie pozbawiong wad: zestalony
nosnik jest mato odporny na stres termiczny i mechaniczny, struktura zelu stanowi bariere dyfuzyjng dla
substratow, szczegdlnie tych o duzych czasteczkach, oraz produktéw reakcji, natomiast aktywnos$¢
biokatalizatora moze male¢ podczas procesu na skutek wyptukiwania enzymu z pordw zelu [Bickerstaff,
1997]. Najczesciej stosowane nosniki to alginian wapnia [Fraser i Bickerstaff, 1997] i k-karagenian
[Iborra i wsp., 1997]. Polisacharydy te sq niedrogie, procedura immobilizacji prosta i przebiegajaca w
tagodnych warunkach, a uzyskiwanym biokatalizatorom tatwo nada¢ ksztatt kulistych granul,
sze$cianow lub bfon. Warto tez wspomnie¢ o nowoczesnych nosnikach stuzacych do putapkowania
enzymow: zelu krzemionkowym przygotowywanym technikg zol-zel oraz sieciowanym fotokatalitycznie
poli(alkoholu winylowym) z ugrupowaniami styrylopirydynowymi (ang. styryl piridinium groups) [Campas
i Marty, 2006]. Uktady te, ze wzgledu na niewielkg stabilnos¢ mechaniczng Zelu, znajdujg zastosowanie
raczej jako biosensory, niz katalizatory w procesach biotechnologicznych.

Unieruchamianie za pomocg potprzepuszczalnych membran moze by¢ realizowane poprzez

mikrokapsutkowanie, zamykanie enzyméw w wezach potprzepuszczalnych lub we wnetrzu reaktorow
membranowych [Chmiel, 1998]. Pdiprzepuszczalne weze najczesciej wykonane sg z pochodnych
celulozy, nylonu, materiatéw silikonowych itp. [Chmiel, 1998]. Mikrokapsutke wokdt enzymu mozna
uformowaé przyktadowo z azotanu celulozy, poliamidu lub mieszaniny lipidowo-poliamidowej. Ostatni

materiat pozwala ponadto na zatrzymanie we wnetrzu potprzepuszczalnej otoczki kofaktorow enzymoéw.
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W przypadku mikrokapsutkowania powaznym problemem jest wykazywana wzgledem enzymoéw
toksycznos¢ niektorych odczynnikdéw i rozpuszczalnikow wykorzystywanych podczas immobilizacii
[Chang, 2005]. Niekiedy enzymy zamyka sie w mikrokapsutkach z alginianu wapnia, albo alginianu
powleczonego warstewka poli-L-lizyny lub chitozanu. Techniki te sg bardzo tagodne dla enzyméw, ale
utworzone mikrokapsutki zwykle uwalniajg biokatalizator do Srodowiska [Gombotz i Fong Wee, 1998].
Potprzepuszczalng otoczke stanowic mogg takze liposomy, a w przypadku enzyméw
wewnatrzkomérkowych $ciana komérkowa i/lub btona cytoplazmatyczna komérki (aktywnej lub
nieaktywnej) produkujacej dany biokatalizator. Wada mikrokapsutek jest to, ze utrudniajg wymiane masy
z medium reakcyjnym. Enzymy sg czesto zatrzymywane w reaktorach przeptywowych w przestrzeni
pomiedzy dwiema membranami o porach mniejszych w pordwnaniu z wielkoScig enzymu.
Biokatalizatory unieruchomione tym sposobem niejednokrotnie szybciej tracg aktywno$¢, niz te
zwigzane z nierozpuszczalnym nos$nikiem [Albayrak i Yang, 2002; Mayer i wsp., 2010].

Unieruchamianie enzymow bez uzycia nierozpuszczalnej matrycy polega na otrzymywaniu

krysztatdw lub agregatéw biokatalizatora i poddawaniu ich nastepnie dziataniu czynnika sieciujgcego.
Ze wzgledu na brak no$nika, biokatalizatory takie sg mniej kosztowne i wykazujg znacznie wyzszg
aktywno$¢ w odniesieniu do jednostki masy, niz enzymy immobilizowane innymi metodami [Roy
i Abraham, 2004; Sheldon i wsp., 2006]. Podejmowano rowniez proby sieciowania enzymow
bezposrednio w roztworze (CLEs, ang. cross-linked enzymes). Uzyskane w ten sposdb biokatalizatory
byly jednak niestabilne, a sama procedura immobilizacji wymagata szczegotowej optymalizacii
i powodowata znaczng utrate aktywnosci enzymu [Roessl i wsp., 2010; Sheldon i wsp., 2006].

Otrzymywanie sieciowanych krystalicznych enzyméw (CLECs; ang. cross-linked enzyme
crystals) jest technikg bardzo wymagajaca, przy czym najwieksze wyzwanie stanowi przygotowanie
krysztatow. W tym procesie konieczne jest stosowanie enzymow o wysokim stopniu czystosci (powyze;
90%), a takze zoptymalizowanie jego parametrow, takich jak: stezenie i rodzaj czynnika precypitujacego
(sole nieorganiczne, sole organiczne, glikol polietylenowy), stezenie enzymu, rodzaj buforu, pH
i temperatura, pod katem najodpowiedniejszego ksztattu i wielkoSci uzyskiwanych krysztatow.
Sieciowanie stabilizuje krysztaty biokatalizatora. Powszechnie stosowanym czynnikiem sieciujacym jest
aldehyd glutarowy. Rzadziej wykorzystuje sie glioksal, 1,4-butanodial, etylenodiaming,
heksaetylenodiamine i inne [Roy i Abraham, 2004]. CLECs, w pordéwnaniu z wolnymi enzymami,
charakteryzujg sie wigkszg selektywnoscig, dtuzej zachowujg aktywnos$¢ w podwyzszonej temperaturze
i w obecnosci rozpuszczalnikow organicznych, sg odporniejsze na dziatanie proteaz oraz wykazujg
stosunkowo dobrg stabilno$¢ mechaniczng [Roy i Abraham, 2004].

Agregacje czasteczek enzymow prowadzi sie najczesciej za pomocg siarczanu amonu, glikolu

polietylenowego i niektérych rozpuszczalnikéw organicznych (np. alkohol tert-butylowy). Podstawowym
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czynnikiem sieciujgcym, podobnie jak w przypadku CLECs, jest aldehyd glutarowy. Substancje tg
zastepuje sie polialdehydem dekstranowym (polimerem otrzymanym w wyniku oksydacji dekstranu),
gdy enzym sieciowany aldehydrm glutarowym traci aktywno$¢ katalityczng. Biokatalizatory tego typu
nazywane sg CLEAs (ang. cross-linked enzyme aggregates). Wytwarzanie CLEAs zwykle nie powoduje
obnizenia aktywnosci katalitycznej enzyméw. Co wiecej, jest niedrogie, tatwe do optymalizacji i, w
przeciwienstwie do technologii CLECs, nie wymaga stosowania bardzo czystych enzyméw. Umozliwia
zatem otrzymywanie heteroagregatéw (tzw. Combi-CLEAs), w sktad ktorych wchodzi wiecej niz jeden
enzym i wykazujacych kilka roznych aktywno$ci enzymatycznych jednocze$nie. Wadg CLEAs jest ich
ograniczona stabilno$¢ mechaniczna, ktorej probuje sie przeciwdziata¢ poprzez mikrokapsutkowanie
agregatow [Roessl i wsp., 2010]. Nalezy tez nadmieni¢, ze badana jest mozliwo$¢ wprowadzenia
metodami inzynierii genetycznej do struktury enzymu réznorodnych domen peptydowych,
zwigkszajacych podatnos¢ zmodyfikowanego enzymu na krystalizacje lub autoagregacje [Roessl i wsp.,
2010; Roy i Abraham, 2004].

Wielos¢ i roznorodnos¢ metod immobilizacji wskazuije, Ze nie istnieje jedna uniwersalna technika
unieruchamiania enzyméw, sprawdzajgca si¢ w kazdym procesie biotechnologicznym. Dlatego
przemyslany wybdr dogodnej techniki immobilizacji i optymalizacja warunkéw wigzania enzymu
z nosnikiem jest podstawowym czynnikiem determinujgcym aktywnosS¢, stabilno$¢ i przydatnosé
biokatalizatora w danym procesie.

W literaturze naukowej znalez¢ mozna przyktady otrzymywania potgczen glikozydowych za
pomocg enzymoéw unieruchomionych na nosnikach. Niewielki spadek wydajnosci syntezy
galaktooligosacharydéw w stosunku do wolnego enzymu stwierdzono w przypadku [-galaktozydazy
z Aspergillus niger immobilizowanej na zywicy jonowymiennej [Prenosil i wsp., 1987]. Powyzszego
efektu nie odnotowano podczas syntezy galaktooligosacharyddw z laktozy z udziatem p-galaktozydazy
z Aspergillus oryzae unieruchomionej na tkaninie bawetnianej [Albayrak i Yang, 2002], ani w trakcie
otrzymywania N-acetylolaktozoaminy za pomocg immobilizowanej na Eupergicie C [-galaktozydazy
z Bacillus circulans [Hernaiz i Crout, 2000]. Unieruchomiona B-galaktozydaza z B. circulans wykazywata
wiekszg efektywnos¢ i regioselektywno$¢ w poréwnaniu z wolnym enzymem. Podobnie w przypadku
B-glukozydazy z migdata, unieruchomionej za posrednictwem aldehydu glutarowego na albuminie, nie
tylko nie stwierdzono negatywnego wptywu immobilizacji na wydajno$¢ syntezy, ale wrecz
zaobserwowano znaczne polepszenie aktywnoSci syntetycznej w poréwnaniu z wolnym enzymem
[Ravet i wsp., 1993]. Na uwage zastuguje tez niecodzienna strategia zastosowana podczas
otrzymywania tGOS z laktozy za pomocq [(-galaktozydazy z Aspergillus oryzae [Chen i wsp., 2001].
Biokatalizator uwigziono w odwrotnych micelach AOT/izooktanu, co pozwolito uzyska¢ wiekszg

wydajno$¢ syntezy oligosacharydéw w poréwnaniu z przemiang prowadzong w $rodowisku wodnym.
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3.2.Wolne komorki

Jednym z wariantéw unieruchamiania enzymow jest zamykanie ich w otoczkach z membran
pdiprzepuszczalnych. W wielu przypadkach role takiej membrany petni¢ moze btona cytoplazmatyczna
komoérki, w ktorej wystepuje dany enzym [Chmiel, 1998]. Szczegdlnie przydatne jako biokatalizatory
komdrkowe sg bakterie oraz drozdze, ktére mozna selekcjonowac pod katem pozadanej aktywnosci
enzymatycznej i/lub modulowac ich metabolizm za pomocg zmian warunkéw hodowli, a takze poprzez
manipulacje genetyczne wprowadzac do ich wnetrza obce enzymy a nawet cate uktady enzymatyczne.

Zastosowanie komorek drobnoustrojow do katalizowania bioprocesow nie jest nowoscia,
bowiem juz najwcze$niejsze przemiany biotechnologiczne, takie jak fermentowanie mleka, ciasta,
surowcow ro$linnych, wytwarzanie piwa czy wina, zachodzity dzieki aktywnosci metabolicznej zywych
mikroorganizmow. Wspdtczesnie wykorzystywany jest rowniez potencjat katalityczny jednego lub kilku
enzymow wystepujacych wewnatrz komdrek drobnoustrojéw. Biokatalizatory komérkowe zyskujg coraz
wieksze znaczenie, ze wzgledu na mozliwoS¢ prowadzenia za ich posrednictwem wieloetapowych
transformaciji, brak koniecznosci regeneracji kofaktoréw, obnizenie kosztébw procesdéw zwigzane
z pominieciem etapu izolacji i oczyszczania wybranego enzymu, a takze, w wielu przypadkach, brak
konieczno$ci podtrzymywania aktywnosci zyciowej komorek [Klibanov, 1983]. Enzymy pozostajace w
naturalnym srodowisku wewnatrz komorki posiadajg czesto wigkszg stabilno$¢, niz czyste enzymy,
poniewaz sg W mniejszym stopniu narazone na stres oksydacyjny oraz dziatanie nieprzyjaznych
warunkow otoczenia. Trudnosci zwigzane ze stosowaniem catych komorek wynikajg przede wszystkim
Z ograniczonego transportu masy przez bariere Sciany i btony komérkowej, powstawania licznych
produktow ubocznych, niebezpieczenstwa zanieczyszczer mikrobiologicznych oraz lizy komérek
[Klibanov, 1983]. Problemowi wymiany masy mozna przeciwdziata¢ poprzez permeabilizacje komdrek
[Felix, 1982], a takze konstruowanie uktadow nadekspresji powodujgcych wydzielanie
rekombinantowych enzymdw na zewnatrz komérki (np.: wydzielanie rekombinantowej -galaktozydazy
z Pyrococcus woesei przez komorki Pichia pastoris [Wanarska, 2005] lub glukoamylazy z Arxula
adeninivorans przez Kluyveromyces lactis [Salani i Bianchi, 2006]) lub zakotwiczenie enzyméw na
powierzchni komérek gospodarzy [Fuijita i wsp., 2002; Ryckaert i wsp., 2005]. Modyfikacje genetyczne
poszerzajg rowniez spektrum mozliwosci wykorzystania komorek mikroorganizmow. Przykfady nowych

zastosowan wolnych komérek bakterii, drozdzy oraz grzybdw przedstawiono w tabeli 3.1.

3.3. Immobilizowane komorki
Unieruchomione komoérki, podobnie jak unieruchomione enzymy, pozwalajg na prowadzenie
procesu biotechnologicznego w sposob ciagty oraz wielokrotne wykorzystanie tak przygotowanego

biokatalizatora. Namnazanie komorek wewnatrz nosnika prowadzi do zwiekszenia ich gestosci
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w mieszaninie reakcyjnej, co zwigksza szybkos¢ reakcji i poprawia produktywnosc¢ ztoza, a to z kolei
umozliwia zmniejszenie rozmiaru reaktorow i utatwia kontrole bioprocesu. Immobilizacja upraszcza
separacje produktu od biokatalizatora, zapobiega wyptukiwaniu komorek z wnetrza reaktora, zapewnia
lepszg stabilno$¢ genetyczng mikroorganizmom rekombinowanym, chroni komérki przed uszkodzeniem
mechanicznym [Groboillot i wsp., 1994; Kolot, 1981 a; Willaert i Baron, 1996] oraz w przypadku
nosnikow krzemionkowych zabezpiecza komérki podczas dtugotrwatego przechowywania w fagodnych
warunkach, bez konieczno$ci zamrazania czy liofilizacji [Alvarez i wsp., 2007; Desimone i wsp., 2006].
Immobilizowane biokatalizatory nie sg jednak wolne od wad. Zwigzanie ze ztozem utrudnia wymiane
masy pomiedzy komérkg a $rodowiskiem reakcji. Ograniczenia te zalezg od zastosowanej metody
immobilizacji (w szczegoino$ci putapkowania i mikrokapsutkowania), typu, struktury i wielkosci ziaren
nosnika, stezenia komdrek w no$niku oraz charakterystyki hydrodynamicznej prowadzonego procesu
[Groboillot i wsp., 1994]. Nieefektywny transport masy moze skutkowa¢ obnizeniem wydajno$ci
biokonwersji, zmianami w morfologii, fizjologii oraz metabolizmie mikroorganizméw, a takze
nierownomiernym namnazaniem si¢ komorek wewnatrz ztoza [Groboillot i wsp., 1994]. Z kolei
nadmierny wzrost drobnoustrojéw, jak réwniez niewystarczajgca wytrzymatoS¢ mechaniczna
i chemiczna no$nika, mogq prowadzi¢ do jego zniszczenia i uwolnienia komérek do srodowiska reakcji.
Zbyt wysoki koszt ztoza lub procedury immobilizacji moze uczyni¢ biokatalizator nieprzydatnym do
stosowania w duzej skali [Willaert i Baron, 1996]. Pomimo wymienionych ograniczen, unieruchomione
komérki drobnoustrojow znajdujg coraz wiecej rozmaitych zastosowan (Tabela 3.2.).

,Rusztowanie” odpowiednie dla immobilizacji drobnoustrojow powinna cechowa¢ zdolnos¢
wigzania duzej ilosci komorek, znaczna porowato$¢, odporno$¢ na dziatanie mikroorganizmoéw,
stabilno$¢ w podwyzszonej temperaturze (wtasciwo$¢ niezbedna podczas jatowienia nosnika) i przy
podwyzszonym cisnieniu, stabilno$¢ w pH, w ktérym przebiega proces, stosunkowo niska cena oraz
mozliwos¢ regeneracji. W przypadku przemian wymagajacych zachowania zywotnosci komorek, no$nik
musi by¢ nietoksyczny dla drobnoustrojow i nie moze zmienia¢ ich metabolizmu [Kolot, 1981 a]. Znane
sq jednak przyktady stosowania szkodliwej dla komérek metody putapkowania w Zelu
poliakrylamidowym [Hamachander i wsp., 2001; Manolov i wsp., 1995]. Poniewaz osadzanie komérek
na roznorodnych ztozach powodujg te same rodzaje interakcji, co w przypadku unieruchamiania
enzymow, w badaniach dotyczacych immobilizowanych komérek wykorzystywane sg zwykle jednakowe
nosniki (Rysunek 3.1.). Niekiedy zastosowanie znajdujg rowniez nietypowe materiaty,
na przyktad: zel glutenowy [Chien i wsp., 2001], wetna naturalna [Krastanov, 1997], przedza bawetniana
pokryta polietylenoiming [Melo i D'Souza, 1999], tkanina poliestrowa [Koziarz i Yamazaki, 1998],

widknina poliestrowa i pianka celulozowa [Yokoi i wsp., 1997], pianka poliwinyloformolowa [Doronina
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i wsp., 2006], membrana poliakrylaminowa i polisulfonowa aktywowana formaldehydem
[Dobreva i wsp., 1998] i wiele innych [Willaert i Baron, 1996].

Najczescie] stosowang metodq unieruchamiania komorek jest putapkowanie w zelach,
szczegolnie alginianowych i karagenowych. Wymienione polimery sg nietoksyczne, niedrogie,
stosunkowo fatwo nada¢ im wygodng forme kulistych granul oraz zostaty dopuszczone do stosowania w
przemys$le spozywczym i farmaceutycznym. Putapkowanie pozwala uzyska¢ bardzo wysokg gesto$¢
komdrek wewnatrz matrycy, ogranicza jednak transport masy pomiedzy komorkg a medium reakcyjnym,
a same nosniki posiadajg zwykle niewielkq wytrzymatos¢ mechaniczng. Mogg ponadto uwalnia¢
unieruchomione komérki do Srodowiska [Groboillot i wsp., 1994; Willaert i Baron, 1996].

Ws$rdd metod immobilizacji powierzchniowej najwigksze znaczenie w odniesieniu do
unieruchamiania mikroorganizméw majg techniki adsorpcyjne [Kolot, 1981 a, b]. Ostatnio szczegdlnie
chetnie stosowanym przez badaczy nosnikiem jest pianka poliuretanowa [de Ory i wsp., 2006]. W je]
strukturze komorki zatrzymywane sg jednoczesnie w wyniku adsorpcji, agregacji we wgtebieniach oraz
utrzymywania sie¢ w obszarach, gdzie przeptyw medium reakcyjnego jest silnie ograniczony [Willaert
i Baron, 1996]. Gesto$¢ komarek unieruchomionych na tym no$niku jest mniejsza, niz wewnatrz Zeli, ale
pianka poliuretanowa charakteryzuje sie wiekszg stabilnoSciq mechaniczng oraz nie zatrzymuje w
porach gazowych metabolitbw komorek. Kowalencyjne taczenie komoérek z nierozpuszczalnymi
matrycami jest technikq stosowang rzadziej, co wynika z budowy chemicznej scian i bton komérkowych
(gtéwnie fosfolipidy, glikolipidy oraz sacharydy, niewielka ilo$¢ biatek) oraz z toksycznego dziatania
odczynnikow wigzacych na komorki. Do unieruchamiania komérek na powierzchni  nosnikdéw
wykorzystuje sie coraz czesciej specyficzne oddziatywania. Takg mozliwo$¢ stwarza eksponowanie na
powierzchni  rekombinowanych drobnoustrojow domen silnie wigzacych sie do celulozy (CBD),
wprowadzanych do komodrek technikami inzynierii genetycznej [np.. Kyla-Nikkila i wsp., 2010;
Lehtid i wsp., 2001; Wang i wsp., 2001]. Z kolei na nosnikach o powierzchni modyfikowane;
konkanawaling A efektywnemu unieruchomieniu ulegajgq komérki drozdzy, ktérych $ciana komérkowa
bogata jest w mannany specyficznie oddziatujgce z wymieniong lektyng [Ramakrishna i Prakasham,
1999]. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze zadna z metod immobilizacji komérek na powierzchni nie
zapobiega zjawisku uwalniania ich do $rodowiska [Willaert i Baron, 1996].

Bariere oddzielajacg komorki od medium reakcyjnego stanowi¢ mogg réwniez membrany
potprzepuszczalne. Warianty tej metody obejmujg zamykanie komérek w przestrzeni pomiedzy dwiema
membranami np. w reaktorach membranowych, formowane potprzepuszczalnej otoczki naokoto
komérek bezposrednio podczas immobilizacji (mikrokapsutkowanie) lub unieruchamianie komérek w
jednej z dwdch niemieszajacych sie substanciji (na przyktad: dekstran/woda, poli(glikol etylenowy)/woda,

poli(glikol etylenowy)/dekstran), przy czym biotransformacja przebiega w warstewce na granicy faz
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[Willaert i Baron, 1996]. Bardzo popularna technika mikrokapsutkowania polega na putapkowaniu
komdrek w alginianie wapnia, powlekaniu granul warstewkg chitozanu lub poli-L-lizyny, nastepnie
warstewka alginianu sodu, a na koncu rozpuszczaniu zelu alginianowego za pomocg cytrynianow,
fosforanéw lub EDTA. Mikrokapsutki uzyskuje sie takze wkraplajac zawiesing komorek w chlorku
wapnia do wodnego roztworu alginianu sodu [Chang, 2005; Orive i wsp., 2006; Park i Chang, 2000].
Powaznym problemem w przypadku mikrokapsutkowania jest wykazywana wzgledem komorek
toksyczno$¢ niektérych odczynnikdw wykorzystywanych podczas immobilizacji [Park i Chang, 2000].
Membrany pdiprzepuszczalne stosunkowo efektywnie przeciwdziatajg wyciekaniu komoérek do
otoczenia, ale utrudniajg wymiang masy z medium reakcyjnym [Willaert i Baron, 1996].

Unieruchamianie komérek bez uzycia odrebnego noénika polega na samoczynnej lub
indukowanej odczynnikami chemicznymi (na przyktad: kationy wielowartosciowe: Mg2+, Ca2*: Al3* Fe3*;
polielektrolity: chitozan, poli-L-lizyna; aldehyd glutarowy, sproszkowany weglan wapnia, tlenek zelaza
i inne) agregacji komérek. Naturalng zdolno$¢ do formowania agregatéw wykazujg komorki niektérych
gatunkdw bakterii, drozdzy, grzybow, alg, a takze ro$lin i zwierzat. Ceche tg mozna nada¢ komédrkom
metodami inzynierii genetycznej lub wzmocni¢ na drodze selekcji flokulujgcych szczepow
[Willaert i Baron, 1996].

3.4.Permeabilizacja komorek

Sciana i blona komdrkowa stanowig bariere oddzielajaca wnetrze komérki od otaczajacego ja
srodowiska. Niektore czasteczki za sprawg mechanizméw transportu aktywnego mogq przenika¢ do
komorki, transfer innych jest natomiast bardzo ograniczony lub wrecz niemozliwy. Na pokonanie tej
przeszkody pozwala zastosowanie procedury permeabilizacji, podczas ktdrej nastepuje naruszenie
struktury btony cytoplazmatycznej i/lub $ciany komorkowej, ale nie dochodzi do lizy komérki czy
zniszczenia uktadéw wewnatrzkomorkowych [Felix, 1982].

Komérki ulegaja permeabilizacji pod wptywem szeregu czynnikdw chemicznych lub fizycznych
(Rysunek 3.2.). Permeabilizacji mogg by¢ poddawane bakterie gramdodatnie i gramujemne, drozdze,
grzyby, algi, komérki ro$linne i zwierzece. Wybo6r metody permeabilizacji zalezy przede wszystkim od
budowy Sciany ilub btony komdrkowej organizmu. W przypadku bakterii gramujemnych wiele uwagi
poswiecono znalezieniu substancji powodujgcych naruszenie jedynie bfony zewnetrznej drobnoustroju
(na przyktad: kwas mlekowy, kwas cytrynowy, EDTA, chitozan, polietylenoimina, niektore detergenty
i rozpuszczalniki organiczne) [Alakomi i wsp., 2000; Bansal-Mutalic i Gaikar, 2003; Céanovas i wsp.,
2005; Helander i Mattila-Sandholm, 2000; Helander i wsp., 2001]. Odczynniki te sq bowiem szczegoinie
przydatne podczas wykorzystywania aktywnosci lub pozyskiwania enzyméw zlokalizowanych
w przestrzeni peryplazmatycznej komdrki [Bansal-Mutalic i Gaikar, 2003].
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CEL PRACY

Rekombinantowa [3-galaktozydaza z Pyrococcus woesei (Pwpgal) jest wysoce termostabilnym
enzymem, wykazujacym najwyzszg aktywno$¢ hydrolityczng w temperaturze 93°C i pH 5,4 [Synowiecki
i Maciunska, 2002]. Dotychczas wykazano przydatno$¢ roztworow podczyszczonej Pwfgal lub enzymu
unieruchomionego w zelu chitozanowym [Wanarska, 2005], na chitynie [Dabrowski i wsp., 2000]
lub Zelu krzemionkowym modyfikowanym aminopropylotrietoksysilanem [Wotosowska, 2006],
do katalizowania hydrolizy laktozy. Zaobserwowano réwniez zdolno$¢ tego biokatalizatora
do syntetyzowania oligosacharydéw z laktozy [Wanarska, 2005]. Celem obecnej pracy byto zbadanie
mozliwo$ci zastosowania Pwpgal do katalizowania reakcji odwrotnej hydrolizy i/lub transglikozylacji.
Ponadto, podjeto probe opracowania mozliwie najmniej kosztownego sposobu immobilizacii
termostabilnego enzymu oraz poréwnanie aktywno$ci syntetycznej uzyskanego(ych) preparatu(éw)

z aktywno$cig Pwpgal w roztworze.
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CZESC EKSPERYMENTALNA
4. Materiaty i metody

4.1.Szczepy mikrobiologiczne, podstawowe materiaty i odczynniki

Mikroorganizmy

a

]

Escherichia coli BL21(DE3) transformowana wektorem zawierajgcym gen termostabilne]
B-galaktozydazy z hipertermofiinego archeona Pyrococcus woesei, wklonowanym za
posrednictwem miejsc rozpoznawanych przez restrykcyjne endonukleazy Kpnl oraz Hindlll do
plazmidu pET-30LIC z sekwencjg kodujacg odpornos¢ na dziatanie kanamycyny [Synowiecki
i Maciunska, 2002]

Pichia pastoris GS115, ktorej genomowe DNA zostato zmodyfikowane DNA rekombinantowego
plazmidu zawierajacego gen termostabilnej B-galaktozydazy z Pyrococcus woesei (pGAPZ[3-
gal) [Wanarska, 2005]; ekspresja genu termofilnej -galaktozydazy w tym uktadzie nastepowata
konstytutywnie; szczep zostat zaprojektowany, przygotowany i udostepniony do badan przez

drinz. Marte Wanarska

Podloza mikrobiologiczne

]

a

a

a

podtoze LB (ptynne): 10 g peptonu K, 5 g ekstraktu drozdzowego (BTL, Polska) oraz 10 g NaCl
(POCH S.A., Polska) rozpuszczano w 1 dm3 wody destylowanej; pH podioza doprowadzano do
warto$ci 7,2 za pomocg 2 M roztworu NaOH

podtoze YPD (ptynne): 10 g peptonu K, 10 g ekstraktu drozdzowego rozpuszczano w 0,8 dms3
wody destylowanej; pH poditoza doprowadzano do wartosci 6,0 za pomocg 1 M roztworu
H2SO4; przed uzyciem do pozywki dodawano 0,2 dm3 jatowego wodnego 20% (w/v) roztworu
glukozy

podtoza state LB i YPD zawieraty dodatkowo 20 g agaru (BTL, Polska)

kanamycyna (Fluka): wodny roztwor podstawowy 50 mg/cm?3

zeocyna 100 mg/cm3 (Invitrogen)

Podtoza mikrobiologiczne oraz roztwér glukozy autoklawowano (121°C, 20 min), natomiast roztwory

antybiotykow saczono przez jatowe filtry strzykawkowe o Srednicy poréw 0,22 um (Whatman).

Substraty do reakcji_enzymatycznych: o-nitrofenylo-3-D-galaktopiranozyd, laktoza (Fluka), fruktoza

(Ubichem, Wielka Brytania)

Wzorce sacharydéw do HPLC: glukoza, galaktoza, laktoza, laktuloza (Fluka), fruktoza (Ubichem, Wielka

Brytania)
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Nosnik enzymu i komérek: alginian sodu (Aldrich), chlorek wapnia (POCH S.A., Polska)

Substancje permeabilizujgce: etanol, izopropanol, glicyna, kwas mlekowy (POCH S.A., Polska), kwas

cytrynowy (Standard, Polska)

Sktadniki buforéw: kwas octowy 99,5%, octan sodu, dwuzasadowy fosforan (V) sodu, jednozasadowy

fosforan (V) sodu, kwas borowy, czteroboran sodowy, kwas fosforowy (V) (POCH S.A., Polska)

Pozostate odczynniki: 1-N-fenylonaftyloamina, akrylamid, N,N’-metylenobisakrylamid, ditiotreitol, jodek

propidyny, nadsiarczan amonu, SDS (sél sodowa siarczanu dodecylu), TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametyloetylenodiamina), tlenek glinu typ A-5, Trizma Base (Sigma), azotan srebra,
tiosiarczan sodu, weglan sodu (POCH S.A., Polska), acetonitryl, zel krzemionkowy SiGel 60H
(Merck Sp. z 0.0., Polska), Coomassie Briliant Blue G250 i R250 (Fluka),

4.2. Aparatura

o zestaw HPLC LaChrom (Merck Hitachi, Japonia): Rl Detector L-7490, Interface
D-7000, Pump L-7100, Autosampler L-7200, Column Oven L-7300

o taznia wodna ThermoHaake DC 10, taznia glicerynowa ThermoHaake DC 30 (ThermoHaake,
Niemcy)

o wstrzagsarka wodna Elpin+ typ 357 (Elpin Plus S.C., Polska)

o wstrzasarka powietrzna (Forma Scientific Inc., USA)

o spektrofotometr Helios Alpha (Thermo Spectronic, Anglia)

o spektrofluorymetr Perkin-Elmer LS-5B (Perkin-Elmer, USA)

o wiréwki laboratoryjne: Eppendorf 5415 D (Eppendorf, Niemcy), MPW-350R (MPW Medical
Instruments, Polska), Sigma 6K15 (Sigma)

o suszarka laboratoryjna z regulacjg temperatury (Binder)

4.3.Postepowanie doSwiadczalne
4.3.1. Przygotowanie komorek Escherichia colii Pichia pastoris

Komérki rekombinowanej Escherichia coli wysiewano na ptytki z jatowym podtozem statym LB z
kanamycyng (50 pg/cm3) i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Pojedynczg kolonig
zaszczepiano 100 cm3 jatowego ptynnego podtoza LB z kanamycyng (50 pg/cm?) i inkubowano przez
noc w 37°C bez dodatkowego napowietrzania w termostatowanej wstrzasarce powietrznej
(180 cykli/min). 10 cm3 hodowli przenoszono w jatowych warunkach do 1 dm3 podioza LB bez

kanamycyny i inkubowano w opisanych powyzej warunkach przez 24 godziny.
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Komorki rekombinowanej Pichia pastoris wysiewano na ptytki z jatowym podtozem statym YPD
z zeocyng (100 pg/cm3d) i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Pojedynczg kolonig
zaszczepiano 100 cm3 jatowego ptynnego podtoza YPD z zeocyng (100 pg/cm3) i inkubowano przez
noc w 30°C bez dodatkowego napowietrzania w termostatowanej wstrzasarce powietrznej
(180 cykli/min). 10 cm3 hodowli przenoszono w jatowych warunkach do 1 dm?3 podioza YPD bez
zeocyny i inkubowano w opisanych powyzej warunkach przez 24 godziny.

Biomase bakteryjna/drozdzowg wirowano (5000xg, 15 min), przemywano solg fizjologiczng

(0,9% w/v NaCl) lub odpowiednim buforem i ponownie wirowano (8800xg, 15 min).

4.3.2. lzolacja i oczyszczanie termofilnej B-galaktozydazy

Rekombinantowq [B-galaktozydaze z Pyrococcus woesei (Pwpgal) izolowano i oczyszczano
zgodnie z procedurg zaproponowang przez Synowieckiego i Maciunska [2002].

1 g biomasy bakteryjnej zamrozonej w temperaturze —20°C rozcierano z 2 g tlenku glinu
(Alumina A5) w chtodzonym mozdzierzu przez 15 min, dodajac stopniowo 7 cm® 10 mM buforu
fosforanowego o pH 7,2 zawierajacego 1 mM ditiotreitol. Otrzymany homogenat wirowano (8800 x g,
15 min, 4°C), a uzyskany ekstrakt bezkomorkowy ogrzewano w tazni wodnej (15 min, 85°C) w celu
stracenia termolabilnych biatek mezofilnego gospodarza, ktére oddzielano przez wirowanie (8800xg,
15 min, 4°C). Pozostajacgq w supernatancie termostabilng B-galaktozydaze stracano, dodajac powoli
i ciggle mieszajac aceton (1:2 v/v). Po okoto 15 min enzym oddzielano na nuczy filtracyjnej ze spiekiem
porcelanowym S3 pod obnizonym ci$nieniem, przemywano zimnym acetonem (-5°C) i suszono
w temperaturze otoczenia. Preparat przechowywano w szczelnie zamknigtym pojemniku

w temperaturze 4°C.

4.3.3. Permeabilizacja komérek E. coli i P. pastoris oraz okreslanie zmian przepuszczalnosci bton

komorkowych

Btone cytoplazmatyczng komérek drozdzy Pichia pastoris oraz btone cytoplazmatyczng i/lub
zewnetrzng komorek bakterii Escherichia coli permeabilizowano metodg chemiczna, stosujac: etanol
i izopropanol (10-75% v/v) w przypadku P. pastoris oraz etanol, izopropanol (5-50% viv), kwas
cytrynowy, kwas mlekowy (1-20 mM) lub glicyne (0,5-5% wiv) w przypadku E. coli. Dziatanie substancji
permeabilizujgcych poréwnano z wptywem podwyzszonej temperatury (50-100°C) na integralno$¢ bton
komdrek E. coli i P. pastoris. Przy wyborze substancji permeabilizujgcych, ich stezen, temperatury
i czasu dziatania kierowano sie wynikami prac innych autoréw [Canovas i wsp., 2005].
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1 cm3 zawiesiny komorek o stezeniu 50 mg/cm? inkubowano przez 15 min w a) wodnym
roztworze danego czynnika permeabilizujagcego w temperaturze otoczenia lub b) soli fizjologicznej w
danej temperaturze, nastepnie wirowano (6000xg, 3 min), przemywano solg fizjologiczna, ponownie
wirowano (6000xg, 3 min) i zawieszano w 1 cm3 soli fizjologicznej. Tak przygotowane komérki
stosowano do dalszych oznaczen.

Zawiesine permeabilizowanych lub traktowanych termicznie komorek rozcienczano
odpowiednio 50 mM buforem octanowym o pH 54 i oznaczano aktywno$¢ [-galaktozydazy
wykazywang przez komorki.

W celu okreslenia iloSci biatka wyciekajacego z komorek po permeabilizacji lub dziataniu
temperatury, zawiesine komorek inkubowano przez 2 godz we wstrzasarce powietrznej (temperatura
otoczenia, 150 cykli/min), po czym wirowano (10000xg, 3 min) i w supernatancie metodg Bradford
oznaczano stezenie biatka (podrozdziat 4.3.6.3.).

Zmiany przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej komérek bakteryjnych i drozdzowych
oznaczano na podstawie wzrostu intensywnosci fluorescenciji jodku propidyny (Pl) przenikajacego przez
naruszong bfone i interkalujgcego do kwaséw nukleinowych we wnetrzu komérek. 0,05 cm?® zawiesiny
komoérek (5 mg/cm?), 0,45 cm? soli fizjologicznej oraz 0,5 cm? 30 uM jodku propidyny (3 mM roztwér
podstawowy Pl w etanolu rozcieficzano solg fizjologiczng do stezenia 30 pM) mieszano, inkubowano w
ciemnosci przez 15 min i mierzono fluorescencje mieszaniny przy dtugosci fali emisji réwnej 635 nm
(dtugos¢ fali wzbudzenia 485 nm, szeroko$¢ szczeliny 5 nm) [Ganzle i Vogel, 2001].

Zmniejszenie integralnosci btony zewnetrznej komérek E. coli oznaczano na podstawie wzrostu
intensywnosci fluorescencji 1-N-fenylonaftyloaminy (NPN) wchodzacej w interakcje z tancuchami
lipidowymi lipopolisacharydéw i fosfolipiow uszkodzonej btony [Canovas i wsp., 2005; Helander i Matilla-
Sandholm, 2000]. 0,02 cm?® zawiesiny komorek (2,5 mg/cm3), 0,48 cm3 soli fizjologicznej oraz 0,5 cm?3
20 pM 1-N-naftylofenyloaminy (10 mM roztwor podstawowy NPN w etanolu rozcienczano solg
fizjologiczng do stezenia 20 uM) mieszano i natychmiast mierzono fluorescencje mieszaniny przy
dtugosci fali emisji rownej 420 nm, przy czym dtugo$¢ fali wzbudzenia wynosita 340 nm, a szeroko$¢
szczeliny 2,5 nm [Ganzle i Vogel, 2001].

Wszystkie oznaczenia wykonywano w trzech powtorzeniach. Uzyskane wyniki porownywano z
wartosciami otrzymanymi dla zawiesiny komodrek nie poddanej permeabilizacji ani dziataniu

temperatury.
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4.3.4. |mmobilizacja preparatu 3-galaktozydazy z P. woesei oraz komorek rekombinowanej E. coli
4.3.4.1. Putapkowanie enzymu lub komérek w alginianie wapnia

Do 10 cm3 4,5% roztworu alginianu sodu w soli fizjologicznej dodawano 5 cm? roztworu
enzymu/zawiesiny bakterii w soli fizjologicznej. Mieszanine wkraplano za pomocg strzykawki z igtg o
Srednicy wewnetrznej 0,5 mm do 2% w/v CaCl,. Otrzymane w ten sposéb granule utwardzano w w/w
roztworze przez 4 godz w temperaturze otoczenia. Preparat nastepnie sgczono, przemywano wodg
destylowang oraz solg fizjologiczng i przechowywano w soli fizjologicznej w temperaturze 4°C.
Bezposrednio przed uzyciem preparat ptukano wodq destylowang oraz 50 mM buforem octanowym o

pH 5,4, rozktadano cienkg warstwg na bibule i osuszano przez 15 min w temperaturze otoczenia.

4.3.4.2. Optymalizacja warunkdw unieruchamiania enzymu oraz komorek

Dobierajac dogodne warunki immobilizacji podczyszczonej Pwpgal lub komérek Escherichia
coli z Pwpgal, badano wptyw zmiennych parametréw unieruchamiania na aktywno$¢ [3-galaktozydazy
wykazywang przez uzyskane preparaty. Warunki unieruchamiania enzymu i bakterii optymalizowano
uwzgledniajac:

o procentowo$¢ alginianu wapnia (1-5% alginian wapnia; 2% w/v CaClz; 30 mg/cm3 komérek lub
0,5 mg/cm?3 enzymu; 4 godz),

o stezenie roztworu chlorku wapnia (0,5-5% w/v CaClz; 2% alginian wapnia; 30 mg/cm? komérek
lub 0,5 mg/cm? enzymu; 4 godz),

o czas utwardzania granul ztoza (2-12 godz; 3% alginian wapnia; 2% w/v CaClz; 30 mg/cm3
komérek lub 0,5 mg/cm3 enzymu),

o wielko$¢ granul ztoza (Srednica granuli: 2-5 mm; 3% alginian wapnia; 2% w/v CaClz; 30 mg/cm3
komérek lub 0,5 mg/cm? enzymu; 4 godz); $rednice granul mierzono za pomocg suwmiarki z
wySwietlaczem cyfrowym; granule réznej wielko$ci otrzymywano wkraplajgc mieszanine
alginianu sodu i enzymu/bakterii przez igty o $rednicach wewnetrznych rownych 0,5-2 mm,

o stezenie roztworu enzymu lub zawiesiny bakterii w ptynnym alginianie sodu (1-250 mg/cm3

komérek lub 0,25-6 mg/cm?3 enzymu; 3% alginian wapnia; 2% w/v CaCly; 4 godz).

4.3.4.3. Modyfikacje alginianowego nosnika enzymu lub komérek E. coli
Zbadano takze mozliwo$¢ polepszenia wiasciwo$ci mechanicznych ztoza alginianowego w
wyniku modyfikaciji jego sktadu/sposobu immobilizacji. Zaproponowano nastepujace modyfikacje:
a Pwpgal unieruchomiono w 5% alginianie wapnia,
a Pwpgal unieruchomiono w 5% alginianie wapnia, po czym granule utwardzano w 2% w/v CaCl

zawierajacym 2% aldehydu glutarowego,
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a komorki E. coli unieruchomiono w 5% alginianie wapnia,

a komérki E. coli unieruchomiono w 3% alginianie wapnia, ale medium reakcyjne wzbogacono w
1 mM CaCly,

a komérki E. coli unieruchomiono w 3% alginianie wapnia; granule nastepnie pokryto warstewka
chitozanu (0,8% w/v roztwor chitozanu w 0,5% kwasie octowym; 3 godz), a chitozan
usieciowano aldehydem glutarowym (2% wodny roztwér aldehydu glutarowego, 3 godz),

a komérki E. coli unieruchomiono w no$niku alginianowo-chitozanowym; zawiesine bakterii w 3%
alginianie sodu wkraplano do 0,8% w/v roztworu chitozanu w 0,5% kwasie octowym
zawierajacego 2% w/v CaCly; po 5 godz granule przenoszono do 2% aldehydu glutarowego
i sieciowano przez 2 godz,

a komorki E. coli unieruchomiono w no$niku zawierajgcym 3% alginianu wapnia i 2% zelu
krzemionkowego [Konsoula i Liakopoulou-Kyriakides, 2006],

a komorki E. coli unieruchomiono w no$niku zawierajacym 3% alginianu wapnia i 2% tlenku glinu.

Stabilnos¢ uzyskanych ztéz sprawdzono poprzez ich wielokrotne wykorzystanie w reakcji syntezy
laktulozy (podrozdziat 4.3.7.3.).

4.3.5. Oznaczanie aktywnosci B-galaktozydazy wykazywanej przez rézne formy Pwpgal

Aktywnos$¢ [B-galaktozydazy oznaczano zmodyfikowang metodg Craven'a [1965] okreslajac
spektrofotometrycznie ilos¢  o-nitrofenolu  uwalnianego podczas hydrolizy  o-nitrofenylo-B-D-
galaktopiranozydu (oNPBGal) w wybranym buforze.

2,5 cm? 5 mM roztworu oNPBGal w 50 mM buforze octanowym o pH 5,4 umieszczano w
zamykanych probdwkach szklanych, preinkubowano w tazni wodnej w temperaturze 70°C przez 2 min,
po czym dodawano 0,5 cm3 roztworu enzymu lub zawiesiny komorek i prowadzono reakcje przez 3 min
w 70°C. Hydrolize zatrzymywano przez schtodzenie probéwek w wodzie z lodem i dodanie 1 cm3 1 M
roztworu Na2,COs. W przypadku zawiesiny komérek mieszanine reakcyjng wirowano (10000xg, 1 min)
w celu oddzielenia komérek od hydrolizatu. Pomiaru absorpcji prébek dokonywano przy dtugosci fali
420 nm wzgledem proby odniesienia, zawierajacej 0,5 cm3 50 mM buforu octanowego zamiast roztworu
enzymu lub zawiesiny bakterii.

Aktywno$¢ hydrolityczng preparatow immobilizowanego enzymu lub komorek wzgledem
oNPBGal oznaczano w nastepujacy sposéb: 0,5 cm3 50 mM buforu octanowego o pH 5,4 i 2,5 ml 5 mM
roztworu oNPBGal w tym buforze preinkubowano w zakrecanych probowkach szklanych w
termostatowanej wstrzasarce wodnej (70°C, 2 min), po czym dodawano porcje ztoza o znanej masie

(okoto 40 mg) i prowadzono reakcje przez 3 min (130 cykli/min, amplituda 4). W celu zatrzymania
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reakcji probowki schtadzano w wodzie z lodem. Bezposrednio przed pomiarem absorpcji do probdwek
dodawano 1 cm® 1 M NaxCOs, oddzielano granule zloza, a mieszanine poreakcyjng wirowano
(10000xg, 1 min). Pomiaru absorpcji probek dokonywano przy dtugo$ci fali promieniowania rowne;
420 nm, wzgledem proby odniesienia, do ktorej nie wprowadzano granul biokatalizatora.

Absorbancje roztwordw przeliczano na stezenie o-nitrofenolu stosujgc molowy wspotczynnik
absorpcji o-nitrofenolu wynoszacy 4500 M-'-cm-. Jako jednostke aktywnosci -galaktozydazy przyjeto
mase biokatalizatora (enzymu, komérek E. coli lub P. pastoris, preparatu immobilizowanego enzymu lub
komoérek) konieczng do uwolnienia 1 umola o-nitrofenolu z oNPBGal w czasie 1 min w opisanych

warunkach reakcji. Aktywnos¢ 3-galaktozydazy obliczano ze wzoru:

gdzie:

As20 — absorbancja mieszaniny poreakcyjnej przy dtugosci fali rbwnej 420 nm
&20 — molowy wspdtczynnik absorpcji o-nitrofenolu (4500 M-'cm-)

v» — koficowa objetos¢ probki (4 cm3) [dm3]

m — masa enzymu/komorek bakteryjnych/granul ztoza [g]

t — czas reakcji enzymatycznej [min]

d - grubos¢ warstwy absorbujacej promieniowanie (1 cm) [cm]

4.3.6. Poréwnanie wlasciwosci réznych form Pwpgal

W celu poréwnania wasciwosci réznych postaci biokatalizatora (podczyszczonej
rekombinantowej [-galaktozydazy z P. woesei, komoérek E. coli lub P. pastoris z Pwpgal,
immobilizowanego enzymu lub komorek), okreslono wptyw temperatury i pH Srodowiska na aktywnos¢
B-galaktozydazy wykazywang przez kazdg z form w reakcji z oNPBGal, a takze termostabilno$¢
wolnego enzymu i komérek. W przypadku wolnych komérek E. coli i P. pastoris zbadano réwniez ilos¢

biatka ,wyciekajacego” z komédrek podczas 48-godzinnej inkubacji w podwyzszonej temperaturze.

4.3.6.1. Wptyw temperatury i pH Srodowiska na aktywnos¢ (-galaktozydazy wykazywang przez rozne
formy Pwpgal
Aktywnos$¢ B-galaktozydazy oznaczano zgodnie z metodykg opisang w punkcie 4.3.5.,
modyfikujac warunki reakcji w nastepujacy sposob:
o temperatura reakcji: 50-105°C; pH 5,4 50 mM bufor octanowy; stata ilo$¢ biokatalizatora; czas
reakcji 3 min,
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o pH $rodowiska reakciji: pH 3-8; 70°C; stata ilo$¢ biokatalizatora; czas reakcji 3 min;
50 mM bufory Brittona i Robinsona w reakcjach katalizowanych przez wolny enzym/komarki,
50 mM bufor glicynowy (pH 3), 50 mM bufor octanowy (pH 4-6), 50 mM bufor boranowy

(pH 7-8) w reakcjach katalizowanych przez immobilizowany enzym/komorki.

4.3.6.2. Termostabilnos¢ biokatalizatorow

W oddzielnych probéwkach Eppendorfa umieszczano 1 cm3 roztworu Pwpgal (10 mg/cm3)/
zawiesiny komérek E. coli lub P.pastoris (10 mg/cm3) w 50 mM buforze octanowym pH 5,4 lub 1% wiv
roztworze glukozy we wspomnianym buforze, i inkubowano w termostatowanej cieplarce laboratoryjne;
w temperaturze 80 oraz 90°C przez 120 godzin. W okre$lonych odstepach czasowych pobierano prébki
biokatalizatorow, zawiesine komdrek wirowano (10000xg, 2 min) i zawieszano w 1 cm3 buforu.
Roztwory enzymu lub zawiesing komérek rozciericzano odpowiednio 100 i 10 razy buforem i 0znaczano

aktywnosS¢ -galaktozydazy wykazywang przez kazdy z biokatalizatoréw.

4.3.6.3. Oznaczenie ilosci biatka uwalnianego przez komérki E. coli i P. pastoris do $rodowiska

2,5 cm3 zawiesiny bakterii (100 mg/cm3) w 50 mM buforze octanowym o pH 5,4 umieszczano w
oddzielnych zakrecanych szklanych probowkach i inkubowano w temperaturze 80°C w termostatowanej
wstrzasarce wodnej (120 cykli/min, amplituda 3) przez 48 godzin. W okreslonych odstepach czasu
pobierano prébki zawiesiny, wirowano (10000xg, 2 min) i oznaczano w supernatancie aktywno$¢
[-galaktozydazy (zgodnie z metodyka opisang w punkcie 4.3.5) oraz zawarto$¢ biatka.

Zawarto$¢ biatka oznaczano metodq Bradford [1976]. Do probowki szklanej przenoszono
0,2 cm?® supernatantu oraz 2 c¢cm3 roztworu roboczego odczynnika Bradford. Zawarto$¢ probowki
doktadnie mieszano i po uptywie 5 min dokonywano pomiaru absorbancji mieszaniny przy A = 595 nm
wzgledem préby odniesienia, zawierajgcej 0,2 ¢cm3 buforu octanowego i 2 ¢cm3 roztworu roboczego.
Roztwor roboczy odczynnika Bradford przygotowywano przez zmieszanie 85 cm3 H2O, 3 c¢cm3 95%
etanolu, 6 c¢cm® 85% H3PO4 i 6 cm3 roztworu macierzystego odczynnika. Roztwor macierzysty
otrzymywano przez rozpuszczenie 350 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 w 100 cm?® 95% etanolu i
zakwaszenie 200 cm3 85% H3POQ4. Zawarto$¢ biatka w prébkach obliczano z réwnania regresji krzywej
wzorcowej sporzadzonej wedtug powyzszej procedury dla albuminy osocza krwi bydlecej (Sigma).
Uzyskane wyniki odniesiono do catkowitej zawarto$ci biatka w komdrkach. Wartos¢ tg oszacowano
poddajac znang mase komérek bakteryjnych/drozdzowych lizie zasadowej (2 M NaOH, 100°C, 5 min)
[Cumming i Iceton, 2001] i oznaczajac w otrzymanym lizacie, po neutralizacji 2 M HCI, stezenie biatka
(metoda Bradford).
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Biatka uwolnione z komdrek podczas inkubacji w 80°C poréwnano pod wzgledem spektrum
mas czasteczkowych z biatkami wyekstranowanymi z komérek w wyniku ich dezintegracji z aluming A5
(podrozdziat 4.3.2.). Rozdziat biatek prowadzono w 12% Zelu poliakrylamidowym w warunkach

denaturujgcych. Biatka po rozdziale barwiono azotanem srebra (podrozdziat 4.3.6.4.).

4.3.6.4. Analiza elektroforetyczna biatek

Biatka wyekstrahowane z komorek bakteryjnych i drozdzowych badano metodg elektroforezy na
zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE). Probki, po naniesieniu, wstepnie
zageszczano W zelu 5% [na 2 cm?® Zelu: woda dejonizowana 1,4 cms3, 30% roztwér akrylamidow
(na 100 cm3: akrylamid 29 g, N,N’-metylenobisakrylamid 1 g i woda) 0,33 ¢cm3, 1 M Tris-HCI pH 6,8
0,25 cm?, 10% SDS 0,02 cm3, 10% nadsiarczan amonu 0,02 cm3, TEMED 0,002 cm?], a wtasciwy
rozdziat elektroforetyczny prowadzono w 12% zelu poliakrylamidowym (na 5 cm?® Zelu: woda
dejonizowana 1,6 cm3, 30% roztwér akrylamidow 2 cm3, 1 M Tris-HCl pH 8,8 1,3 cm3, 10% SDS
0,05 cm3, 10% nadsiarczan amonu 0,05 cm3, TEMED 0,004 cm3) w buforze do elektroforezy (na 1 dm3
buforu: Trizma Base 3 g, glicyna 19 g, SDS 1 g, woda dejonizowana). Poczatkowo stosowano napiecie
rowne 70 V, ktdére po osiggnieciu przez probki granicy Zelu zageszczajacego i rozdzielajacego
zwigkszano do 150 V. Probki przed naniesieniem na zel mieszano z buforem do nanoszenia (na 5 cm3
buforu: woda dejonizowana 0,9 cm3, 1 M Tris-HCI pH 6,8 0,6 cm3, 50% gliceryna 2,5 cm?3, 10% siarczan
dodecylu 1 cm3, ditiotreitol 40 mg, btekit bromofenolowy 5 mg) w proporcji 2:1 v/v i ogrzewano w
temperaturze 105°C przez 5 min. Po zakoriczeniu rozdzielania zel barwiono przez 1 godzing roztworem
Coomassie Brilliant Blue (Coomassie Brilliant Blue R 250 0,25 g, metanol 50 c¢cm3, lodowaty kwas
octowy 10 cm3, woda destylowana 40 c¢cm?), a nastepnie odbarwiano przez 24 godziny, wymieniajac
dwukrotnie roztwor odbarwiajacy (metanol 20 ¢cm3, lodowaty kwas octowy 10 ¢cm3, woda destylowana
80 cm3).

Drugq stosowang metodg wizualizaciji elektroforegramu byto barwienie srebrowe [Shevchenko
i wsp., 1996]. Zel przemywano kolejno woda destylowana, wodnym roztworem 5% kwasu octowego
i 50% metanolu (45 min), 50% metanolem (15 min), wodg dejonizowang (15 min), 0,02% tiosiarczanem
sodu (3 min), dwukrotnie wodg dejonizowang (2x2 min), barwiono 0,15% roztworem azotanu srebra
(40 min), ponownie dwukrotnie przemywano wodg dejonizowang (2x2 min), wywotywano barwe 2%
weglanem sodu (do chwili uzyskania pozadanego zabarwienia), po czym zatrzymywano barwienie
poprzez przemycie 5% kwasem octowym (20 min). Zel przechowywano w wodnym roztworze 5% kwas
octowego i 10% metanolu.

W badaniach stosowano wzorzec mas czgsteczkowych biatek 14,4-116 kDa (Fermentas).
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4.3.7. Zastosowanie rekombinantowej [-galaktozydazy z P. woesei do katalizowania reakcji
transglikozylacii
4.3.7.1. Wykorzystanie roznych akceptorow reszty galaktozy w reakcji transglikozylacji
Badania prowadzono stosujac 1 cm3 mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 1 U/cm3 wolne;
Pwpgal, 10% wlv laktozy (donor reszty glikozylowej) i nastepujace akceptory reszty glikozylowe;:
o arabinoza, fruktoza, galaktoza, glukoza, ksyloza, mannoza, mannitol, ryboza, sorboza
lub sorbitol (5% wi/v),
o celobioza, laktuloza, maltoza, sacharoza lub trehaloza (10% w/v),
o etanol, glikol etylenowy lub gliceryna (5% v/v).
Mieszaniny reakcyjne inkubowano w temperaturze 80°C przez 8 godz. Przeprowadzono réwniez
reakcje, w ktorych jedynym substratem byta laktoza lub laktuloza (10% w/v). Uzyskane hydrolizaty

oczyszczano (podrozdziat 4.3.8.1.) i analizowano chromatograficznie (HPLC; podrozdziat 4.3.8.2.).

4.3.7.2. Synteza laktulozy

4,5 cm? roztworu substratu w 50 mM buforze octanowym o pH 5,4 oraz 0,5 cm? roztworu
enzymu/zawiesiny komérek umieszczano w kolbie stozkowej 50 cm? ze szlifem, i inkubowano w 70°C
w termostatowanej wstrzasarce wodnej (120 cyklimin, amplituda 3) przez 4 godziny. Reakcje
zatrzymywano przez oziebienie mieszaniny w wodzie z lodem. W przypadku biokatalizatorow
immobilizowanych, do 5 cm? substratu dodawano odwazong ilo$¢ ztoza. Pozostate parametry reakcii
pozostawaty bez zmian. Uzyskane mieszaniny poreakcyjne oczyszczano oraz analizowano jakoSciowo
i ilociowo metodg HPLC. Warunki prowadzenia reakcji transglikozylacji optymalizowano uwzgledniajac

wybrane parametry procesu, wyszczegdlnione w tabeli 4.1.

4.3.7.3. Wielokrotne wykorzystanie pojedynczej porcji biokatalizatora do otrzymywania laktulozy

0,5 cm3 zawiesiny komérek o stezeniu 80 mg/cm3 umieszczano w probdwkach Eppendorfa,
wirowano (10000xg, 1 min) i zawieszano w 1 c¢m? substratu (10% w/v laktoza i 5% wliv fruktoza
w 50 mM buforze octanowym o pH 5,4), uzyskujac w ten sposéb w mieszaninie reakcyjnej aktywno$¢
B-galaktozydazy réwng 3,7 Ulcms3. Probowki inkubowano w 80°C w termostatowanej wstrzasarce
wodnej (120 cykli/min, amplituda 3) przez 2 lub 4 godziny, po czym wirowano (10000xg, 1 min)
zachowujac supernatant do analizy jakosciowej i iloSciowej. Pozostato$¢ ptukano 1 c¢cm3 buforu
octanowego, zawieszano w $wiezej porcji substratu i poddawano kolejnej inkubacji. Analogicznie
badano ilos¢ biatka uwalnianego przez komérki w kazdym cyklu. W tym przypadku 1 cm3 zawiesiny

komérek o stezeniu 80 mg/cm3 wirowano i zawieszano w 1 cm3 50 mM buforu octanowego o pH 5,4.
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W supernatancie uzyskanym po kazdym 2 lub 4- godzinnym cyklu oznaczano zawarto$¢ biatka (metoda
Bradford) oraz aktywno$¢ [3-galaktozydazy.

Porcje  unieruchomionego  enzymu/komérek, umozliwiajgcq  uzyskanie  aktywnosci
[3-galaktozydazy réwnej 1,5 U/ cm?, umieszczano w kolbce stozkowej 50 cm3 ze szlifem zawierajacej
5 cm?® w/w substratu (10% wiv laktoza i 5% wi/v fruktoza w 50 mM buforze octanowym o pH 5,4)
i inkubowano w 60 lub 80°C w termostatowanej wstrzasarce wodnej (120 cykli/min, amplituda 3) przez
4 godz. Nastepnie granule ztoza oddzielano, zachowujac przesacz, przemywano wodg destylowang
i buforem octanowym, suszono na bibule przez 15 min i poddawano kolejnej inkubacji ze Swiezym

substratem.

4.3.7.4. Otrzymywanie trans-galaktooligosacharydow i laktulozy z serwatki

Synteze tGOS z serwatki lub laktulozy z 4,5% w/v roztworu fruktozy w serwatce prowadzono
przy uzyciu wolnej i immobilizowanej Pwpgal, wolnych i immobilizowanych komérek rekombinowanej
E. coli oraz wolnych komorek P. pastoris. We wszystkich przypadkach aktywnos$¢ biokatalizatora
w $rodowisku reakcji wynosita 1 U/cm3, a temperatura reakcji 80°C. W ustalonych odstepach czasu
pobierano prébki hydrolizatow, ktére oczyszczano i analizowano chromatograficznie.

Serwatke przygotowano z mleka odttuszczonego (Mleko taciate 0%, UHT, SM ,Miekpol”,
Grajewo). W celu usuniecia kazeiny mleko zakwaszano lodowatym kwasem octowym do pH 4,5,
ogrzewano w fazni wodnej (80°C, 30 min) i wirowano (6000xg, 15 min). Supernatant stosowano do

dalszych oznaczen.

4.3.7.5. Hydroliza laktozy katalizowana przez Pwpgal

Hydrolize laktozy prowadzono przy uzyciu wolnej Pwpgal, wolnych komdrek rekombinowane;
E. colii P. pastoris. Medium reakcyjne stanowit 3% w/v roztwér laktozy w 50 mM buforze octanowym pH
5,4 (zastosowano substrat o niskim stezeniu, by reakcja hydrolizy byta przemiang faworyzowang).
Aktywno$¢ B-galaktozydazy w Srodowisku rowna byta 1 U/cm3, a reakcje prowadzono przez 6 godzin
w temperaturze 80 i 90°C. W ustalonych odstepach czasu pobierano prdbki hydrolizatéw, ktore

oczyszczano i analizowano chromatograficznie.

4.3.7.6. Synteza laktulozy w reaktorze kolumnowym

Szklany reaktor kolumnowy o wysoko$ci 40 cm i Srednicy wewnetrznej 1 cm, wyposazony
w ptaszcz grzejny (Rysunek 4.1.), napetniano granulami biokatalizatora. Szczyt ztoza obcigzano
warstwg szklanych kulek zapobiegajacg zmianom utozenia granul. Ztoze zalewano substratem (10%

wiv laktozy i 10% wi/v fruktozy w 50 mM buforze octanowym pH 5,4; catkowita objetos¢ 100 cm3),
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wigczano ogrzewanie reaktora i po osiggnieciu przez czynnik grzewczy (gliceryna) temperatury 60 lub
80°C, uruchamiano cyrkulacje substratu przez biokatalizator (1,5 cm3/min; od dotu do gory reaktora).
W zatozonych odstepach czasu pobierano probke mieszaniny reakcyjnej, ktorg nastepnie oczyszczano
i analizowano metodg HPLC. Ubytek mieszaniny uzupetniano takg samg porcjg $wiezego substratu.

Reakcje prowadzono przez 40 godzin.

4.3.7.7. Otrzymywanie laktulozy w reaktorze barbotazowym
W szklanym reaktorze kolumnowym o $Srednicy wewnetrznej 5,4 c¢cm i wysokosci 12,0 cm,
wyposazonym w ptaszcz grzejny, umieszczano 100 cm3 substratu (10% wiv laktoza i 5% wiv fruktoza w
50 mM buforze octanowym o pH 5,4) oraz tyle preparatu immobilizowanych komorek, aby aktywno$¢
[-galaktozydazy w mieszaninie reakcyjnej wynosita 0,6 U/cm3. Reaktor zamykano szczelnie u gory
gumowym korkiem. Przez jeden z otwordw w korku do wnetrza reaktora za posrednictwem
perforowanego wezyka z tworzywa sztucznego doprowadzano powietrze (czynnik mieszajacy),
w drugim zainstalowano chtodnice zwrotng, przez ktérg powietrze opuszczato reaktor (Rysunek 4.2.).
Zawartos¢ reaktora ogrzewano. Czynnik grzewczy stanowita gliceryna. Reakcje prowadzono przez
2 - 40 godzin. W okre$lonych odstepach czasu przez otwor w Sciance reaktora, znajdujacy sie ponad
poziomem cieczy i zamykany szklanym korkiem, pobierano probke hydrolizatu. Ubytek mieszaniny
reakcyjnej uzupetniano $wiezg porcjg substratu. Zebrane prébki nastepnie oczyszczano i analizowano
metodg HPLC. Warunki syntezy laktulozy w reaktorze barbotazowym optymalizowano uwzgledniajac:
o aktywno$¢ B-galaktozydazy (zawarto$¢ ztoza) w mieszaninie reakcyjnej (0,1-3 U/cms; 10% wiv
laktoza i 5% w/v fruktoza; pH 5,4; 24 godz; 60°C),
o stezenie substratow w mieszanie reakcyjnej (a) laktoza 5% wiv i fruktoza 5-15% wiv;
b) laktoza 10% wiv i fruktoza 5-15% w/v; 0,6 U/cm3; pH 5,4; 24 godz; 60°C),
o temperature reakcji (60, 70, 80, 90°C; 10% w/v laktoza i 5% wiv fruktoza; 0,6 U/cm3 komérek;
pH 5,4; 40 godz).
Produktywno$¢ procesu, w przypadku syntez prowadzonych zaréwno w reaktorze kolumnowym
lub barbotazowym, jak i w mniejszej skali w kolbie stozkowej, obliczano dzielac stezenie produktu

w medium poreakcyjnym przez czas reakcji.
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4.3.8. Analiza jakosciowa i ilosciowa produktow reakcji enzymatycznych
Produkty biotransformacji, prowadzonych z zastosowaniem wolnego/unieruchomionego

enzymu lub komaérek, analizowano jako$ciowo i ilosciowo metodg HPLC.

4.3.8.1. Przygotowanie probek do analizy chromatograficzne;

Prébki wirowano (10000xg, 1 min), rozcienczano odpowiednio wodg dejonizowang lub,
w przypadku hydrolizatow uzyskanych przy uzyciu biokatalizatoréw immobilizowanych, 1 mM wodnym
roztworem kwasu cytrynowego i poddawano ultrafiltracji (30 kDa MWCO, Amicon Ultra, Millipore, USA)
pod wptywem sity od$rodkowej (3000xg, 15 min, 10°C) w celu usunigcia biatek, a nastepnie saczono
przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,2 um (Whatman, USA). W analogiczny sposéb
przygotowywano wodne roztwory wzorcéw (fruktozy, galaktozy, glukozy, laktulozy, laktozy).

Oczyszczone probki przechowywano do czasu analizy w temperaturze -30°C.

4.3.8.2. Analiza produktéw reakcji metodg HPLC

Produkty prowadzonych reakcji rozdzielano na kolumnie z jonami Pb2* Transgenomic CHO-682
300x7,8 mm 7 um (Transgenomic Inc., USA). 0,02 cm3 probki nastrzykiwano przy uzyciu autosamplera
na kolumne i eluowano wodg dejonizowang (18,2 Qxcm, Milli-Q Advantage A10, Millippore, USA)
w temperaturze 80°C przy natezeniu przeptywu rownym 0,35 cm3/min. Sktadniki prébki identyfikowano
przez pordwnanie czasow retencji nieznanej substancji i wzorca. Zawarto$¢ poszczegéinych sktadnikdéw
obliczano na podstawie powierzchni odpowiadajacych im pikow. Powierzchnie pikow przeliczano na
stezenie za pomocg rownan krzywych wzorcowych.

Innym stosowanym w analizie jako$ciowej uktadem chromatograficznymi byta kolumna
aminowa Hypersil APS-2 250x4,6 mm 5um (Thermo Scientific) eluowana mieszaning acetonitrylu

i wody dejonizowanej (75:25 v/v; 1,0 cm¥/min; 25°C).

4.3.8.3. Analiza produktéw reakcji metodg TLC

W analizie produktow biotransformaciji sacharydéw metodg TLC zastosowano uktad rozwijajacy
opracowany przez Mayer i wsp. [2004]. Okoto 0,004 cm3 prébki/wzorca nanoszono na plytke do TLC
pokryta zelem krzemionkowym 60 (Merck) za pomocg mikrostrzykawki. Chromatogram rozwijano
jednokierunkowo, po czym suszono ptytke na powietrzu. Faza ruchoma zawierata 2-propanol, lodowaty
kwas octowy i 0,5% (w/v) kwas borowy w proporcji 60:3:10 (v/v/v). Chromatogram wizualizowano przez
spryskanie ptytki odczynnikiem wywotujgcym (10 cm® 4% (w/v) roztworu chlorowodorku aniliny w
etanolu, 10 cm? 4% (w/v) roztworu difenyloaminy w etanolu oraz 3 cm3 65% (v/v) wodnego roztworu

kwasu ortofosforowego) i ogrzewanie w temperaturze 105°C przez 10 min.
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4.3.9. Obliczanie zawartosci tGOS i pozostatosci laktozy w mieszaninach po reakcji

Zawarto$¢ tGOS (Cigos) w mieszaninach po reakcji obliczano w nastepujacy sposéb:
a) Cicos = Caic — Cgal [mol/dm3], w przypadku syntezy trans-galaktooligosacharydéw,
b) Cicos = Celc — Ceal — Cru [mol/dm?], w przypadku syntezy laktulozy,

gdzie Cai, Cga, CLu 0znaczajg stezenie molowe odpowiednio glukozy, galaktozy i laktulozy

wyznaczone na podstawie powierzchni ich pikow chromatograficznych.

Pozostato$¢ laktozy (Cuac) 0Szacowywano na podstawie przeliczenia:

Clac = Craco — Caic [mol/dm3),

gdzie Craco 0znacza poczatkowe stezenie molowe laktozy w mieszaninie reakcyjne;.
Oszacowanie to jest nieco zanizone w stosunku do rzeczywistego, poniewaz nie uwzglednia ilosci

laktozy, ktéra podczas procesu zostata wykorzystana jako akceptor reszty galaktozylowe;.
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5. Rezultaty
5.1.0czyszczanie termofilnej Pwpgal

Preparat termofilnej rekombinantowej B-galaktozydazy z Pyrococcus woesei izolowano
z komdrek E. coli i podczyszczano wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.3.1. Czystos¢ preparatu
sprawdzano technikq SDS-PAGE, przy czym elektroforegram wywotywano za pomocg Coomassie
Brilliant Blue. W wyniku zastosowanej procedury uzyskiwano prawie homogeniczny preparat 0 masie
czasteczkowej okoto 60 kDa (Rysunek 5.1.), co jest zgodne z masg czasteczkowg 61,7 kDa
wyznaczong dla tego enzymu przez Maciunska i Synowieckiego [2002] metodg chromatografii zelowej,
i aktywnos$ci 4000+£200 U/g wzgledem oNPBGal w pH 5,4 i temperaturze 70°C.

5.2. Zastosowanie Pwpgal do katalizowania reakcji odwrotnej hydrolizy i transglikozylacji. Wybor
odpowiedniego akceptora reszty glikozylowej

Preparat Pwpgal zbadano pod katem mozliwosci zastosowania go do katalizowania reakcji
odwrotnej hydrolizy i/lub transglikozylacji. W tym celu przeprowadzono dwie odrebne reakcje (80°C,
8 godz), w ktorych jedynym substratem byta 10% w/v galaktoza (odwrotna hydroliza) lub 15% wiv
laktoza (transglikozylacja). Jedyng substancjg wykryta w mieszaninie poreakcyjnej zawierajacej
galaktoze byt sam substrat (Rysunek 5.2.). Niewykluczone, ze wydtuzenie inkubacji substratu z
enzymem (nawet do kilku dni) przyniostoby lepsze rezultaty, jednak taka procedura bytoby bardzo
nieefektywna. Mieszanina poreakcyjna otrzymana w wyniku dziatania Pwpgal na laktoze zawierata
zaréwno produkty hydrolizy cukru mlecznego, jak i znaczne ilosci trans-galaktooligosacharydow
(Rysunek 5.2.).

Nastepnie przeanalizowano mozliwo$¢ wykorzystania innych akceptorow reszty galaktozylowej,
w tym réznorodnych mono- oraz disacharydow, a takze alkoholi (Rysunki 5.3.- 5.7.). W mieszaninach
po reakcji przeprowadzonej przy udziale laktozy (donor reszty galaktozy) i tych substancii
zaobserwowano wystepowanie dodatkowego/ych produktu/dw, w poréwnaniu z produktami reakcji
otrzymanymi dla czystej laktozy. Obecno$¢ testowanych akceptoréw powodowata zmniejszenie
efektywnosci syntezy tGOS. W warunkach eksperymentu glukoza catkowicie hamowata aktywno$¢
Pwpgal i w jej obecnosci nie zachodzita ani synteza tGOS, ani hydroliza laktozy (Rysunek 5.4.).
Potencjalnie przydatnymi akceptorami okazaty sie natomiast ksyloza, ryboza (Rysunek 5.3.), fruktoza,
galaktoza, mannoza, sorboza (Rysunek 5.4.), wszystkie uzyte alkohole (Rysunek 5.5.) oraz maltoza,
sacharoza i celobioza (Rysunek 5.6.). W przypadku transferu galaktozy na maltoze i sacharoze w
mieszaninach poreakcyjnych dominowat pojedynczy produkt transglikozylacji. Z kolei w przypadku
celobiozy uzyskano mieszanine oligosacharydéw o réznym stopniu polimeryzaciji, przy czym znaczna

czes$¢ celobiozy ulegata rozktadowi do glukozy. Pwpgal wykazata réwniez zdolnos¢ do syntezy trans-
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oligosacharydow z laktulozy jako jedynego substratu, pomimo Ze laktuloza okazata sie nienajlepszym
akceptorem reszty glikozylowej (Rysunek 5.7.).

Szczegoing uwage zwrocono jednak na produkt uzyskany z laktozy i fruktozy (Rysunek 5.4.).
W zastosowanym uktadzie analitycznym (kolumna Pb2*/woda) pik chromatograficzny odpowiadajacy
temu produktowi posiadat identyczny czas retencji (22,97 min), co wzorzec laktulozy (Rysunek 5.8.A.).
By zweryfikowa¢ przypuszczenie, ze Pwpgal moze produkowac laktuloze na drodze transglikozylacji,
uzyskang mieszanine poreakcyjng rozdzielono na frakcje na kolumnie Pb2*, a frakcje zawierajacq
badang substancje poddano analizie jakosciowej w ukfadzie kolumna NHa/acetonitryl:woda. Rozdziat
mieszaniny poreakcyjnej na frakcje byt konieczny, poniewaz zawarte w niej anality nie ulegaty separacii
na kolumnie NH2 pomimo zmian sktadu i predkosci przeptywu fazy ruchomej. Wyizolowana substancja
rowniez w drugim ukfadzie analitycznym posiadata taki sam czas retencji (9,42 min), co wzorcowa
laktuloza (Rysunek 5.8.B.). Obecno$¢ laktulozy w mieszaninie poreakcyjnej, nierozdzielonej na frakcje,
potwierdzono ponadto technikg TLC w uktadzie zaproponowanym przez Mayer i wsp. [2004] (Rysunek
5.9.). Synteze laktulozy, ze wzgledu na tatwos¢ analizy tego disacharydu metodg HPLC oraz mozliwos¢
stosowania go w lecznictwie lub produkcji zywnosci funkcjonalnej, wybrano jako model do badania
aktywnos$ci transglikozylacyjnej rekombinantowej [-galaktozydazy z P. woesei. O tym wyborze
zadecydowata roéwniez niewielka liczba doniesien literaturowych (zaledwie 5) dotyczacych
enzymatycznej produkciji laktulozy. Inny znakomity model do badania potencjatu transglikozylacyjnego
Pwpgal mogtaby stanowi¢ synteza tGOS. Niestety, w uktadach analitycznych, ktérymi dysponowano,
laktoza oraz powstajace w trakcie transglikozylacji disacharydy nie ulegaty separacji (Rysunek 5.10.).
Oznaczenie w probkach po reakcji pozostato$ci laktozy byto zatem praktycznie niewykonalne, co z kolei
nie pozwalato na obliczenie uzysku tGOS na podstawie bilansu masy reakcji. Warto$¢ tq mozna byto
jedynie oszacowa¢ w oparciu 0 roznice stezen glukozy i galaktozy w probkach po reakcji.
O trudnosciach zwigzanych z analizg chromatograficzng laktozy i tGOS donoszg takze inni autorzy,
proponujac  jednocze$nie oznaczanie tych analitbw technikg wysokosprawnej chromatografii
anionowymiennej z detekcja amperometryczng (HPAEC-PAD). Wspomnianym uktadem Wydziat

Chemiczny Politechniki Gdanskiej jednak nie dysponuije.

5.3.Immobilizacja rekombinantowej 3-galaktozydazy z P. woesei
5.3.1. Wprowadzenie

Jak wykazano wcze$niej, rekombinantowa 3-galaktozydaza z Pyrococcus woesei wytwarza na
drodze transglikozylacji laktuloze z laktozy i fruktozy. Podczyszczona Pwpgal, ze wzgledu na
nieskomplikowang procedure przygotowania, jest preparatem stosunkowo niedrogim, co pozwala na

stosowanie $wiezej porcji enzymu w kazdym cyklu produkcyjnym. Jednak w duzej skali, gdy zuzycie
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oraz naktady na biokatalizator sg znacznie wieksze, korzystniejsze jest prowadzenie procesow
z uzyciem enzymow immobilizowanych. PwBgal byta wcze$niej przez innych autoréw unieruchamiana
na chitynie za posrednictwem aldehydu glutarowego [Dabrowski i wsp., 2000], w Zelu chitozanowym
[Wanarska, 2005] oraz na  powierzchni  Zelu  krzemionkowego  modyfikowanego
3-aminopropylotrietoksysilanem za posrednictwem aldehydu glutarowego lub transglutaminazy
[Wolosowska, 2006]. Wigzanie enzym-nosnik uzyskane w pierwszym przypadku byto zbyt stabe
i preparat szybko tracit aktywno$¢. Z kolei zel chitozanowy w warunkach optymalnych dla enzymu
(lekko kwasne pH, temperatura > 70°C) jest niestabilny. Najciekawsze rezultaty dato trzecie
rozwigzanie, jednak wysoki koszt nosnika czynit stosowanie takiego preparatu w skali przemystowej
mato optacalnym. W niniejszej pracy skupiono sie na jak najwigkszym obnizeniu kosztow przygotowania
immobilizowanej Pwpgal, by byta ona atrakcyjna z punktu widzenia przemystowej syntezy
oligosacharydow lub hydrolizy laktozy.

Rezygnujac z izolacji i oczyszczania Pwpgal i stosujgc cate komorki rekombinowanej E. coli
mozna osiggna¢ dwie korzysci: jednoczes$nie uzyska¢ enzym immobilizowany w mikrokapsutkach,
ktdrych role w warunkach reakcji spetniajg niewykazujace aktywnosci zyciowej komorki bakteryjne, oraz
zmniejszyé  koszt wytworzenia biokatalizatora.  Srodowisko  wewnatrzkomérkowe  stabilizuje
[-galaktozydaze, ktéra w takiej formie moze zostac tatwo oddzielona od medium po reakcji (na przyktad
przez sedymentacje lub wirowanie) i wykorzystana w kolejnym cyklu produkcyjnym. Podejscie to nie
umozliwia jednak prowadzenia procesu w sposéb ciggty w reaktorze kolumnowym, ktory wymusza
dodatkowe unieruchomienie komaorek lub enzymu na nierozpuszczalnym no$niku.

Na tym etapie badan sprawdzono mozliwos¢ zwigkszenia aktywnosci katalitycznej komdrek
E. coli poprzez zastosowanie procedury permeabilizacji, wybrano no$nik stabilny w warunkach reakcji
i dogodny do immobilizacji Pwpgal oraz komérek E. coli, zoptymalizowano procedure unieruchamiania,

jak réwniez poréwnano podstawowe witasciwosci otrzymanych form biokatalizatora.

5.3.2. Permeabilizacja komdrek rekombinowanej E. coli
Stosowanie catych komdérek jako katalizatoréw reakcji enzymatycznych posiada wade, ktorg
jest ograniczenie dostepnosci substratu spowodowane obecno$cig btony cytoplazmatycznej, Sciany
komérkowej, a w przypadku bakterii gramujemnych takze btony zewnetrznej. Integralno$¢ tych struktur
mozna czesciowo zaburzy¢ stosujac odpowiednie metody permeabilizacji [Felix, 1982]. Sprawdzono
zatem, jak permeabilizacja bfony zewnetrznej za pomocg glicyny, kwasu cytrynowego lub kwasu
mlekowego, oraz permeabilizacja bftony zewnetrznej i cytoplazmatycznej przy uzyciu etanolu lub
izopropanolu, wptynie na nastepujace wiasciwosci komorek:
o aktywnos$¢ B-galaktozydazy wykazywang przez zawiesing komorek
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o uwalnianie biatka z komérek do Srodowiska reakcji
o integralno$¢ blony zewnetrznej mierzong intensywnosécig fluorescencji 1-N-fenylonaftyloaminy

(parametr Fnen(n)/Fen(k))

o integralno$¢ btony cytoplazmatycznej mierzong intensywnoscig fluorescencji jodku propidyny

(parametr Fpi(n)/Fpi(k))

Wptyw substancji permeabilizujgcych na btony komérkowe E. coli porownano z efektem, jaki wywiera na
nie podwyzszona temperatura reakcji, w ktorej Pwpgal wykazuje wysokg aktywno$¢ katalityczna,
Wyniki eksperymentow zebrano w tabeli 5.1.

Nie stwierdzono zwigkszenia aktywnosci hydrolitycznej wzgledem oNPBGal w zawiesinie
komoérek poddanej dziataniu glicyny, kwas cytrynowego oraz mlekowego. Substancje te nie powodowaty
tez zwiekszonego wyciekania biatka z komérek. 2 - 2,5-krotnie intensywniejsza fluorescencja NPN, w
poréwnaniu z komdrkami niepermeabilizowanymi, $wiadczyta jednak o rozluznieniu struktury btony
zewnetrznej komdrek za sprawg kwasu cytrynowego i mlekowego w stezeniach odpowiednio 5-20 mM.
Glicyna, w warunkach eksperymentu, nie wywotywata zmian intensywnosci fluorescencji NPN.
Permeabilizacja komérek 50% etanolem lub 50% izopropanolem dawata okoto dwukrotny wzrost
aktywnosci p-galaktozydazy w zawiesinie komorek. Zestawienie tych wartosci z iloscig biatka
wyciekajacego z komorek (odpowiednio okoto 42 i 45 razy wiecej, niz w probce kontrolnej) ujawnito, ze
wzrost aktywno$ci byt wynikiem czesciowej lizy komorek i uwolnienia B-galaktozydazy do Srodowiska.
Odczynniki te ponad 3-krotnie zwigkszaty intensywno$¢ fluorescencji NPN w zawiesinie komérek oraz
1,5-krotnie intensywnos¢ fluorescencii P, co $wiadczyto o destabilizacji obu bton komérkowych. 5-25%
etanol i 5-10% izopropanol nie wptywat znaczaco na zaden z badanych parametréw. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze najodpowiedniejszym sposobem chemicznej permeabilizacii
komorek E. coli byto traktowanie ich 25% izopropanolem. Odczynnik ten zwigkszat aktywnos¢ Pwpgal
0 okoto 30%, nie powodujac przy tym nadmiernego uwalniania biatka do Srodowiska. Pod jego wptywem
rozluznieniu ulegata btona zewnetrzna komérek, a cytoplazmatyczna pozostawata praktycznie
nienaruszona. Spostrzezenie to odbiegato od wynikéw uzyskanych przez Cénovas i wsp. [2005], ktérzy
uznali, ze traktowanie komérek E. coli 20% etanolem lub izopropanolem jest tak samo skuteczne
i poprawia wydajnos¢ badanej przez nich biotransformacii.

Inkubacja komorek w coraz wyzszych temperaturach powodowata stopniowy wzrost aktywnosci
B-galaktozydazy w zawiesinie, maksymalnie o0 45% w 100°C. Rownolegle zwigkszata sie ilo$¢ biatka
uwalnianego przez komoérki. Z prébki po inkubacji w 100°C wyekstrahowano az 13 razy wiecej biatka,
niz z probki kontrolnej. llos¢ ta byta jednak znacznie mniejsza w poréwnaniu z iloscig biatka uwalniang
przez komoérki traktowane 50% etanolem lub izopropanolem, na co mogta mie¢ wpltyw termiczna

denaturacja biatek E. coli. Temperatury 70-100°C réwnie silnie, co 50% etanol i 2-propanal,
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destabilizowaty bfone zewnetrzng komdrek, natomiast btone cytoplazmatyczng dopiero temperatury 80-
100°C.

Uzyskane rezultaty wskazuja, ze w podwyzszonej temperaturze cieplne naruszenie
integralnosci btony cytoplazmatycznej i zewnetrznej jest na tyle wyrazne, ze dodatkowa chemiczna
permeabilizacja komorek nie jest potrzebna. Wniosek ten potwierdzajg wyniki Kamrat'a i Nidetzky'ego
[2007], ktérzy odnotowali jednakowa aktywno$¢ wewnatrzkomorkowej rekombinantowej 3-glikozydazy z
Pyrococcus furiosus w zawiesinie komaérek E. coli oraz ekstrakcie bezkomérkowym przygotowanym z
takiej samej ilosci biomasy. Badacze ci zaobserwowali rowniez zwiekszone uwalnianie enzymu do

srodowiska reakcji pod wptywem podwyzszonej temperatury.

5.3.3.  Wybdr nosnika i optymalizacja warunkdw unieruchamiania Pwgal i komérek E. coli

Efektywna immobilizacja termofilnych enzyméw stanowi spore wyzwanie. W warunkach
podwyzszonej temperatury wiele nosnikéw czesciowo lub catkowicie traci stabilno$¢ mechaniczng,
ostabieniu ulegajq oddziatywania adsorpcyjne oraz wigzania kowalencyjne pomiedzy enzymem a
ztozem. W przypadku Pwfgal, poszukiwano nosnika, ktory umozliwitby trwate unieruchomienie zaréwno
podczyszczonego enzymu, jak i wytwarzajacych go rekombinowanych komérek E. coli. Poniewaz
wigzanie na powierzchni nosnika jest mato skuteczne w odniesieniu do immobilizacji komérek, wybrano
metode putapkowania w alginianie wapnia. Zel ten jest niedrogi, nietoksyczny, fatwy do formowania
i dozwolony do stosowania w zywnosci, ale przede wszystkim zachowuije stabilno$¢ w temperaturze do
85°C [Orive i wsp., 2006].

Warunki  unieruchamiania optymalizowano réwnolegle dla komérek E. coli oraz
podczyszczonego enzymu, co miato na celu znalezienie parametréw dogodnych dla immobilizacji obu
form biokatalizatora. Uzyskiwane zloza, dzigki wkraplaniu mieszaniny alginianu sodu i enzymu/bakterii
do roztworu CaClz, miaty ksztatt kulistych granul.

W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw rosngcego stezenia zelu alginianu wapnia, stezenia
roztworu chlorku wapnia oraz czasu immobilizacji na wykazywang przez preparaty aktywno$¢
-galaktozydazy. Aktywnos¢ granul wytworzonych z 1% zelu byta znacznie wyzsza, niz w pozostatych
przypadkach, poniewaz posiadaty one bardzo nieregularne ksztatty, przez co ich powierzchnia byta
silniej rozwinieta. Niestety granule te byly jednoczesnie bardzo kruche. Wzrost zawartosci alginianu w
ztozu nie powodowat spadku aktywnosci preparatéw unieruchomionych komérek lub enzymu (Rysunek
5.11.A). Prawdopodobnie Zzele o badanych stezeniach nie stanowity w warunkach reakcji znaczacej
bariery dyfuzyjnej dla substratu. Granule obu biokatalizatoréw utwardzane w 0,5% w/v CaCl;
charakteryzowaty sie nieregularnymi ksztattami. Podwyzszanie stezenia chlorku wapnia w roztworze
utwardzajagcym zel nie wywolywato zasadniczych zmian aktywno$ci ztoza z unieruchomionymi
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komérkami E. coli, natomiast wyraznie obnizato aktywno$¢ preparatu zawierajgcego enzym (Rysunek
5.11.B). 2% CaCl, powodowat 21% utrate aktywnosci unieruchomionego enzymu, ale w tym roztworze
zelowanie alginianu zachodzito szybciej, przez co granule uzyskiwaty regularniejszy ksztatt. Spadek
aktywnosci immobilizowanej Pwpgal byt prawdopodobnie skutkiem dziatania stezonych roztworéw
CaClz. Pod wptywem chlorku wapnia aktywno$¢ tracity rowniez putapkowane w alginianie wapnia
[-galaktozydaza wyizolowana z drozdzy Kluyveromyces lactis [Becerra i wsp., 2001] oraz usieciowana
z konkanawaling A -galaktozydaza z Aspergillus oryzae [Haider i Husain, 2007]. Aktywno$¢ badanych
preparatow nie ulegata natomiast zmianom w trakcie wydtuzanego (2-12 godzin) zestalania zelu w 2%
CaClz (Rysunek 5.11.C). Na podstawie zebranych danych oraz obserwacji postaci granul ztoza obydwa
preparaty do dalszych badan zdecydowano przygotowywac z 3% alginianu sodu utwardzanego przez
4 godziny w 2% w/v CaCly, co zapewniato formowanie trwatych granul alginianu wapnia o regularnych
i powtarzalnych kulistych ksztattach.

Nastepnie zbadano zmiany aktywnosci ztoza towarzyszace wzrostowi $rednicy, a tym samym
masy granul (Tabela 5.2.). Co ciekawe, pomimo stosowania do formowania obu biokatalizatorow
alginianu o identycznym stezeniu i igiet o jednakowej Srednicy, granule unieruchomionego enzymu o
najwiekszych rozmiarach byly o 15-20% mniejsze, niz analogiczne granule zawierajace bakterie.
Przyczyna tego efektu mogta by¢ réznica lepkosci obu mieszanin wptywajaca na wielko$¢ powstajacych
granul. W przypadku immobilizowanego enzymu spadek aktywno$ci preparatu wynosit okoto 14% przy
zwiekszeniu $rednicy granul z 2,45 do 4,14 mm. Immobilizowane bakterie tracity az 32% aktywno$ci
gdy Srednica rosta od 2,47 do 4,94 mm. Kolejne eksperymenty prowadzono zatem przy uzyciu
najmniejszych drobin obu preparatow.

Ostatnim  rozpatrywanym parametrem determinujgcym aktywno$¢ przygotowywanych
preparatow byta zawartos¢ enzymu lub bakteri w ptynnym alginianie sodu (Tabela 5.3.).
Po przekroczeniu stezenia enzymu w mieszaninie rébwnego 4 mg/cm? nie obserwowano znaczacego
wzrostu aktywnosci uzyskiwanych biokatalizatoréw. Takim granicznym stezeniem w przypadku bakterii
byto 175 mg/cm3. Ze wzgledu na planowane poréwnanie wtadciwosci obu preparatow, zdecydowano
stosowa¢ w dalszych badaniach zloza o stezeniu 4 mg/cm3 enzymu lub 100 mg/cm3 bakterii.
Wykazywaty one bowiem bardzo zblizone aktywnosci B-galaktozydazy (w przyblizeniu 3,6 Ulg

biokatalizatora).

5.3.4. Pordwnanie aktywnosci hydrolitycznej wolnych i unieruchomionych biokatalizatorow
Zamkniecie enzymu w mikrokapsutce komérki oraz immobilizacja wyizolowanego enzymu lub
komorek z enzymem na nierozpuszczalnym nos$niku moze spowodowac zmiang ich wiasciwosci
katalitycznych, dlatego tez zbadano, jak unieruchomienie termostabilnej B-galaktozydazy z P. woesei
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w postaci podczyszczonego preparatu i komoérek z enzymem, wptyneto na jej aktywnosc¢ hydrolityczng
wzgledem oNPBGal. Uwzgledniono przy tym zalezno$¢ aktywnos$ci preparatow od temperatury i pH
srodowiska reakcji. Nie oznaczono termo- i pH-stabilnosci porownywanych form termofilnej
B-galaktozydazy, poniewaz wielkosci te dla podczyszczonej Pwpgal zostaty uprzednio
scharakteryzowane przez Maciunskg [1999], natomiast dla preparatow immobilizowanych za
istotniejszg uznano ich stabilno$¢ podczas wielokrotnego wykorzystania porcji biokatalizatora w
kolejnych cyklach produkcyjnych.

Wolna Pwpgal wykazywata najwyzszg aktywnos¢ hydrolityczng w temperaturze 93°C (Rysunek
5.12.). W temperaturach wyzszych jej aktywno$¢ gwattownie malata. Po unieruchomieniu w alginianie
wapnia optimum temperaturowe (-galaktozydazy wzrosto do 98°C, ale spadta aktywno$¢ preparatu w
nizszych temperaturach, przyktadowo w 80°C immobilizowana Pwfgal wykazywata 60% aktywnoSci
maksymalnej, podczas gdy wolny enzym 70%. Niewielki wzrost aktywnosci w wyzszych temperaturach
enzymu immobilizowanego w stosunku do wolnego obserwowano rowniez w przypadku
unieruchomionej w k-karagenianie a-galaktozydazy z Aspergillus oryzae [Girigowda i Mulimani, 2006]
oraz immobilizowanej na Eupergicie C [-galaktozydazy z termofiinego grzyba Talaromyces
thermophilus [Nakkhart i Haltrich, 2006], z drugiej strony o-galaktozydaza z Penicillium griseoroseum
zwigzana za pomocg aldehydu glutarowego z powierzchnig modyfikowanego Zelu krzemionkowego
[Falkoski i wsp., 2009], a-galaktozydaza z Gibberella fujikuroi unieruchomiona w Zzelu
poliakrylamidowym [Thippeswamy i Mulimani, 2002] oraz B-galaktozydaza z Aspergillus oryzae
usieciowana z konkanawaling A i immobilizowana w alginianie wapnia [Haider i Husain, 2007]
wykazywaty najwyzsze aktywnosci w tych samych temperaturach, co wolne enzymy.

Zarowno Pwpgal mikrokapsutkowana w komoérkach E. coli, jak i komdrki putapkowane w
alginianie, byly najaktywniejsze w temperaturach 95-98°C (Rysunek 5.12.), a zatem wyzszych niz wolny
enzym. Komorki z enzymem, w pordwnaniu z wolng Pwpgal, przejawialy tez mniejszy spadek
aktywnosci w temperaturach powyzej optimum. W temperaturze 105°C mikrokapsutkowana
B-galaktozydaza wykazywata 80% aktywnosci maksymalnej, wolny enzym zaledwie 34%. Powyzsze
rezultaty sg zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Hipertermofilna p-glikozydaza z
Pyrococcus furiosus mikrokapsutkowana w komérkach E. coli najbardziej aktywna byta w temperaturze
0 okoto 10°C wyzszej, niz wolny enzym (odpowiednio 100 i 90°C) [Kamrat i Nidetzky, 2007], natomiast
immobilizowane w alginianie wapnia komoérki E. coli wytwarzajgce rekombinantowg izomeraze
arabinozowg z Thermotoga neapolitana najwyzsza aktywnos$¢ wykazywaty w 90°C, a wolna izomeraza
w 85°C [Hong i wsp., 2007].
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W pH réwnym 5,4 obserwowano najwyzsza aktywnos¢ hydrolityczng wolnej i immobilizowanej
Pwpgal oraz immobilizowanych komorek E. coli (Rysunek 5.13.). Zalezno$¢ aktywnosci od pH
ksztattowata sie podobnie w przypadku wolnego i unieruchomionego enzymu, natomiast
unieruchomione komorki wykazywaty wysoka aktywno$¢ w szerszym zakresie pH (powyzej 87%
aktywnosci maksymalnej w pH 4,0-6,0). W takim samym pH najwyzszg aktywno$¢ wykazywaly takze
wolna izomeraza arabinozowa z Thermotoga neapolitana oraz immobilizowane rekombinowane komorki
E. coli z tym enzymem [Hong i wsp., 2007], wolna i immobilizowana w k-karagenianie a-galaktozydaza
z Aspergillus oryzae [Girigowda i Mulimani, 2006], jak rowniez wolna oraz usieciowana z konkanawaling
A i immobilizowana w alginianie wapnia 3-galaktozydaza z Aspergillus oryzae [Haider i Husain, 2007].
Odmienne zachowanie zaobserwowano natomiast w przypadku wolnych komorek E. coli z Pwpgal, dla
ktérych najodpowiedniejszym pH okazato sie¢ pH 4,0. Komorki E. coli produkujgce rekombinantowg
D-hydantoinaze z Agrobacterium radiobacter takze wykazywaly najwyzsza aktywno$¢ w pH nieco
nizszym, niz komorki immobilizowane w k-karagenianie (odpowiednio 7,0 i 7,5) [Chao i wsp., 1999],
z drugiej strony wolne komorki E. coli produkujace rekombinantowa izomeraze arabinozowq
z Geobacillus stearothermophilus byty bardziej aktywne w pH 7,5, podczas gdy te same komorki
unieruchomione w alginianie wapnia w pH 7,0 [Jung i wsp., 2005].

Uzyskane rezultaty wskazuja, ze immobilizacja stabilizuje Pwpgal w temperaturach wyzszych
niz optymalna dla wolnego enzymu. Trudno jest natomiast sformutowa¢ ogoiny wniosek na temat
wptywu pH na otrzymane biokatalizatory. Dziatanie pH medium reakcyjnego na Pwpgal zamknigtg w
komérce E. coli jest prawdopodobnie w duzym stopniu niwelowane przez wewnatrzkomorkowe biatka
bakteryjne, ktére dziatajg buforujgco. Ponadto pH moze zmienia¢ wypadkowy ujemny tadunek
elektryczny na powierzchni komorki, modyfikujac tym samym jej przepuszczalno$é. W koicu pH wptywa
na wypadkowy fadunek elektryczny alginianu wapnia (ujemny w pH obojetnym i zasadowym, obojetny w

pH kwasnym) i zmienia charakter oddziatywanr pomiedzy polisacharydem a enzymem/komarka.

5.4.Synteza laktulozy katalizowana przez wolng i unieruchomiong Pwpgal
5.4.1. Optymalizacja warunkow syntezy laktulozy

Preparaty wolnej podczyszczonej B-galaktozydazy z P. woesei, Pwpgal mikrokapsutkowanej w
komdrkach E. coli oraz enzymu lub komérek immobilizowanych w alginianie wapnia zastosowano jako
katalizatory w syntezie laktulozy z laktozy i fruktozy na drodze transglikozylacji. Biokatalizatory te
wykazywaty wzgledem oNPBgal aktywno$¢ [-galaktozydazy réwng 4000+200 Ulg enzymu,
100+£20 Ulg wilgotnych komorek, 3,6+£0,19 U/g unieruchomionego enzymu oraz 3,704 Ulg
unieruchomionych komérek (70°C; 50 mM bufor octanowy pH 5,4; 3 min). Putapkowanie enzymu lub
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komorek w nierozpuszczalnym nosniku spowodowata bardzo wyrazne ,rozcienczenie” ich aktywnosci.
Nalezy jednak wzigC pod uwage, ze reakcja z oNPBgal trwa bardzo krétko, zaledwie 3 min, a zatem
uczestniczg w niej tylko czasteczki enzymu lub komérki unieruchomione blisko powierzchni granuli
alginianu wapnia. Podczas znacznie diuzszej reakcji transglikozylacji w katalize zaangazowane sg takze
enzym/komérki putapkowane w gtebszych warstwach zelu. Co wiecej, jak wykazano wcze$niej,
immobilizacja stabilizuje szczegoinie podczyszczong Pwpgal w wyzszych temperaturach. Pozwala to
przypuszczac, ze biokatalizatory immobilizowane beda bardziej efektywne, niz wolne.

Na tym etapie badan zbadano wplyw stezenia substratow (laktozy i fruktozy), aktywnosci
biokatalizatora w medium reakcyjnym oraz temperatury i pH srodowiska na uzysk laktulozy w reakcjach
katalizowanych przez kazdg z form [-galaktozydazy z Pyrococcus woesei. Sprawdzono takze
stabilno$¢ immobilizowanych preparatow podczas wielokrotnego wykorzystania porcji biokatalizatora w
oddzielnych cyklach syntezy laktulozy.

Syntezie laktulozy katalizowanej przez Pwpgal sprzyjato podwyzszanie stezen obu substratow
w medium reakcyjnym (Rysunek 5.14.). W przypadku wszystkich badanych preparatéw wyrazny wzrost
ilosci produkowanej laktulozy dawato zwigkszanie poczatkowego stezenia laktozy w medium
reakcyjnym do 10% wiv (Rysunek 5.14.A.). Przy wyzszych stezeniach przyrost laktulozy wynosit
zaledwie 2-2,5 g na kazde dodatkowe 50 g substratu w medium reakcyjnym. Ograniczenie przyrostu,
a nawet spadek wydajnosci syntezy byt prawdopodobnie konsekwencjq transferu reszt galaktozylowych
na czasteczki laktozy i tworzenia galaktooligosacharydow.

W wiekszym stopniu, niz stezenie laktozy, na ilosciowg produkcje laktulozy wptywato stezenie
akceptora reszty galaktozylowej- fruktozy (Rysunek 5.14.B.). Wolny i immobilizowany enzym
najefektywniej produkowaty laktuloze, gdy zawarto$¢ fruktozy w mieszaninie reakcyjnej byta rbwna 10%
wiv. Wyzsze stezenia fruktozy nie wywieraty wptywu na wydajno$¢ syntezy prowadzonej przez te
biokatalizatory. Wolne i immobilizowane komoérki syntetyzowaty tym wigcej laktulozy, im wyzsze byto
stezenie fruktozy w Srodowisku reakcji. Podobnie jednak, jak w przypadku laktozy, stezenia fruktozy
wyzsze niz 10% w/v nieznacznie poprawiaty wydajno$¢ syntezy. W obecnosci 20% wiv fruktozy obydwa
biokatalizatory produkowaty tylko o okoto 5 g/dm? laktulozy wigcej, niz gdy stezenie tego substratu byto
dwukrotnie nizsze. Obnizenie wydajnoSci procesu obserwowane przy wyzszych stezeniach fruktozy
byto przypuszczalnie rezultatem utrudnionego wigzania laktozy przez enzym w tych warunkach [Mayer
i wsp., 2004]. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentoéw stwierdzono, ze niezaleznie od formy
biokatalizatora podczas syntezy laktulozy katalizowanej przez Pwfgal najrozsadniej jest stosowac
stezenie kazdego z substratow réwne 10% w/v, co w przyblizeniu odpowiada stosunkowi molowemu
laktozy do fruktozy 1:2. Dla B-galaktozydazy z Sulfolobus solfataricus [Kim i wsp., 2006] oraz

permeabilizowanych komérek Kluyveromyces lactis [Lee i wsp., 2004] syntetyzujacych laktuloze
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najlepsze wyniki osiggano, gdy stosunek molowy laktozy do fruktozy wynosit blisko 1:1 (40% w/v laktozy
i 20% wiv fruktozy), a w przypadku B-glikozydazy z Pyrococcus furiosus az 1:15 (3,4% wiv laktozy
i 27% wiv fruktozy) [Mayer i wsp., 2004].

W nastepnej kolejnoSci sprawdzono wptyw aktywno$ci [(-galaktozydazy w mieszaninie
reakcyjnej na ilos¢ powstajacej laktulozy (Rysunek 5.15.). Zwiekszanie aktywno$ci (-galaktozydazy w
srodowisku reakcji w catym badanym zakresie skutkowato wzrostem stezenia laktulozy produkowanej
przez wolng Pwpgal i wolne komdrki E. coli. Powyzej odpowiednio 4,4 i 2,75 Ulcm3 przyrost ilosci
laktulozy byt coraz mniejszy, prawdopodobnie dlatego, ze przy tak wysokiej zawarto$ci biokatalizatora
dominowata reakcja hydrolizy laktozy. W przypadku obu immobilizowanych preparatow synteza
laktulozy przebiegata najefektywniej, gdy aktywno$¢ 3-galaktozydazy w mieszaninie reakcyjnej wynosita
0,5-1,5 Ulcm3. Przyczyng spadku ilosci syntetyzowanej laktulozy prawdopodobnie nie byta reakcja
hydrolizy, ale pogorszona wymiana masy pomiedzy ztozem a medium reakcyjnym lub rozciericzenie
medium reakcyjnego wodg zamknieta w porach Zelu (immobilizowane biokatalizatory nie byty bowiem
ptukane roztworem substratu przed reakcjg). Oznaczenie technikg HPLC stezen laktozy i fruktozy w
roztworze substratu niezawierajagcym i zawierajgcym immobilizowany preparat potwierdzito drugie
przypuszczenie. Rozcienczanie mogto faworyzowaé hydrolize, a tym samym obniza¢é wydajno$¢
transglikozylacji i zmniejsza¢ uzysk laktulozy (im nizsze stezenie substratéow i wiekszy udziat wody w
roztworze substratu, tym wieksza aktywno$¢ hydrolityczna), szczegdlnie przy wysokiej zawartoSci
biokatalizatora w medium reakcyjnym. Przemawia za tym takze wzrost w mieszaninie reakcyjnej
stezenia glukozy i galaktozy (pomimo rozciefczania), towarzyszacy podnoszeniu zawartoSci
biokatalizatora w medium reakcyjnym (na przyktadzie immobilizowanych komérek; Rysunek 5.16.).
Efekt rozcienczenia mozna by kompensowaé stosujac substrat o odpowiednio wyzszym stezeniu lub
ptuczac biokatalizator przed reakcjg dodatkowa porcjg substratu. Obie metody powodowatyby jednak
zwiekszenie zuzycia substratu, a tym samym podnosity koszt procesu, dlatego w niniejszej pracy
zrezygnowano z ich stosowania uznajac, ze rozcienczanie substratu jest inherentng wadg
biokatalizatoréw putapkowanych w hydrozelach.

Pomimo efektu rozcierczenia, przy aktywnosciach [3-galaktozydazy z przedziatu 0,1-1,0 U/cm3
immobilizowane biokatalizatory wykazywaty wigkszg efektywnos$¢, niz ich wolne formy. Dopiero przy
wyzszych aktywnosciach biokatalizatory wolne zaczety ujawnia¢ swg przewage nad immobilizowanymi.
Eksperyment ten wykazat réwniez, ze wolne i unieruchomione rekombinowane komorki syntetyzowaty
laktuloze  wydajniej, niz wyizolowany lub unieruchomiony enzym. W ilosci 1 U/cm3
wolne/unieruchomione  komérek wytwarzaly okoto 11 mg/cm?® disacharydu, podczas gdy
wolny/unieruchomiony enzym w identycznych warunkach produkowat o 35% mniej laktulozy, co mogto
wynika¢ z wiekszej podatno$ci wyizolowanego enzymu na inhibicje pod wptywem glukozy i fruktozy.
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Zblizonych  obserwacji dokonano w przypadku izomerazy arabinozowej z  Geobacillus
stearothermophilus. Najbardziej skutecznie galaktoze w tagatoze przeksztatcalty immobilizowane w
alginianie wapnia komorki E. coli z tym enzymem, nieco gorzej wolne komorki, a w dalszej kolejnosci
wolny i immobilizowany enzym [Jung i wsp., 2005]. W tej pracy nie odnotowano jednak pogorszenia
wydajnosci procesu za sprawg rozcienczania medium reakcyjnego przez wode zamknieta w porach
immobilizowanych biokatalizatorow.

Interesujace wyniki uzyskano badajac wptyw pH Srodowiska na wydajnos¢ syntezy laktulozy
katalizowanej przez wolng/unieruchomiong Pwpgal. Wolna PwBgal w pH 3 ulegata wytraceniu z
roztworu i, podobnie jak w przypadku hydrolizy oNPBGal (Rysunek 5.13.), nie przejawiata Zzadnej
aktywnosci katalitycznej (Rysunek 5.17.B.). Najwyzszg aktywno$¢ transglikozylacyjng wykazywata w pH
5,0-5,4, czyli bardzo zblizonym do optymalnego pH hydrolizy oNPBGal. Co ciekawe, w pH 8,0 Pwpgal
zachowywata az 72% maksymalnej aktywno$ci transglikozylacyjnej, a tylko 17% maksymalne;
aktywnosci  hydrolitycznej. B-galaktozydaza z Bifidobacterium lungum [Hsu i wsp., 2007],
[-galaktozydaza z Thermotoga maritima [Ji i wsp., 2007] oraz -galaktozydaza z Aspergillus aculeatus
[Cardelle-Cobas i wsp., 2008] takze wykazywaty najwyzsza aktywnosS¢ transglikozylacyjng w pH
zblizonym do optymalnego dla hydrolizy. Optymalnym pH dla syntezy laktulozy katalizowanej przez
wolne komorki z Pwpgal byto pH 3,0-5,4, zatem pH z szerszego zakresu niz w przypadku wolnego
enzymu. W wyzszych pH aktywnos¢ transglikozylacyjna komérek nieznacznie malata, przy czym w pH
8,0 stanowita 78% warto$ci maksymalnej, czyli znacznie wigcej niz 38% maksymalnej aktywnosci
hydrolitycznej w tym samym pH. Rdznic w optymalnym pH syntezy laktulozy katalizowanej przez
wyizolowang i wewnatrzkomorkowg, [-galaktozydaze z Kluyveromyces lactis nie zaobserwowat Lee
i wsp. [2004]. Unieruchomienie Pwpgal lub komérek w alginianie wapnia praktycznie uniezaleznito
wydajno$¢ reakcji transglikozylacji od zmian pH. Immobilizowany enzym tylko w obu skrajnych pH
syntetyzowat nieco mniej laktulozy (72 i 87% maksymalnego uzysku), a przy pozostatych warto$ciach
powyzej 90% maksymalnego uzysku laktulozy. Immobilizowane komérki natomiast w catym badanym
zakresie pH produkowaty laktuloze ze zblizong wydajnoscia. Wptywu pH na otrzymywanie tGOS nie
zaobserwowano takze w przypadku (-galaktozydazy z Aspergillus oryzae immobilizowanej na tkaninie
bawetnianej [Albayrak i Yang, 2002].

Podczas badania wptywu temperatury na ilo$¢ laktulozy uzyskiwanej za pomocg Pwpgal w
czterech roznych formach, we wszystkich przypadkach w temperaturze 90°C i wyzszej obserwowano
intensywne brunatnienie mieszanin reakcyjnych. Byto ono nastepstwem reakcji Maillarda,
zachodzacych w podwyzszonej temperaturze w srodowisku bogatym w cukry redukujace i biatka

[Martins i wsp., 2001]. Szczegdlnie siinemu brunatnieniu ulegaty granule alginianu wapnia z
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enzymem/komorkami. Stezenie biatka we wnetrzu granul byto znacznie wyzsze, niz w medium
reakcyjnym, co mogto intensyfikowac formowanie produktdéw reakcji Maillarda w ich obrebie.

Wolna B-galakiozydaza z P. woesei syntetyzowata laktuloze tym efektywniej, im bardziej
podnoszono temperature procesu (Rysunek 5.17.A.). W temperaturze wyzszej niz 90°C obserwowano
jednak niewielki spadek uzysku laktulozy wynikajacy prawdopodobnie z dezaktywacji enzymu pod
wptywem temperatury [Synowiecki i Maciuska, 2002] oraz powstajagcych w Srodowisku reakcji
produktéw reakcji Maillarda [Bruins i wsp., 2003a]. W temperaturach wyzszych niz 93°C obserwowano
takze obnizenie aktywnosci hydrolitycznej Pwpgal wzgledem oNPBgal (Rysunek 5.12.).
W temperaturze 45°C maksymalng aktywno$¢ hydrolityczng i transglikozylacyjng wykazywata
-galaktozydaza z Bifidobacterium longum [Hsu i wsp., 2007]. W wyzszych temperaturach szybko
tracita jednak obie aktywnosci. Nieco inaczej zachowywata si¢ 3-galaktozydaza z Thermotoga maritima,
ktora najefektywniej katalizowata synteze tGOS w temperaturze 90°C, a hydrolize laktozy w
temperaturze o 10°C nizszej [Ji i wsp., 2007]. W nizszej temperaturze byta tez bardziej stabilna.
Podwyzszanie temperatury w catym badanym zakresie sprzyjato natomiast aktywnosci
transglikozylacyjnej immobilizowanej Pwpgal, podobnie jak miato to miejsce w odniesieniu do jej
aktywnosci hydrolitycznej. Immobilizacja prawdopodobnie zwiekszata termostabilno$¢ enzymu, co
zostato wczesniej odnotowane przez wielu autoréw [na przyktad: Aslan i Tanriseven, 2007; Falkoski
i wsp., 2009; Haider i Husain, 2007; Jung i wsp., 2005; Nakkhart i Haltrich, 2006; Zhou i wsp., 2010].
W przypadku zalezno$ci ilosci produkowanej laktulozy od temperatury reakcji dla wolnych oraz
immobilizowanych komérek obserwowano wyrazne maksimum syntezy w temperaturze 80°C.
W wyzszych temperaturach uzysk laktulozy byt o kilkanascie procent nizszy. Podobny efekt
zaobserwowano tez dla rekombinantowej izomerazy arabinozowej z Geobacillus stearotermophilus
[Jung i wsp., 2005]. Poniewaz najwyzszg aktywno$¢ hydrolityczng oba badane preparaty wykazywaty w
temperaturze 95-98°C, mozliwe ze w temperaturach wyzszych niz 80°C, preparaty te efektywniej
katalizowaty hydrolize, niz transglikozylacje. Innym branym pod uwage wyjasnieniem tej tendencji byta
wzmozona dezaktywacja Pwpgal pod wptywem intensywnego tworzenia produktéw reakcji Maillarda w
bogatym w biatka wnetrzu komorki. W celu weryfikacji powyzszych przypuszczen wykonano serie
dodatkowych eksperymentdw, ktorych wyniki zostang oméwione w podrozdziale 5.4.3.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych rezultatéw stwierdzono, ze najkorzystniejsze efekty
zapewnia prowadzenie procesu w nastepujgcych warunkach:

o temperatura 80°C, w ktorej wszystkie biokatalizatory wykazujg wysokg aktywnos¢, sg bardziej

stabilne, a reakcje Maillarda przebiegajg mniej intensywnie, niz w temperaturach wyzszych,
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o pH 5,4, w ktorym wszystkie preparaty wykazujg wysokg aktywno$¢ transglikozylacyjna, a ktore
nie sprzyja powstawaniu produktoéw reakcji Maillarda (reakcje te przebiegajg intensywniej w pH
zasadowym [Martins i wsp., 2001]),

o stezenie kazdego z substratow (laktozy i fruktozy) réwne 10% w/v, ktére zapewnia wysoki uzysk
laktulozy przy oszczednym gospodarowaniu substratami,

o ilos¢ biokatalizatora bedaca ekwiwalentem 1,0 U/lcm?® substratu dla obu preparatow
immobilizowanych w alginianie wapnia, 3,0 U/cm? substratu dla wolnych bakterii oraz 4,0 U/cm3
dla wolnej Pwpgal, pozwalajaca uzyska¢ znaczne ilosci laktulozy przy stosunkowo niewielkim
zuzyciu biokatalizatora.

Eksperyment, w ktorym badano wptyw aktywnosci B-galaktozydazy w $rodowisku reakcji na ilos¢
syntetyzowanej laktulozy, wykazat ponadto, ze wolne/immobilizowane komérki rekombinowanej E. coli
sq bardziej efektywnym producentem laktulozy niz wolna/immobilizowana podczyszczona Pwpgal.
Dodatkowo, przy aktywnosciach B-galaktozydazy w $rodowisku przekraczajacych 1,0 U/cm3, za sprawg
wolnych biokatalizatorow uzyskiwano wyzsze stezenia produktu w medium reakcyjnym, niz przy
pomocy biokatalizatorow putapkowanych w alginianie wapnia. W tych warunkach nastepowato
rozcienczanie substratu przez wode zawartg w granulach biokatalizatora. Rezultaty te, wbrew
wczesniejszym przypuszczeniom, sugeruja, ze wolny enzym/komérki sq bardziej skutecznymi

katalizatorami syntezy laktulozy niz ich immobilizowane odpowiedniki.

5.4.2. Wielokrotne wykorzystanie pojedynczej porcji biokatalizatora w oddzielnych reakcjach syntezy

laktulozy

Podstawowg korzyscig ptynacq ze stosowania biokatalizatorow unieruchomionych jest
mozliwo$¢ ich  wielokrotnego wykorzystania w odrebnych cyklach produkcyjnych.  Wolne
i immobilizowane w alginianie wapnia komorki E. coli zawierajagce Pwpgal oraz immobilizowany
podczyszczony enzym poréwnano pod wzgledem efektywno$ci syntezy laktulozy w  kolejnych
4-godzinnych szarzach produkcyjnych w temperaturze 80°C. W przypadku wolnych komdrek
oznaczono dodatkowo ilos¢ biatka oraz aktywnos¢ p-galaktozydazy wyciekajacej z nich w kazdym cyklu
produkcyjnym do Srodowiska reakcji.

W temperaturze 80°C enzym/komérki putapkowane w alginianie wapnia udato sie wykorzysta¢
w zaledwie 6 cyklach produkcyjnych (Rysunek 5.18.A.), przy czym w trakcie ostatniego cyklu granule
ztoza ulegaty catkowitemu zniszczeniu. Na tak ograniczong stabilnos¢ Zelu wptywata nie tylko wysoka
temperatura, ale takze wszystkie operacje mechaniczne, ktérym poddawano ztoze pomigdzy kolejnymi
cyklami (odsgczanie, przemywanie, suszenie na bibule, przenoszenie do Swiezej porcji substratu). Juz

w trzecim cyklu produkcyjnym dato sie ponadto zaobserwowac spadek aktywnos$ci transglikozylacyjnej
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wykazywanej przez unieruchomiony enzym. W szdstym cyklu preparat ten zachowywat jedynie okofo
30% aktywnosci poczatkowej. Utrata aktywnosSci byta rezultatem wyptukiwania enzymu ze zloza oraz
destabilizacji granul biokatalizatora, co obserwowano takze podczas wielu analogicznych procesow
[na przyktad: Girigowda i Mulimani, 2006; Haider i Husain, 2007; Zhou i wsp., 2010]. Efektu tego nie
odnotowano podczas katalizowania kolejnych reakcji przez immobilizowane komérki. W przypadku
wolnych komaérek nieznaczna (o okoto 10%) utrata efektywno$ci syntezy nastepowata dopiero w 6 cyklu
produkcyjnym. Komérki mogty by¢ zatem nadal stosowane. Najwigcej biatka, 1,16+0,03 mg/g wilgotne;
biomasy, komorki uwalniaty podczas pierwszego trwajacego 4 godziny cyklu produkcyjnego,
w kolejnych cyklach ta ilos¢ malata do 0,168+0,005 mg/g wilgotnych komérek w ostatnim cyklu
(Rysunek 5.19.). Wartosci te stanowity odpowiednio 1,68 i 0,25% catkowitej zawartosci biatka w
komoérkach. Z drugiej strony, aktywnos¢ B-galaktozydazy w srodowisku poza komorkg zwigkszata sie.
Po piatym cyklu wynosita 0,67 U/g wilgotnej biomasy, co jednak stanowito zaledwie 0,67% poczatkowej
aktywnosci wykazywanej przez komoérki E. coli z Pwgal.

Preparaty immobilizowanego enzymu i komorek zastosowano dla poréwnania w procesie
syntezy laktulozy prowadzonym w temperaturze 60°C (Rysunek 5.18.B.). W tych warunkach obydwa
ztoza wykazywaty wyraznie wieksza stabilno$¢ i praktycznie nie ulegty zniszczeniu w trakcie 8 kolejnych
cykli produkcyjnych. W nizszej temperaturze takze wyptukiwanie enzymu ze ztoza nastepowato wolniej.
W ostatnim cyklu immobilizowana Pwpgal zachowywata okoto 66% poczatkowej aktywnosci
transglikozylacyjne;.

Obnizenie temperatury reakcji jest jednym ze sposobow pozwalajacych zwiekszy¢ stabilno$¢
zelu alginianowego. W nizszej temperaturze maleje jednak wydajnos¢ syntezy laktulozy. Inne
mozliwosci to ograniczenie ilosci operacji mechanicznych, ktérym poddawane jest zloze pomiedzy
cyklami, zastosowanie do przygotowania zelu alginianu bogatszego w reszty kwasu a-L-guluronowego
(reszty te silniej wigzg kationy wielowartoSciowe niz reszty kwasu (-D-mannouronowego; ich udziat
w strukturze polimeru bezposrednio przektada sie na wytrzymato$¢ Zelu [Orive i wsp., 2006]) lub

modyfikacja sktadu zelu innymi materiatami zwiekszajacymi jego stabilno$¢.

5.4.3. Wptyw modyfikacji sktadu ztoza alginianowego na jego trwatos¢

Sktad ztoza alginianowego poddano wybranym modyfikacjom w celu poprawienia jego
stabilnosci mechanicznej (Tabela 5.4.). Stabilno$¢ otrzymanych biokatalizatoréw sprawdzono podczas
wielokrotnego wykorzystania pojedynczej porcji danego ztoza w odrebnych cyklach syntezy laktulozy w
temperaturze 60 (unieruchomiona Pwfgal) lub 80°C (unieruchomione bakterie).

Zwigkszenie stezenia Zelu alginianowego do 5% ograniczyto wyptukiwanie Pwpgal ze ztoza

podczas kolejnych cykléw produkcyjnych. Dodatkowe usieciowanie enzymu aldehydem glutarowym nie
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przyniosto poprawy wiasciwosci ztoza. Bardziej stezony zel byt jednak mniej stabilny w warunkach
reakcji. Po 6 cyklach produkcyjnych wiekszos¢ granul zloza pekata na pot, podczas gdy granule
przygotowane z 3% alginianu zachowywaty ksztatt nawet po 8 uzyciach.

W przypadku immobilizowanych bakterii, wprowadzenie chitozanu lub tlenku glinu do ztoza
pogarszato stabilno$¢ biokatalizatora. Nieznaczng poprawe trwatosci zelu przyniosto natomiast
wzbogacenie go o 2% zel krzemionkowy lub dodanie do $rodowiska reakcji 1 mM chlorku wapnia.
Najkorzystniejsze okazato sie zwigkszenie zawarto$ci alginianu w zelu do 5%. W przeciwienstwie do
unieruchomionej Pwpgal, granule z bakteriami nie rozpadaty si¢ na dwie cze$ci. Jednak juz po 7
cyklach syntezy laktulozy z uzyciem tego biokatalizatora obserwowano zmetnienie medium
reakcyjnego, swiadczace o uwalnianiu komorek ze struktury zelu. W kolejnych cyklach byto ono coraz
wyrazniejsze.

Poniewaz zadna z zaproponowanych modyfikacji ztoza alginianowego nie poprawita zasadniczo
jego stabilnosci mechanicznej podczas wielokrotnej syntezy laktulozy katalizowanej za pomocq
pojedynczej porcji danego biokatalizatora, zrezygnowano z wprowadzania zmian w sktadzie

stosowanego no$nika.

5.4.4. Poréwnanie aktywnosci hydrolitycznej wzgledem laktozy oraz termostabilnosci Pwpgal
podczyszczonej lub mikrokapsutkowanej w komérkach E. coli

Poréwnanie aktywnosci hydrolitycznej podczyszczonej Pwpgal i wolnych komoérek z Pwpgal
wzgledem  laktozy, jak rowniez  termostabilnosci obu  preparatbw w  Srodowisku
niezawierajacym/zawierajagcym cukry redukujace, okazato si¢ konieczne w celu wyjasnienia spadku
aktywno$ci transglikozylacyjnej komorek w temperaturach powyzej 80°C oraz wigkszej skutecznosci
komorek niz enzymu w reakcji syntezy laktulozy.

Przypuszczano, ze obnizenie aktywnosci transglikozylacyjnej komérek w temperaturach
powyzej 80°C mogto by¢ konsekwencjq wzrostu aktywno$ci hydrolitycznej Pwpgal zamkniete]
w komorkach w tych warunkach. Eksperyment, w ktérym zbadano, czy podwyzszenie temperatury z 80
do 90°C faworyzuje reakcje hydrolizy 3% wl/v laktozy wykazat, ze we wszystkich analizowanych
mieszaninach reakcyjnych rosto stezenie galaktozy i byto ono tym wyzsze, im wyzsza temperatura i im
dituzej trwata reakcja (Tabela 5.5.). Pomimo tego i pomimo niskiego stezenia substratu w Srodowisku
reakcji, PwBgal i komorki syntetyzowaly tGOS, a transglikozylacja przewazata nad hydroliza. Swiadczyt
o tym iloraz (Ceic-Caal)/Caal, ktorego licznik (czyli roznica stezen glukozy i galaktozy w medium po
reakcji) wyraza ilo$¢ galaktozy uczestniczacej w reakcji transglikozylacji, a mianownik ilo$¢ galaktozy
uwolnionej w reakcji hydrolizy (im mniejsza warto$¢ ilorazu, tym stezenie galaktozy w Srodowisku jest
blizsze stezeniu glukozy i tym wigksza przewaga hydrolizy nad transglikozylacjg). W przypadku
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podczyszczonego enzymu i komorek, w obu badanych temperaturach, warto$¢ ilorazu byta wigksza
od 2, czyli dwukrotnie wiecej reszt galaktozy zostato przeniesionych na akceptor inny niz woda. W 90°C
warto$¢ ilorazu byta nieznacznie nizsza, w poréwnaniu z tg w temperaturze 80°C. Réwniez w obu
temperaturach warto$¢ ta, po osiggnieciu pewnego maksimum, nieznacznie malata przy dtuzszych
czasach reakcji. Warto$¢ (Ceic-Caal)/Ccal Wskazywata réwniez, ze komaorki E. coli z Pwpgal katalizowaty
transglikozylacje wydajniej, niz réwnowazna ilo$¢ podczyszczonego enzymu. Uzyskane rezultaty
sugeruja, ze w temperaturze 80 i 90°C reakcja transglikozylacji jest przemiang przebiegajacq
efektywniej, a towarzyszaca jej hydroliza, przy odpowiednio krétkim czasie reakcji, nie wywiera
decydujacego wptywu na koncowy uzysk produktu/déw transglikozylacji. Obnizenie wydajno$ci syntezy
laktulozy katalizowanej przez wolne/unieruchomione komérki E. coli z Pwpgal w temperaturach powyzej
80°C musiato by¢ zatem spowodowane dodatkowymi czynnikami.

Zbadano nastepnie wptyw przedtuzonej inkubacji Pwgal i bakterii w temperaturze 80 lub 90°C
i w obecnosci 1% glukozy na aktywno$¢ B-galaktozydazy wykazywang przez te biokatalizatory (Tabela
5.6.). Najbardziej interesujacym i zaskakujgcym rezultatem tego eksperymentu bylo odnotowanie 76%
i 30-50% wzrostu aktywno$ci 3-galaktozydazy wykazywanej przez komorki w trakcie pierwszych dwoch
godzin inkubacji w temperaturze odpowiednio 80 i 90°C. Prawdopodobnie podczas inkubacji pod
wptywem temperatury Pwpgal zamknigta w komadrkach ulegata zmianom konformacyjnym, ktérych
efektem bylo zwiekszenie aktywnosci enzymatycznej tych komoérek [Pisani i wsp., 1990]. Zaréwno
enzym, jak i komorki, charakteryzowaty sie nadzwyczajnie wysokq termostabilnoscig. Po 120 godzinach
inkubacji w buforze octanowym pH 5,4 w temperaturze 80 lub 90°C, Pwgal zachowywata odpowiednio
80 i 57%, a komorki 130 i 83% aktywnosci poczatkowej. Termostabilno$¢ obu preparatéw ulegata
jednak wyraznemu pogorszeniu w obecnosci 1% w/v glukozy w Srodowisku. W 80°C okres potowicznej
utraty poczatkowej aktywnosci wynosit 96 i 105 godzin, odpowiednio dla enzymu i komoérek, a w 90°C
juz tylko 43 i 31 godzin. Dezaktywacja byta prawdopodobnie nastepstwem reakcji Maillarda, poniewaz
w miare uptywu czasu inkubacji obserwowano coraz intensywniejsze brunatnienie badanych probek.
W mikrokapsutkach komorek bakteryjnych, ze wzgledu na wysokg zawartosC innych biatek
otaczajacych Pwfgal, reakcje te mogty przebiega¢ intensywniej i powodowaé szybszg inaktywacje
enzymu. Obnizenie aktywno$ci obu biokatalizatoréw podczas syntezy laktulozy, w $rodowisku znacznie
bogatszym w cukry redukujgce, nastepowato przypuszczalnie o wiele szybciej. Reakcje Maillarda byty
tez przyczyng okoto dwukrotnie szybszej, w poréwnaniu z utratg aktywnosci tylko pod wptywem
temperatury, inaktywacji B-glikozydazy z Pyrococcus furiosus w temperaturze powyzej 80°C

w obecno$ci cukrow [Bruins i wsp., 2003a].
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Obserwowany wzrost aktywno$ci [-galaktozydazy w komérkach pod wptywem temperatury w
poczatkowym okresie inkubacji wyjasnit, dlaczego komorki E. coli z Pwpgal syntetyzowaty laktuloze
skuteczniej niz wyizolowany enzym, gdy wyjéciowa aktywno$¢ obu biokatalizatorow w mieszaninie
reakcyjnej byta rowna. Rzeczywista aktywno$¢ [-galaktozydazy w Srodowisku reakcji, dzieki temu
zjawisku, byta bowiem znacznie wyzsza. Bardziej wnikliwa analiza zmian aktywnosci Pwpgal w
komorkach w trakcie ogrzewania w 80°C wykazata, ze 30 minutowa inkubacja w tych warunkach
wystarczata, by uzyska¢ maksymalng aktywno$¢ enzymatyczng komdérek (Rysunek 5.20.). Podczas
dalszych eksperymentow, przed oznaczeniem aktywnosci lub przygotowaniem immobilizowanych

bakterii, rekombinowane komorki E. coli poddawano preinkubacji (80°C, 30 min) w celu ich ,aktywacji”.

5.4.5. Pordwnanie roznych form Pwpgal pod wzgledem wydajno$ci syntezy laktulozy

Przy  udziale  réwnowaznych  ilosci  wolnej/unieruchomione; Pwpgal  oraz
wolnych/unieruchomionych bakterii, w warunkach, ktore uznano za najkorzystniejsze (10% wi/v laktozy,
10% wilv fruktozy, 80°C, pH 5,4), przeprowadzono synteze laktulozy w celu poréwnania wszystkich
badanych biokatalizatorow pod wzgledem efektywnosci i ustalenia optymalnego czasu syntezy.
Zawarto$¢ kazdej z form PwpBgal w mieszaninie reakcyjnej wynosita 1,0 U/cm3. Przy tej aktywnosci, w
przypadku biokatalizatoréw immobilizowanych, efekt rozcieficzania nie wywierat decydujacego wptywu
na kofcowy uzysk laktulozy. Rekombinowane komorki E. coli, przed reakcjg lub immobilizacjg
poddawano 30 minutowej preinkubacji w 80°C.

Na rysunkach 5.21.A-D, oprocz stezen laktulozy, glukozy, galaktozy i fruktozy obliczonych na
podstawie odpowiadajacych im pikéw chromatograficznych, przedstawiono takze stezenia laktozy
i tGOS w probkach. Wartosci te oszacowano odpowiednio na podstawie roznicy pomiedzy
poczatkowym stezeniem molowym laktozy i stezeniem molowym glukozy w medium poreakcyjnym
[Clac(i) = Crac(0) — Caic(i)] oraz roznicy pomiedzy stezeniami molowymi glukozy i galaktozy w Srodowisku
po reakcji [Cicos(i) = Care(i) — Caali)]. Jak wyjasniono w podrozdziale 5.2., w zastosowanym uktadzie
analitycznym laktoza oraz powstajace w trakcie reakcji disacharydy inne niz laktuloza nie ulegaty
separacji, w zwigzku z czym ich oznaczenie nie byto mozliwe. Oszacowana zawartos¢ laktozy jest
zawyzona w stosunku do rzeczywistej, poniewaz nie uwzglednia laktozy, ktora zostata wykorzystana
jako akceptor reszty galaktozylowej w syntezie tGOS. Przeliczenie to, ze nie pokazuje réwniez wzrostu
stezenia laktozy w mieszaninach z unieruchomionymi biokatalizatorami spowodowanego uzupetnianiem
objeto$ci mieszaniny $wiezg porcjg substratu po pobraniu probki do analizy. Uzupetnianie medium
reakcyjnego bylo podyktowane koniecznoScig zachowania statej aktywnosci [(-galaktozydazy

w Srodowisku reakcji.
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Przy udziale unieruchomionych bakterii synteza laktulozy przebiegata najszybciej. Juz po 5
godzinach reakcji stezenie laktulozy w mieszaninie reakcyjnej wynosito 17,6+0,6 g/dm3, a po kolejnych
3 godzinach osiggato warto§¢ maksymalng réwng 18,2+0,6 g/dm3. W tym samym czasie (8 godzin)
wolne bakterie oraz wolny lub immobilizowany enzym produkowaty odpowiednio 16,1+1,3; 14,0+£0,3
oraz 15,0+0,4 g/dm3 laktulozy. Dwa ostatnie biokatalizatory podczas catej 30-godzinnej reakcji nie
zdofaty zsyntetyzowac tyle produktu, co immobilizowane bakterie. Wolne bakterie potrzebowaty na to az
24 godzin (18,6+0,8 g/dm3). W hydrolizacie otrzymanym za pomocg immobilizowanych bakterii
znajdowato sie tez najwiecej produktéw hydrolizy laktozy oraz tGOS. Co ciekawe, pomimo wysokiej
temperatury i wydtuzonego czasu reakcji, granule biokatalizatorow immobilizowanych nie ulegaty
zniszczeniu (podlegaty jednak brunatnieniu). Potwierdza to wcze$niej wyciggniety wniosek, Ze na ich
stabilno$¢, oprécz temperatury, wptywaty takze operacje mechaniczne, ktorym byty poddawane.

Sposrod wszystkich badanych biokatalizatoréw, wolne oraz immobilizowane rekombinowane
komorki E. coli posiadajace aktywno$¢ [-galaktozydazy z P. woesei, okazaty sie najbardziej
interesujacymi. Unieruchomione bakterie syntetyzowaty najwiecej laktulozy i w najkrétszym czasie,
jednak réwnoczes$nie w mieszaninie reakcyjnej powstawaty znaczne ilosci tGOS oraz produktow
rozktadu laktozy. Procentowy udziat molowy laktulozy oraz tGOS w produktach (glukoza, galaktoza,
laktuloza, tGOS) po 8 godzinach reakcji wynosit jednak odpowiednio 14-18 oraz 24-25%, bez wzgledu
na uzyty biokatalizator (takze wolny/unieruchomiony enzym). Wolne komorki wydawaty sie by¢
biokatalizatorem bardziej uniwersalnym niz immobilizowane. Wykazywaty bowiem wigkszg odporno$¢
na stres temperaturowy i mechaniczny, mogty by¢ stosowane w bardzo szerokim zakresie aktywnoSci
(komérki immobilizowane wiasciwie tylko w ilosci rownowaznej 1,0 U/cm3 substratu), nie powodujac
przy tym rozcienczania substratu, oraz byty mniej kosztowne. Z drugiej strony, komdrki immobilizowane
w alginianie wapnia zapewniaty fatwiejsze oddzielanie biokatalizatora od mieszaniny poreakcyjnej oraz

pozwalaty na stosowanie ich jako wypetnienia przeptywowego reaktora kolumnowego.

54.6. Synteza laktulozy w reaktorze kolumnowym wypetnionym komorkami E. coli z Pwpgal
immobilizowanymi w alginianie wapnia
Jak wspomniano w poprzednim podrozdziale, komorki unieruchomione na nierozpuszczalnym
nosniku, w przeciwienstwie do komérek wolnych, mogg by¢ stosowane jako wypetnienie przeptywowych
reaktorow kolumnowych. Podjeto zatem probe wykorzystania komérek E. coli z Pwpgal jako
katalizatora syntezy laktulozy prowadzonej w reaktorze kolumnowym. W procesie tym nie zastosowano
podczyszczonej Pwpgal immobilizowanej w alginianie wapnia, poniewaz podczas wielokrotnego
wykorzystania ztoza enzym ulegat wyptukiwaniu ze struktury Zelu (podrozdziat 5.4.2.),
co najprawdopodobniej nastepowatoby takze w trakcie ciggtej pracy reaktora kolumnowego. Ponadto,
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biokatalizator ten wykazywat mniejszg efektywnoSC syntezy laktulozy niz unieruchomione komorki
(podrozdziat 5.4.5.). Reakcje prowadzono metodg ciagta z recyrkulacjg substratu przez ztoze. Taki
system pozwolit na osiggniecie wysokich wydajnosci w reakcjach syntezy tagatozy [Hong i wsp., 2007;
Jung i wsp., 2003] oraz trehalozy [Di Lernia i wsp., 2002] katalizowanych przez unieruchomione
w alginianie wapnia rekombinowane komérki E. coli posiadajace aktywnosci réznych termofilnych
enzymow.

Wbrew oczekiwaniom, w zastosowanych warunkach (10% w/v laktozy, 10% w/v fruktozy,
100 cm3; 1,0 U/cm? substratu; pH 5,4; 60 lub 80°C; przeptyw 1,5 cm3/min) synteza laktulozy w reaktorze
kolumnowym przebiegata mniej efektywnie, niz w systemie okresowym (Rysunek 5.22.). llo$¢ laktulozy
(okoto 18 g/dm3), ktérg w 80°C unieruchomione komérki produkowaty w ciggu 8 godzin reakci,
w reaktorze uzyskiwano dopiero po 16 godzinach. W tej temperaturze po 8 godzinach reakcji uzysk
laktulozy wynosit 14,6+0,2 g/dm3, a po 24 godz 21,6+0,01 g/dm3, co odpowiadato produktywnosciom
rownym 1,8 i 0,9 g/dm3/godz. W 60°C wartosci te malaty odpowiednio do 1,09 i 0,65 g/dm3/godz.
W poréwnaniu z maksymalng produktywnoscig osiggang w procesie okresowym (2,3 g/dm?/godz),
rezultaty te uznano za mato obiecujgce. Niskie uzyski laktulozy byty prawdopodobnie skutkiem
pogorszonej wymiany masy w uktadzie, bedacej nastepstwem pecznienia granul Zelu alginianu wapnia
w podwyzszonej temperaturze [Mammarella i Rubiolo, 2009]. Poprawe wydajno$ci przemiany mogtaby
przynies¢ zmiana konstrukcji reaktora (zwigkszenie wysokosci ztoza) lub szybkosci przeptywu substratu
przez ztoze. Korzyscig wynikajacg ze stosowania reaktora byto natomiast to, ze pomimo dtugiego czasu
reakcji, granule biokatalizatora nie ulegaty uszkodzeniu, nie obserwowano tez metnienia substratu,
Swiadczacego o uwalnianiu komorek ze struktury zelu.

Poniewaz transport masy w reaktorach barbotazowych ze ztozem fluidalnym nastepuje
efektywniej, niz w reaktorach kolumnowych [Godia i Sola, 1995], dla poréwnania synteze laktulozy
przeprowadzono w reaktorze tego typu w analogicznych warunkach. Wstepny eksperyment wykazat, ze
w reaktorze barbotazowym zaréwno w 60, jak i w 80°C, reakcja przebiegata wydajniej. W nizszej
temperaturze uzyskiwano 18,5+0,4 i 24,5+0,2 g/dm? laktulozy po 8 i 24 godzinach procesu, zas w
wyzszej odpowiednio 20,5+0,3 i 25,0£0,1 g/dm3. Wydajno$ci te byly takze wyzsze, niz w reakcji
okresowej. Uzysk laktulozy w 60°C sugerowat, ze dzieki zastosowaniu barbotazu mozliwe bytoby
obnizenie temperatury reakcji, a tym samym jej kosztu, przy zachowaniu jednakowej efektywnoSci
syntezy, co w matej skali. Otrzymywanie laktulozy w reaktorze barbotazowym poddano zatem

wnikliwszej analizie.
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5.4.7. Synteza laktulozy w reaktorze barbotazowym ze ztozem fluidainym w postaci immobilizowanych

w alginianie wapnia komoérek E. coli z Pwpgal

Jak wspomniano w poprzednim podrozdziale, granule alginianu wapnia peczniejg w
podwyzszonych temperaturach, co zwigksza upakowanie biokatalizatora i moze pogarsza¢ warunki
wymiany masy w uktadzie, a tym samym obniza¢ wydajno$¢ przemiany. Sposobem, pozwalajagcym
przezwyciezy¢ wymienione trudnosci, wydaje sie by¢ stosowanie reaktoréw barbotazowych ze ztozem
fluidalnym, w ktérych przeptyw pecherzykéw gazu zapewnia wydajne i jednocze$nie tagodne mieszanie
medium reakcyjnego. W reaktorach tego typu wymiana masy nastepuje efektywniej, niz w reaktorach
kolumnowych ze ztozem upakowanym [Godia i Sola, 1995]. W laboratoryjnym reaktorze barbotazowym,
0 objetosci roboczej rownej 200 cm?3, przeprowadzono probe otrzymywania laktulozy z zastosowaniem
immobilizowanych w alginianie wapnia komorek E. coli posiadajacych aktywno$¢ termofilnej
[-galaktozydazy z P. woesei. Proces prowadzono metodg okresowa, poniewaz w trybie ciggtym,
pomimo stosunkowo wolnego (1,0 cm3/min) przeptywu substratu przez reaktor, osiggano znikome
wydajnos$ci reakcji (dane nieprezentowane). Prawdopodobnie w tym trybie czas przebywania substratu
w reaktorze byt zbyt krotki, by zapewni¢ odpowiedni kontakt substratu z biokatalizatorem. Z przyczyn
technicznych, dalsze zmniejszenie predkosci przeptywu substratu przez reaktor byto niewykonalne.

Synteza laktulozy w reaktorze barbotazowym przebiegata najefektywniej w temperaturze 70°C
(Rysunek 5.23.). Po 24 godzinach od rozpoczecia reakcji stezenie produktu w mieszaninie reakcyjnej
wynosito 15,2 g/dm3 i przez kolejnych 16 godzin procesu pozostawato bez zmian. W temperaturach 80
i 90°C uzyskiwano mniejsze ilosci laktulozy, co przypuszczalnie byto spowodowane dezaktywacjq
enzymu w nastepstwie reakcji Maillarda. W tych warunkach obserwowano bowiem brunatnienie granul
ztoza oraz medium reakcyjnego. W 60°C otrzymano 14,0 g/dm3 po 24 i 15,5 g/dm? po 40 godzinach
reakcji, przy czym, inaczej niz w temperaturach wyzszych, w ciggu catego procesu nie obserwowano tu
uszkodzen granul zioza. Przyjeto zatem, ze prowadzenie syntezy w 60°C przez 24 godziny byto
najkorzystniejsze i takie parametry stosowano podczas dalszych reakgji.

Podobnie, jak w przypadku reakcji okresowych prowadzonych w mniejszej skali (podrozdziat
5.4.1.), w obecno$ci wigkszych ilosci biokatalizatora niz ekwiwalent 1,0 U/cm? substratu, obserwowano
rozcienczanie medium reakcyjnego wodg zamknieta w porach Zelu alginianowego (Rysunek 5.24.).
Wykorzystanie w syntezie laktulozy barbotazu, nie poprawito warunkow wymiany masy na tyle, by
chociazby czesciowo zniwelowaé ten efekt. Korcowe stezenia laktulozy osiggane przy udziale
0,5 1,0 Ulcm? biokatalizatora byty bardzo zblizone, ale przy wyzszej sposréd tych dwdch zawartoSci
ztoza w Srodowisku reakcja przebiegata szybcie;.

Poprawe uzysku laktulozy w procesie przyniosto zwiekszenie poczatkowego stezenia laktozy od

5 do 10% w/v i stezenia fruktozy od 5 do 15% wl/v (Rysunek 5.25. A i B). Rdznica pomiedzy
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wydajnosciami uzyskiwanymi przy 10 i 15% zawartosci fruktozy w medium reakcyjnym byta jednak na
tyle niewielka, (odpowiednio 23,3 i 26,4 g/dm?3), ze nizsze stezenie substratu, ze wzgledu na jego
mniejsze zuzycie, uznano za korzystniejsze.

W optymalnych warunkach, tzn. w 60°C, w obecnosci 1,0 U/cm3 biokatalizatora i przy
poczatkowym stezeniu laktozy i fruktozy réwnym 10% wiv, badane ztoze udato sie trzykrotnie
wykorzysta¢ do produkcji laktulozy w reaktorze barbotazowym (Rysunek 5.26.). W czwartym 24-
godzinnym cyklu produkcyjnym, pomimo stosunkowo tagodnych warunkéw reakcji, granule
biokatalizatora ulegaty zniszczeniu. W kolejnych cyklach uzyskiwano 24,1, 22,9 i 20,3 g/dm3 laktulozy,
co odpowiadato produktywnosciom 1,0, 0,95 0,84 g/dm3/godz. Produktywnosci te, w poréwnaniu z 4,1
g/dm3/godz osiggang podczas otrzymywania tagatozy z galaktozy za pomocg immobilizowanych w
alginianie wapnia komorek E. coli posiadajgcych aktywno$¢ izomerazy L-arabinozowej z Thermotoga
neapolitana [Hong i wsp., 2007], byty niesatysfakcjonujace i wymagaty wprowadzenia zmian w procesie
w celu ich poprawienia.

Dla poréwnania, synteze laktulozy w reaktorze barbotazowym przeprowadzono tez przy udziale
zawiesiny komorek w identycznych warunkach (Rysunek 5.27.). Reakcja katalizowana przez wolne
komorki E. coli z Pwpgal, podobnie jak w trakcie syntezy laktulozy w mniejszej skali, przebiegata wolnie;
i Z nieco nizszg wydajnoscig (11,2 i 14,5 g/dm3 laktulozy po 24 i 40 godzinach reakcji) niz w przypadku
bakterii immobilizowanych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze stosowanie zawiesiny komérek pozwala na
zwiekszenie aktywnos$ci P-galaktozydazy w medium reakcyjnym (niewystepowanie efektu
rozcienczania) oraz podwyzszenie temperatury reakcji (brak ograniczen wynikajacych z wrazliwosci

zelu alginianowego na temperature i bodzce mechaniczne), co poprawitoby zapewne uzysk produktu.

5.4.8. Podsumowanie

Podczas wszystkich przeprowadzonych reakcji transglikozylacji, wolne/ unieruchomione
komorki E. coli z termofilng B-galaktozydazg z Pyrococcus woesei wykazywaty lepsze wiasciwosci
katalityczne niz wolny/unieruchomiony podczyszczony enzym. Ponadto, w przeciwienstwie do
podczyszczonej Pwpgal, komérki nie ulegaty wyptukiwaniu ze struktury Zelu alginianowego podczas
wielokrotnej syntezy laktulozy z uzyciem pojedynczej porciji biokatalizatora. W jednakowych warunkach
procesu bakterie putapkowane w alginianie wapnia produkowaty wiecej laktulozy niz wolne, co
prawdopodobnie wynikato z tego, ze podczas przediuzonej inkubacji z substratem w reakcje
zaangazowane byty nie tylko komérki unieruchomione bezpo$rednio pod powierzchnig granul ztoza (jak
to miato miejsce w reakcjach z oNPBGal), ale rowniez te zamkniete w gtebszych warstwach zelu.

W zestawieniu z innymi enzymami posiadajacymi zdolno$¢ do katalizowania syntezy laktulozy, badane
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preparaty Pwpgal prezentowaly poréwnywalny potencjat katalityczny (Tabela 5.7.). Swiadczyta o tym
zblizona produktywnos¢ biokatalizatorow wyrazona w gramach laktulozy syntetyzowanej w jednostce
czasu przez jednostke aktywnoSci danego enzymu. Parametr ten byt znacznie wyzszy tylko
w przypadku B-galaktozydazy z Aspergillus oryzae badanej przez Adamczyka i wsp. [2009]. Co
cieckawe, Mayer i wsp. [2004], ktérzy analizowali wiasciwosci tego samego enzymu, uzyskali
produktywnosci ponad 5-krotnie nizsze. Preparaty Pwpgal pod wzgledem wydajno$ci produktu
odniesionej do poczatkowego stezenia laktozy w medium reakcyjnym (Cru/Crac) ustepowaty
B-glikozydazie z Pyrococcus furiosus oraz B-galaktozydazie z Aspergillus oryzae [Mayer i wsp., 2004],
byly natomiast efektywniejsze od B-galaktozydazy z Sulfolobus solfataricus [Kim i wsp., 2006] oraz
permeabilizowanych drozdzy Kluyveromyces lactis [Lee i wsp., 2004].

Poprawy wydajnosci syntezy laktulozy z udziatem immobilizowanych w alginianie wapnia
komoérek E. coli z Pwpgal nie przyniosto zastosowanie ich jako wypetnienia reaktora kolumnowego lub
ztoza fluidainego w reaktorze barbotazowym. Produktywno$ci osiggane w tych procesach byty
jednakowe, co w reakcjach prowadzonych w mniejszej skali (reaktor kolumnowy:
1,83 g/ldm3/godz w 80°C; reaktor barbotazowy: 2,3 g/dm¥/godz w 60°C; 10% laktozy i 10% fruktozy,
1,0 Ulcm3 substratu, pH 5,4, 8 godz), ale kilkakrotnie nizsze w poréwnaniu z produktywnoscig
przypadajacq na jednostke objetoSci reaktora kolumnowego uzyskang w procesie ciggtym
katalizowanym przez B-glikozydaze z Pyrococcus furiosus unieruchomiong na Amberlicie IRA-93 (45-65
g/dm?/godz laktulozy) [Mayer i wsp., 2010].

Pozostawienie rekombinantowego enzymu we wnetrzu modyfikowanej genetycznie komorki
wytwarzajacej go stanowi rodzaj unieruchomienia biokatalizatora. Dodatkowa immobilizacja komorek na
nierozpuszczalnym no$niku jest uzasadniona tylko w razie stosowania takiego preparatu jako
wypetnienia reaktora kolumnowego. Poniewaz synteza laktulozy w reaktorze kolumnowym
i barbotazowym przebiegata mato efektywnie, uznano, ze bardziej racjonalne bedzie prowadzenie
wspomnianego procesu metodg okresowg przy udziale wolnych komérek jako katalizatorow. Co prawda
w reakcjach okresowych uzyski laktulozy osiggane za sprawg immobilizowanych komorek byty wyzsze
niz w obecnosci wolnych, jednak za tymi drugimi przemawia ich nizszy koszt (brak nos$nika, mniejsze
zuzycie komorek), a takze mozliwo$¢ stosowania w szerszym zakresie temperatur (brak ograniczen
powodowanych przez wrazliwos¢ termiczng i mechaniczng alginianu) i aktywnosci (brak efektu
rozcienczania substratu). Pojedyncza porcja wolnych komérek mogtaby zosta¢ kilkakrotnie
wykorzystana do syntezy laktulozy, jednak z punktu widzenia powtarzalno$ci procesu lepiej w kazdym
cyklu produkcyjnym stosowac $wiezg porcje. W przypadku tak niedrogiego biokatalizatora, jak cate

komorki, jest to wykonalne.
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Komorki E. coli BL21(DE3) z Pwgal nie sg patogenne, w warunkach proponowanego procesu
ulegajq szybkiej inaktywacji, a ich wewnatrzkomorkowe biatka w minimalnym stopniu przedostajg sie do
medium reakcyjnego, jednak stosowanie tych bakterii do wytwarzania jadalnych oligosacharydéw moze
budzi¢ obawy odnosnie bezpieczenstwa zdrowotnego produktu finalnego. Szczepy E. coli nie posiadajg
bowiem statusu QPS (ang. Qualified Presumption of Safety), tzn. rekomendacji Europejskiego Urzedu
ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) dla mikroorganizméw mogacych stanowi¢ dodatek do zywnosci
lub pasz, lub mogacych stuzy¢ do produkcji rekombinantowych enzyméw wykorzystywanych
w przetwdrstwie spozywczym [European Food Safety Authority, 2008; Leuschner i wsp., 2010].
Czesciowe rozwigzanie tego problemu zapewnia zastgpienie bakterii drozdzami Pichia pastoris
modyfikowanymi genem termofilnej (-galaktozydazy z Pyrococcus woesei. Drozdze P. pastoris sg
niepatogenne, posiadajg dtugg historie bezpiecznego stosowania m.in. do otrzymywania wielu
rekombinantowych biatek [Cregg i wsp., 2000] i, zgodnie z obecnymi regulacjami, mogg stuzy¢ do
wytwarzania rekombinantowych enzyméw uzywanych w produkcji zywno$ci [European Food Safety
Authority, 2008]. Modyfikowane drozdze z Pwfgal sg rowniez bardziej stabilne genetycznie
w poréwnaniu z komdrkami E. coli, gdyz gen kodujacy termofilng [3-galaktozydaze zostat zintegrowany
z ich genomowym DNA (w przypadku bakterii gen ten znajduje sie na plazmidzie). Potencjat
katalityczny Pwpgal mikrokapsutkowanej w komérkach P. pastoris porownano zatem z wkasciwo$ciami
wolnego i unieruchomionego w  alginianie  wapnia  podczyszczonego enzymu  oraz

wolnych/immobilizowanych rekombinowanych komoérek E. coli.

5.5. Charakterystyka Pwpgal mikrokapsutkowanej w komérkach Pichia pastoris

Komorki P. pastoris wykazywaty znacznie nizszg, w porownaniu z E. coli, aktywnosc¢
rekombinantowej 3-galaktozydazy. Wynosita ona 20 U/g wilgotnej biomasy, czyli okoto 20% aktywnosci
posiadane] przez bakterie. Komorki drozdzowe sg jednak wieksze od bakteryjnych, zatem w jednostce
masy ich ilos¢ jest mniejsza. Permeabilizacja etanolem lub izopropanolem nie zwigkszata aktywnosci
B-galaktozydazy w zawiesinie komorek (Tabela 5.8.). Dziatanie 50 i 75% alkoholi powodowato
czeSciowq lize komérek, o czym $wiadczyly znaczne ilosci biatka wyciekajacego z nich po
permeabilizacji oraz wzrost intensywnosci fluorescencji jodku propidyny. Nieznaczny wzrost aktywnosci
nastepowat natomiast po inkubacji komérek w temperaturach wyzszych niz 70°C. Temperatura w
znacznie mniejszym stopniu, w poréwnaniu z 50-75% etanolem i izopropanolem, wptywata na ilo$¢
biatka uwalnianego przez komorki. Zwigkszata za to intensywno$¢ fluorescencji jodku propidyny,
wskazujacg na naruszenie integralnosci btony cytoplazmatycznej komérek. Podwyzszona temperatura,
podobnie jak w przypadku bakterii, okazata sie wystarczajgcym czynnikiem permeabilizujgcym.
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Komérki P. pastoris z Pwpgal wykazywaty najwyzsza aktywno$¢ hydrolityczng wzgledem
oNPBGal w temperaturze 98-100°C (Rysunek 5.28.B.), a zatem w wyzszej niz podczyszczona Pwfgal
i komorki E. coli, oraz w pH 5,4, czyli tym samym, co wolna Pwfgal (Rysunek 5.28.A.). Enzym
mikrokapsutkowany w komdrkach drozdzowych zachowywat wysokg aktywnoS¢ w znacznie szerszym,
w poréwnaniu z preparatem podczyszczonym, zakresie pH (powyzej 80% aktywnos$ci maksymalne;
w pH 4,0-6,0).

Trwajgca 30 minut inkubacja zawiesiny drozdzy w 80°C powodowata wzrost aktywno$ci
B-galaktozydazy w komorkach o ponad 80% (do 35 U/g). Podczas przediuzonej inkubacii
w temperaturze 80°C Pwpgal zamknigta w komérkach drozdzowych byta réwnie stabilna, co ta
w komdrkach bakteryjnych (Tabela 5.9.). W temperaturze 90°C tracita aktywno$¢ szybciej, i po
120 godz inkubacji wykazywata 55% aktywnosci poczatkowej, podczas gdy komorki E. coli az 83%.
Komorki P. pastoris z Pwpgal okazaty sie nieco odporniejsze na dezaktywacje pod wptywem reakcji
Maillarda. W obecno$ci 1% glukozy ich czas potowicznej utraty aktywno$ci wynosit ponad 120 oraz 33
godziny w temperaturze odpowiednio 80 i 90°C. Aktywnos¢ E. coli malata 0 50% po 105 i 31 godzinach.

W czasie 48-godzinnej inkubaciji zawiesiny bakterii i drozdzy w 80°C nastepowato wyciekanie
biatka z komorek (Tabela 5.10.). Po 48 godzinach z 1 g wilgotnych komérek bakteryjnych wyptywato
okoto 3,3 mg biatka, a z drozdzowych 1,3 mg. llo$¢ ta w obu przypadkach stanowita zaledwie okoto
4,8% catkowitej zawartoSci biatka w komorkach oszacowanej na podstawie ich lizy zasadowej
(odpowiednio 69+2 oraz 28+1 mg/g wilgotnej biomasy). Takze aktywno$¢ termofilnej B-galaktozydazy
w Srodowisku poza komérkg stanowita mniej niz 1% aktywnosci wykazywanej przez komaérki po 30-
-minutowej inkubacji w 80°C. Analiza elektroforetyczna spektrum mas czasteczkowych biatek
wyekstrahowanych z komérek podczas wydtuzonej inkubacji w 80°C nie wykazata jednak obecnosci
wewnatrzkomérkowych protein P. pastoris i E. coli w ekstrakcie (Rysunek 5.29.).

Podczas hydrolizy 3% w/v laktozy katalizowanej przez komorki P. pastoris z Pwpgal, podobnie
jak w przypadku B-galaktozydazy wolnej i zamknietej w komdrkach E. coli, nastepowata synteza tGOS
(Tabela 5.11.). Co wiecej, transglikozylacja byta reakcjq dominujgcg zaréwno w 80, jak i 90°C, pomimo
niskiego stezenia substratu. W wyzszej temperaturze komorki P. pastoris z Pwpgal uwalniaty wiecej
galaktozy, dlatego przewaga transglikozylacji nad hydrolizg byta nieco nizsza niz w 80°C. Na podstawie
lorazu  (Coic-Cgal)/Cca  stwierdzono, ze komorki P. pastoris z Pwpgal w 80°C katalizowaly
transglikozylacje efektywniej, niz podczyszczony enzym lub rekombinowane komorki E. coli. W 90°C
efektywnos$¢ wszystkich wymienionych form (3-galaktozydazy byta jednakowa.

W celu poréwnania komoérek P. pastoris z Pwpgal z pozostatymi badanymi biokatalizatorami,

rekombinowane drozdze w ilosci rownowaznej 1 U/cm3 zastosowano jako katalizator syntezy laktulozy
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w warunkach uznanych wczesniej za najkorzystniejsze (10% wiv laktozy i 10% wiv fruktozy; 80°C; pH
5,4) (Rysunek 5.30.). Koncowy uzysk laktulozy osiagniety przy uzyciu drozdzy byt wyzszy, niz w
przypadku innych badanych biokatalizatorow, i wynosit 22,5+1,22 g/dm3 po 30 godzinach reakci.
Przemiana przebiegata jednak z wolniej. Po 8 godzinach reakcji stezenie produktu w mieszaninie
reakcyjnej rowne byto 14,84£0,57 g/dm3, podczas gdy w tym samym czasie wolne bakterie
syntetyzowaty 16,1+1,25 g/dm3, a unieruchomione 18,2+0,49 g/dm3 laktulozy. Na tym etapie reakcji
molowy udziat laktulozy w produktach przemiany (glukoza, galaktoza, laktuloza, tGOS) wynosit blisko
20%, a tGOS 22%. Rekombinowane drozdze katalizowaty zatem reakcje z nieco wiekszg
selektywno$cig niz pozostate formy Pwpgal. Produktywno$¢ tego biokatalizatora po 8 godzinach reakcji
rowna byta 1,9 g/dm3/godz, czyli 0,0019 g/U/godz, za$ wydajno$¢ wzgledna przemiany (odniesiona do
poczatkowego stezenia laktozy w medium reakcyjnym) 14,8%. Wymienione warto$ci byty bliskie tym
osigganym przy udziale wolnej oraz unieruchomionej w alginianie wapnia Pwpgal, ale nizsze w
poréwnaniu z efektywnoscig wolnych i unieruchomionych komorek E. coli.

Rekombinowane komorki P. pastoris z Pwpgal pod wzgledem posiadanych wiasciwosci
(optymalna temperatura i zakres pH, termostabilno$¢, efektywnos¢ katalizowania transglikozylacii)
stanowity biokatalizator rownie przydatny, co komérki E. coli z termofilng [3-galaktozydaza. Poniewaz
jednak wykazywaty duzo nizszg aktywnos¢ [(-galaktozydazy (okoto 20% aktywno$ci bakterii), ich
zuzycie w trakcie reakcji musiato by¢ proporcjonalnie wieksze. Przy udziale rekombinowanych drozdzy

synteza laktulozy przebiegata z mniejszg szybkoscig, ale za to bardziej selektywnie.

5.6. Zastosowanie rdznych form Pwpgal do syntezy tGOS z laktozy

Rekombinantowg [-galaktozydaze z P. woesei we wszystkich badanych postaciach
(podczyszczony enzym, wolne komdrki E. coli lub P. pastoris z Pwpgal, enzym lub komorki E. coli
z PwBgal immobilizowane w alginianie wapnia) wykorzystano jako katalizator syntezy tGOS z laktozy.
Reakcje prowadzono w podobnych warunkach, co synteze laktulozy (15% wiv laktozy; 80°C; pH 5,4;
zawarto$¢ biokatalizatora 1,0 U/cm3 substratu). Stezenia tGOS przedstawione na rysunku 5.31. sg
wartosciami szacunkowymi, obliczonymi na podstawie réznicy steze molowych glukozy i galaktozy.
Przyjeto takie przyblizenie, poniewaz w stosowanym uktadzie analitycznym laktoza oraz powstajace
podczas reakcji disacharydy nie ulegaty separacji, zatem ich oznaczenie chromatograficzne byto
niewykonalne. W podobny sposéb obliczono pozostatos¢ laktozy w probkach.

Podczas syntezy laktulozy najwyzszg skutecznoscig cechowaty sie komorki E. coli
unieruchomione w alginianie wapnia, ktore produkowaty najwiecej laktulozy w najkrotszym czasie
(8 godzin). W przypadku syntezy tGOS, po 8 godzinach reakcji efektywnos¢ biokatalizatoréw uktadata

sie nastepujgco: immobilizowane bakterie> wolne bakterie> wolny enzym > immobilizowany enzym>
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wolne drozdze, ale koncowe uzyski galaktooligosacharydéw byly, za wyjatkiem unieruchomionej
podczyszczonej Pwpgal, bardzo zblizone i wynosity w przyblizeniu 150 mmol/dm3 (Rysunek 5.31.).
Wydajnosci tGOS uzyskane za pomocg réznych form Pwfgal, pomimo Ze ze wzgledu na trudnosci
analityczne byly jedynie wartosciami szacunkowymi, sugerowaty, ze termofilna [B-galaktozydaza
z P. woesei byfa skuteczniejszym producentem galaktooligosacharydow niz laktulozy.

Produktywnosci osiggniete przez badane biokatalizatory w ciagu poczatkowych 8 godzin reakc;i
poréwnano z wynikami uzyskanymi dla innych enzymow termofilnych (Tabela 5.12.). Oszacowane ilosci
tGOS produkowanych przez rézne formy Pwfgal przeliczono na g/dm3 w oparciu o zatozenie, ze Sredni
stopien polimeryzacji uzyskanych produktow rowny byt 3 (podrozdziat 1.2.1.), zatem masa molowa
takiego ,statystycznego” produktu wynosita 504 g/mol. Parametrem, ktory najlepiej pozwala porownaé
efektywno$¢ rdznych biokatalizatoréw jest produktywnos¢ wyrazona w gramach produktu wytwarzanych
przez jednostke aktywno$ci enzymu w jednostce czasu (tu g/U/godz). Na jego podstawie stwierdzono,
ze Pwpgal, bez wzgledu na posta¢, byla o wiele mniej skutecznym producentem tGOS, niz
B-glukozydaza z Thermus sp. [Akiyama i wsp., 2001], ale znacznie lepszym od [(-galaktozydazy
z Sulfolobus solfataricus [Park i wsp., 2008]. Z kolei potencjat katalityczny komérek E. coli z Pwpgal
unieruchomionych w alginianie wapnia oraz (3-galaktozydazy z Thermotoga maritima [Ji i wsp., 2005]
byt porownywalny. Wydajnosci syntezy tGOS osiggane przy udziale rozmaitych enzymow bywajg
bardzo rozbiezne [Park i Oh, 2010]. Jak dotad najlepsze rezultaty (produktywno$¢ na jednostke
objetosci reaktora 106 g/dm3/godz) uzyskano podczas ciggtej syntezy tGOS prowadzonej przy udziale

-galaktozydazy z Aspergillus oryzae unieruchomionej na tkaninie bawetnianej [Albayrak i Yang, 2002].

5.7. Zastosowanie roznych form Pwgal do syntezy laktulozy i tGOS z serwatki

Tym, co czynito Pwpgal wyjatkowg na tle innych enzymow, byta jej zdoInos¢ do wydajnego
katalizowania transglikozylacji w obecnos$ci niskiego stezenia substratu (3% w/v laktoza; podrozdziat
5.4.4.). Obserwacja powyzsza nasuneta przypuszczenie, ze Pwpgal mogtaby zosta¢ wykorzystana do
syntezy tGOS lub laktulozy bezposrednio z laktozy zawartej w serwatce, przy czym uprzednie zatezanie
serwatki (np. poprzez ultrafiltracje) w celu zwiekszenia w niej udziatu laktozy nie bytoby konieczne.
Przeprowadzono zatem serie reakcji, w ktérych badane formy termofilnej 3-galaktozydazy z Pyrococcus
woesei zastosowano do otrzymywania tGOS (Rysunek 5.32.A.) lub laktulozy (Rysunek 5.32.B.) z
serwatki. Stezenie laktozy w serwatce uzytej jako substrat wynosito 43,6 oraz 39,1 g/dm3 (+ 39,8 g/dm?3
fruktozy) podczas produkcji odpowiednio tGOS lub laktulozy (pozostate parametry reakcji: 1,0 U/cms;
80°C; 6 godz). W praktyce przemystowej taka reakcja mogtaby by¢ prowadzona réwnolegle

z zatezaniem serwatki metodg odparowania wody w niej zawartej.
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Podobnie jak w trakcie reakcji prowadzonych przy wysokich stezeniach substratow, komorki
E. coli z PwPgal immobilizowane w alginianie wapnia produkowaty najwigcej tGOS lub laktulozy.
W $rodowisku serwatki przewaga unieruchomionych bakterii nad pozostatymi biokatalizatorami byta
jednak nieco mniej wyrazna (Rysunek 5.32.). lloSci laktulozy osiggane przy udziale badanych
biokatalizatorow w serwatce z dodatkiem fruktozy byly w przyblizeniu dwukrotnie nizsze w poréwnaniu z
iloSciami uzyskiwanymi w obecnosci 10% laktozy i 10% fruktozy, natomiast ilosci tGOS okofo 3 razy
nizsze niz w $rodowisku 15% laktozy (Tabela 5.13). Uzyski produktow malaly zatem proporcjonalnie
do spadku poczatkowego stezenia substratow w medium reakcyjnym. Roéwniez produktywnosci
(wyrazone w g/dm3/godz oraz w g/U/godz) osiggane w tych warunkach byty kilkakrotnie nizsze niz w
mieszaninach o wysokich zawarto$ciach substratow. Z drugiej strony, wzgledne wydajnosci procesu,
odniesione do poczatkowego stezenia laktozy w mieszaninie reakcyjnej (Cproduki/Crac W/W), wzrosty
i wynosity od 17,5% (Pwpgal unieruchomiona w alginianie wapnia) do 26,2% (komoérki E. coli z Pwpgal
unieruchomione w alginianie wapnia) w przypadku syntezy laktulozy, oraz od 38% (wolne komorki
P. pastoris z Pwpgal) do 55% (komorki E. coli z Pwpgal unieruchomione w alginianie wapnia) podczas

otrzymywania tGOS.
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WNIOSKI | PERSPEKTYWY

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie przydatno$ci rekombinantowej termofilne]
-galaktozydazy z Pyrococcus woesei do katalizowania syntezy oligosacharydéw oraz opracowanie
prostego i niedrogiego sposobu immobilizacji tego enzymu, zapewniajacego uzyskanie efektywnego
i stabilnego biokatalizatora. Poréwnano zatem wiasciwosci podczyszczonej Pwpgal z potencjatem
katalitycznym czterech preparatow unieruchomionych: PwpBgal putapkowanej w Zelu alginianu wapnia,
modyfikowanych genetycznie wolnych komaérek bakterii Escherichia coli lub drozdzy Pichia pastoris
posiadajacych aktywno$¢ Pwfgal, oraz komérek E. coli z Pwpgal immobilizowanych w alginianie
wapnia. Pozostawienie rekombinantowego enzymu w komérce gospodarza obnizato jego koszt oraz
zapewniato najprostszy z mozliwych sposob unieruchomienia. W temperaturze powyzej 70°C, w ktorej
Pwpgal wykazywata wysoka aktywnos¢, komorki mezofilnych drobnoustrojow ulegaty inaktywacii
i stanowity jedynie mikrokapsutke dla enzymu. Putapkowanie w alginianie wapnia wybrano, poniewaz
metoda ta umoZliwiata unieruchomienie w nierozpuszczalnym nosniku zaréwno enzymu, jak
i komorek, byta nieskomplikowana i niedroga, a sam zel zachowywat stabilnos¢ w warunkach
dogodnych dla Pwpgal.

Chemiczna permeabilizacja komorek bakterii lub drozdzy okazata sie zbyteczna, gdyz pod
wptywem podwyzszonej temperatury ich btony cytoplazmatyczne (a w przypadku E. coli takze btona
zewnetrzna) ulegaty czesciowej destabilizacji i nie stanowity istotnej bariery dyfuzyjnej dla substratow
i produktow reakcji. Co wiecej, podczas 30 minutowej inkubacji w 80°C aktywno$¢ (-galaktozydazy
wykazywana przez komérki rosta o okoto 80%, prawdopodobnie na skutek zmian konformacyjnych
rekombinantowego enzymu. Pwpgal mikrokapsutkowana w E. coli lub P. pastoris byta bardziej stabilna
podczas wydtuzonej inkubacji w buforze octanowym (pH 5,4) w temperaturze 80 lub 90°C, niz enzym
podczyszczony. Szybciej jednak tracita aktywno$¢, gdy w Srodowisku reakcji obecne byly cukry
redukujace, co prawdopodobnie byto rezultatem inaktywacji enzymu produktami reakcji Maillarda.

Rekombinantowa [(-galaktozydaza z P. woesei wykazywata znaczng aktywnos¢
transglikozylacyjna. W warunkach eksperymentu nie zaobserwowano natomiast zdolno$ci enzymu do
katalizowania odwrotnej hydrolizy. Jako model do badania potencjatu transglikozylacyjnego wolne;
i immobilizowanej Pwpgal przyjeto otrzymywanie laktulozy z laktozy i fruktozy. Reakcii tej towarzyszyta
enzymatyczna hydroliza laktozy oraz synteza trans-galaktooligosacharydéw. Synteza laktulozy
katalizowana przez badane biokatalizatory przebiegata najbardziej wydajnie w temperaturze 80°C i pH
5,4, w obecnosci 10% w/v laktozy i 10% wiv fruktozy. Sposréd wszystkich analizowanych preparatéw
B-galaktozydazy, najbardziej efektywnym okazaty sie komorki E. coli z Pwpgal putapkowane

w alginianie wapnia, ktére we wspomnianych warunkach w ciggu 8 godzin produkowaty 18,2 g/dm?3
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laktulozy. Skuteczno$¢ wolnych komoérek E. coli z Pwpgal byta bardzo zblizona. Niedostateczna
stabilno$¢ Zelu alginianowego ograniczata jednak, w poréwnaniu z wolnymi komorkami, ilos¢
oddzielnych cykli syntezy laktulozy katalizowanych za pomocg immobilizowanego biokatalizatora.
Znaczacej poprawy trwatosci granul nie przyniosto zwiekszenie procentowosci zelu, dodatek zelu
krzemionkowego, tlenku glinu, chitozanu, ani pokrycie otoczka chitozanowa. Pomimo kruchosci, granule
zachowywaty stabilno$¢, gdy stosowane byly jako wypetnienie reaktora kolumnowego, w ktorym
prowadzono synteze laktulozy metodg okresowg z zupetng recyrkulacjg substratu przez ztoze. Uktad
ten nie polepszyt jednak wydajnosci przemiany. Nieco wyzsze, ale wcigz niesatysfakcjonujace,
produktywnosci dato uzycie bakteri z Pwpgal immobilizowanych w alginianie wapnia jako ztoza
fluidalnego w reaktorze barbotazowym. System ten wymusit dodatkowo obnizenie temperatury reakcji
do 60°C, poniewaz w wyzszych temperaturach granule biokatalizatora ulegaty uszkodzeniu przy
wydtuzonym czasie reakcji. Inng niedogodnoscig wynikajacg ze stosowania biokatalizatorow
putapkowanych w alginianie wapnia byto rozcieficzanie mieszaniny reakcyjnej przez wode zamknietg
w porach zelu, co obnizato wydajnos¢ syntezy i uniemozliwiato zwiekszenie zawartosci biokatalizatora
w  medium reakcyjnym. Obserwacie te nasunely wniosek, ze najbardziej dogodng
i uniwersalng, a zarazem najmniej kosztowng formg Pwpgal byly nieaktywne komorki E. coli lub
P. pastoris stanowigce mikrokapsutke dla termofiinego enzymu. Rezultaty przeprowadzonych badan
sugerowaly ponadto, Zze potencjat katalityczny rekombinantowych termofilnych enzyméw
mikrokapsutkowanych w nieaktywnych komérkach mezofiinego gospodarza mogtby zosta¢
wykorzystany takze w innych, niz synteza oligosacharydow, procesach biotechnologicznych
przebiegajacych w podwyzszonej temperaturze w $rodowisku wodnym (przy wysokiej zawartoSci
rozpuszczalnikow organicznych w medium reakcyjnym nastepuje solubilizacja komorek).

Rekombinowane komorki E. coli wykazywaty prawie 5-krotnie wyzszg aktywnosé
[-galaktozydazy w reakcjach z oNPBGal niz drozdze P. pastoris. Efektywniej tez katalizowaty synteze
laktulozy lub tGOS. Stosowanie komorek E. coli do produkcji dodatkéw do zywnosci rodzi jednak obawy
odnos$nie bezpieczenstwa zdrowotnego wytwarzanych substancji. Obawy wynikajg gtownie z mozliwo$ci
zanieczyszczenia produktu bakteriami lub sktadnikami ich komorek. W przypadku E. coli BL21(DE3)
z Pwpgal ryzyko jest niewielkie, poniewaz bakterie te s niepatogenne, a w warunkach proponowanego
procesu ulegajg szybkiej termicznej inaktywacji i uwalniajg do $rodowiska jedynie znikome iloéci biatka.
Ponadto, po reakcji muszg zosta¢ usunigte z mieszaniny, na przyktad poprzez wirowanie. Produkt
natomiast moze zosta¢ dodatkowo poddany procedurze UHT.

Kontrowersje wokdt drozdzy Pichia pastoris s mniejsze, poniewaz, w przeciwienstwie do
szczepdw E. coli, posiadajg one rekomendacje EFSA jako gatunek bezpieczny do produkcii
rekombinantowych enzymow stosowanych w zywnosci [European Food Safety Authority, 2008;
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Leuchner i wsp., 2010]. Niewykluczone, ze w przyszto$ci zostang zaakceptowane takze jako dodatek do
Zywnosci i/lub paszy dla zwierzat.

W kontekscie przemystowej katalizy, PwBgal mikrokapsutkowana w komorkach P. pastoris jest
bardzo interesujagcym enzymem. Jej ogromnymi zaletami sg: niski koszt wyprodukowania, ktory nie
powinien przekracza¢ kosztu przygotowania drozdzy piekarskich, tatwo$¢ oddzielenia od mieszaniny
poreakcyjnej (wirowanie lub filtracja prozniowa), oraz petna biodegradowalno$¢ zuzytego
biokatalizatora. Natomiast poprawe aktywnosci katalitycznej rekombinowanych drozdzy mogtoby
przynies¢ skonstruowanie indukowanego systemu ekspresji genu termofilnej [-galaktozydazy
[Cereghino i Cregg, 2000; Gellissen, 2000; Sudbery, 1996]. Szczep tego typu, w ramach realizacii
wiasnej pracy doktorskiej, przygotowata Wanarska [2005]. Poniewaz induktorem wykorzystywanym
podczas jego hodowli byt metanol, uzywanie takich drozdzy w procesie produkcji dodatkéw do zywnosci
stwarzatoby zagrozenie polegajace na mozliwosci zanieczyszczenia produktu finalnego alkoholem
metylowym. Innym rozwigzaniem mogtoby by¢ wprowadzenie metodami inzynierii genetycznej do
struktury samej Pwpgal modyfikacji, majacych na celu spotegowanie aktywno$ci transglikozylacyjnej
enzymu, przy jednoczesnym zahamowaniu jego aktywnosci hydrolityczne;.

Produktem koncowym reakcji transglikozylacji katalizowane] przez rekombinantowg
B-galaktozydaze z Pyrococcus woesei jest mieszanina sacharyddw, zawierajgca pozostatosci
substratow (laktozy lub laktozy i fruktozy), oligosacharydy, glukoze i galaktoze. W celu wyodrebnienia
laktulozy lub tGOS z medium po reakcji konieczne jest zatem zastosowanie rozdziatu
chromatograficznego na ztozach jonowymiennych [Carobbi i wsp., 1985; Deya i wsp., 1990; Filippini
i Carobbi, 1986]. Interesujacq alternatywq dla tego rozwigzania mogtoby by¢ usuniecie z mieszaniny
poreakcyjnej laktozy w wyniku jej utlenienia do kwasu laktobionowego za pomocg dehydrogenaz
celobiozowych [Maischberger i wsp., 2008; Splechtna i wsp., 2001] lub usunigcie laktozy
i monosacharydéw na drodze fermentacji prowadzonej przez drozdze Saccharomyces cerevisiae
i Kluyveromyces lactis [Li i wsp., 2008]. Z drugiej strony, nalezy pamieta¢, ze wszystkie sacharydy
obecne w mieszaninie poreakcyjnej sg jadalne i nieszkodliwe (pozostatos¢ laktozy jest niewielka, wigc
nie powinna powodowac objawéw nietoleranciji u osob nietrawigcych cukru mlecznego), dlatego syrop
ten, bez rozdzielania na poszczegélne sktadniki, mogtby znalezé zastosowanie jednoczesnie jako
Srodek stodzacy i substancja o oddziatywaniu prebiotycznym.

Rekombinantowa termostabilna -galaktozydaza z Pyrococcus woesei, szczegblnie w postaci
enzymu mikrokapsutkowanego w nieaktywnych komérkach modyfikowanych genetycznie drozdzy
Pichia pastoris, ze wzgledu na stosunkowo dobre witasciwosci katalityczne oraz bardzo niski koszt

wytworzenia moze stanowic atrakcyjny biokatalizator w przemystowej syntezie laktulozy i/lub tGOS.
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