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Streszczenie: Naringinaza z Penicillium decumbens zostala unieruchomiona na aktywowa-
nych nosnikach polisacharydowych o wiasciwosciach magnetycznych. W badaniach wy-
korzystano gume guar, karobowa, tragakantowa, ksantanowa oraz karagenianin. Nos$niki
otrzymano poprzez pokrycie mikroczasteczek magnetytu (Fe,O,) polisacharydem, a nastep-
nie aktywujac je aldehydem glutarowym lub polietylenoiming. Celem niniejszej pracy byta
immobilizacja naringinazy z P. decumbens na magnetycznych nos$nikach polisacharydowych
oraz charakterystyka otrzymanego biokatalizatora. Najwyzsza aktywnos$¢ enzymu uzyskano
poprzez immobilizacj¢ naringinazy na nosniku otrzymanym na bazie gumy karobowej akty-
wowanej polietylenoiming. Immobilizacja naringinazy na tak otrzymanym nos$niku wplywata
na zmniejszenie optymalnej wartosci pH oraz optymalnej temperatury aktywnosci badanego
enzymu. Immobilizacja powodowata zwigkszenie wartosci statej Michaelisa oraz zmniejsze-
nie maksymalnej szybkos$ci reakcji w poréwnaniu z enzymem wolnym.

Stowa kluczowe: naringinaza, immobilizacja enzymow, polisacharydy.

Summary: Naringinase from Penicillium decumbens was immobilized on activated
polysaccharide supported with magnetic properties. Magnetic microparticles were prepared by
coating a magnetite (Fe304) with a polysaccharide followed by activating with glutaraldehyde
or polyethyleneimine. Guar gums, locust bean, tragacanth, xanthan and carrageenan were
used in the research. The main goals of this work were the immobilization of naringinase
on magnetic polysaccharide carriers and the characterization of such immobilized enzyme.
The naringinase immobilized on a carrier obtained on the basis of carob gum activated
with polyethyleneimine had the highest activity. The immobilization of the naringinase on
the carrier thus obtained influenced the reduction of the optimal pH value and the optimal
temperature. Immobilization increased the Michaelis constant value and decreased the
maximum reaction rate, as compared to the free enzyme.

Keywords: naringinase, enzyme innobilization, polysaccharides.
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1. Wstep

Naringinaza, enzym zawierajacy dwie podjednostki, a-L-ramnozydaze¢
(EC 3.2.1.40) i BDglukozydaze (EC 3.2.1.21), odgrywa znaczaca role w technologii
zywnosci 1 farmacji [Puri 2012]. W szczegdlnosci hydrolizuje ona naringing — fla-
wonoid wystepujacy w sokach owocdw cytrusowych, nadajacy im gorzki smak. Hy-
drolizujac naringing do naringeniny, mozna znacznie zmniejszy¢ nat¢zanie gorz-
kiego smaku w sokach cytrusowych, przy jednoczesnym zachowaniu ich wlasnosci
prozdrowotnych [Zhu i in. 2017; Cavia-Saiz i in. 2011]. Ponadto naringinaza pozwa-
la na zwigkszenie aromatu sokéw owocowych, wina, moszczu i innych napojow
[Olsen, Alfred 1974; Puri i in. 1996; Busto i in. 2007; Gonzalez-Pombo i in. 2014;
Alvarenga i in. 2013]. Naringinaza znajduje rowniez zastosowanie w wytwarzaniu
antybiotyku glikopeptydowego, chloropolispory C, poprzez usuniecie reszty ram-
nozy z chloropolisporyny B [Sankyo 1988], i steroidow [Elujoba, Hardman 1987]
oraz deglikozylacji flawonoidow [Vila-Real i in. 2010].

Zastosowanie wolnych enzyméw, w tym naringinazy, stwarza szereg praktycz-
nych trudnos$ci zwiazanych m.in. z niemozliwo$cig oddzielenia enzymu od uktadu
i wielokrotnego uzycia iprzede wszystkim wrazliwosciag enzymoéw na warunki
procesu inne niz optymalne [Krajewska 2004]. Korzystniejsze jest zastosowanie
immobilizowanego biokatalizatora, ktory mozna tatwo odzyskac i ponownie wy-
korzystaé, co przyczynia si¢ do redukcji kosztow procesu [Rajdeo iin. 2016]. Ist-
nieje kilka metod unieruchamiania enzymoéw. Jedng z nich jest ich immobilizacja
na powierzchni nosnika, za pomocg oddziatywan fizycznych lub chemicznych,
wsrod ktorych wymienia si¢ m.in. adsorpcje [Bakuta iin. 2013]. W celu efektyw-
nego zwiazania biokatalizatora no$nik moze by¢ poddany aktywacji i modyfikacji
[Bolibok i in. 2016]. No$nik zawierajacy aldehydowe grupy funkcyjne poddaje si¢
dziataniu polimerow jonowych z grupami NH,, takimi jak polietylenoimina (PEI).
Alternatywnie, szkielet polimerowy zawierajacy grupy aminowe aktywuje si¢
za pomocg odczynnika zawierajacego grupy aldehydowe, np. aldehydem glutaro-
wym (AG) [Rajdeo i in. 2016].

W ostatnim czasie szczeg6lne zainteresowanie badaczy skierowane jest na za-
stosowanie nosnikow magnetycznych. Najwickszg zaletg ich stosowania jest szyb-
kie i tatwe oddzielenie enzymu od medium reakcyjnego dzigki wykorzystaniu pola
magnetycznego. Wigze si¢ to ze zmniejszeniem kosztow wytwarzania i wykorzy-
stania enzymow [Jiang 1in. 2005]. Zastosowanie magnetycznych no$nikow jest
szczegoblnie istotne w przypadku oddzielenia immobilizowanego enzymu od §wie-
70 wycisnietego soku cytrusowego, ktory jest mieszaning niejednorodng [Soria i in.
2012]. W przypadku §wiezego soku zastosowanie technik takich jak filtracja czy se-
dymentacja wigzaloby si¢ z utratg migzszu soku. Najbardziej rozpowszechnionym
materialem do otrzymywania magnetycznych no$nikow stosowanych w zywnosci
jest tlenek zelaza Fe,O,. No$niki otrzymane na jego bazie s nietoksyczne, biokom-
patybilne oraz nie wykazuja wlasciwosci magnetycznych po usunigciu zewnetrzne-
go pola magnetycznego [Cao i in. 2012].
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Liczng grupa nosnikow uzywanych do immobilizacji enzymow sg no$niki po-
chodzenia naturalnego. Ich niewatpliwa zaleta jest niski koszt [Synowiecki, Woto-
sowska 2007], biokompatybilno$¢ oraz dopuszczenie tych zwigzkow do stosowa-
nia jako dodatkow do zywnosci [Dembczynski, Jankowski 2004]. Wykorzystuje
si¢ w tym celu m.in. biatka, szkto porowate, zel krzemionkowy oraz polisacharydy
[Synowiecki, Wotosowska 2007].

Wybér metody immobilizacji enzymu zalezy od jego zastosowania, rodzaju
i kosztu biokatalizatora [Rajdeo i in. 2016]. Naringinaza zostata skutecznie unieru-
chomiona na wielu ré6znych no$nikach, takich jak szkto porowate [Romero, Jimeno
1985], chityna [Tsen, Tsai 1998], celit [Sekeroglu i in. 2006], wiory drzewne [Puri
i1in. 2005], kapsutki alginianu [Puri i in. 1996; Pedro i in. 2007], Zel alkoholu poli-
winylowego [Busto i in. 2007].

Celem niniejszej pracy byta immobilizacja naringinazy z P. decumbens na ma-
gnetycznych no$nikach polisacharydowych oraz charakterystyka otrzymanego
biokatalizatora. Unieruchomiona naringinaza z P. decumbens zostata zastosowana
do usuwania gorzkiego smaku ze $§wiezego oraz symulowanego soku grejpfrutowe-
go. Dokonano takze desorpcji enzymu z powierzchni nos$nika za pomocg roztworu
chlorku sodu, a nosnika ponownie uzyto do unieruchomienia §wiezej partii enzymu.

2. Metodyka

2.1. Materialy

W badaniach stosowano naringinaze z Penicillium decumbens (EC 232-962-4)
o aktywnosci 408 jednostek/g substancji statej firmy Sigma-Aldrich; aldehyd gluta-
rowy 25% v/v roztwor wodny (Merck); polietylenoiming, roztwor wodny 50% (Al-
drich Chemistry); naringing (naringenine-7-rhamnosidoglucoside) o czystosci 95%
(Fluka Analytical). Pozostale substancje chemiczne byly o czystosci analityczne;j.

2.2. Przygotowanie no$nika

Mikroczasteczki magnetytu otrzymano w reakcji jonéw Fe?* i Fe’* w stosunku mo-
lowym 2:1. Chlorek zelaza (II) tetrahydrat potaczono z chlorkiem zelaza (III) i roz-
puszczono w wodzie, w kolbie okraglodennej. Calo$¢ mieszano za pomoca miesza-
dta mechanicznego przy 1100 obr/min™!, w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie
dodano 0,5 g polisacharydu (guma guar, karobowa, tragakantowa, ksantanowa lub
karagenian) rozpuszczonego w 20 ml H,0, cato$¢ ogrzano do 65°C, ciagle miesza-
jac. Za pomoca 4 M roztworu NaOH ustalono warto$¢ pH 12 i kontynuowano mie-
szanie przez kolejne dwie godziny w temperaturze 65°C. Po tym czasie mieszaning
ostudzono do 20°C, a nastepnie za pomocg 4 M kwasu octowego obnizono jej kwa-
sowo$¢ do pH 7,0. Na koniec produkt odsgczono i przemyto woda destylowana,
a otrzymane mikroczasteczki zamrozono w temperaturze —30°C i poddano subli-
macji przy ci$nieniu ponizej 10 Pa.
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2.3. Aktywacja no$nikow

Otrzymane mikroczasteczki magnetytu pokryte polisacharydem zostaty aktywo-
wane aldehydem glutarowym lub polietylenoimina. W tym celu 1 g no$nika wymie-
szano z 20 ml 5% aldehydu glutarowego lub 5% roztworu polietylenoiminy w bufo-
rze fosforanowym (0,01 M, pH 7,0) i wstrzgsano (150 obr/min™') w temperaturze
30°C, przez 3,5 godziny.

2.4. Immobilizacja naringinazy na polisacharydowym magnetycznym no$niku

Do 150 mg otrzymanych mikroczgsteczek nosnika dodano 7,5 mlroztworu naringi-
nazy (3 mg ml') w buforze fosforanowym (0,01 M, pH 7). Cato$¢ wytrzasano
w 27°C przez 4 godziny. Nastepnie otrzymany biokatalizator kilkukrotnie przemyto
buforem fosforanowym (0,01 M, pH 7) i woda destylowang. [lo§¢ enzymu zwigza-
nego z nosnikiem oznaczono za pomocg metody Lowry’ego [Lowry i in. 1951].
Schemat otrzymywania no$nika i immobilizacji naringinazy zostal przedstawiony
narys. 1.

Otrzymywanie
magnetytu
(FE,O))

Mikroczasteczki magnetytu
pokryto:

* gumga guar

» gumg karobowa

* gumg tragakantowa

* guma ksantanowa

* karagenianem

Pokrycie
magnetytu
polisacharydem

Nosniki aktywowano:
* aldehydem glutarowym
* polietylenoiming

Aktywacja
nos$nikow

Immobilizacja
naringinazy

Rys. 1. Schemat otrzymywania no$nika i immobilizacji naringinazy

Zrodto: opracowanie wlasne.

2.5. Oznaczenie aktywnoS$ci enzymu

Oznaczenie aktywno$ci wolnego enzymu — w probéwce wymieszano 1 ml 0,1%
roztworu naringiny rozpuszczonej w temperaturze okoto 85°C, oraz 0,3 ml buforu
octanowego (0,1 M, pH 4,0) i 0,2 mlroztworu naringinazy (3 mg ml™!). W przypadku
enzymu unieruchomionego, do 150 mg no$nika z immobilizowang naringinaza do-
dano 1.5 mlbuforu octanowego (0,1 M, pH 4) oraz 3,5 ml 0,1% roztworu naringiny.
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Do oceny aktywnosci naringinazy zastosowano metode Davisa [Davis 1947],
ktora opiera si¢ na spektrofotometrycznym oznaczeniu st¢zenia naringiny poprzez
jej reakcje z glikolem dietylenowym w $rodowisku zasadowym. Jednostka enzy-
matyczna zostala zdefiniowana jako ilo$¢ enzymu katalizujgca przemiang 1 pmola
naringiny w ciggu 1 minuty. Wzgledna aktywno$¢ enzymu obliczono jako stosunek
procentowy aktywnosci w danych warunkach do jego maksymalnej aktywnosci.

2.6. Wplyw pH na aktywnos$¢ wolnej i immobilizowanej naringinazy

Optymalna wartos¢ pH okreslono poprzez analiz¢ aktywnosci naringinazy przy
roznych wartosciach pH, stosujac 0,1 M bufory: cytrynianowo-fosforanowy (pH
2,5), cytrynianowy (pH 3,0, pH 3,5), octanowy (pH 4,0, 4,5, 5,0) oraz fosforanowy
(pH 6,0, 7,0, 8,0) w temperaturze 50°C.

2.7. Wplyw temperatury na aktywnos$¢ wolnej i immobilizowanej naringinazy

W celu okreslenia optymalnej temperatury reakcji oznaczono aktywnos¢ naringina-
zy w pH 4,0 w 0,1 M buforze octanowym, w temperaturach 30, 40, 50, 60, 70, 75,
80°C dla enzymu wolnego oraz 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80°C dla enzymu unie-
ruchomionego.

2.8. Wplyw inkubacji w buforach o r6znym pH na aktywno$¢ wolnej
i unieruchomionej naringinazy

Stabilno$¢ wolnej i unieruchomionej naringinazy badano w pH 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5,
5,0, 6,0, 7,0, 8,0. Enzym inkubowano w danych pH przez 15 godz., a nastepnie ba-
dano jego pozostata aktywnos¢ w 0,1 M buforze octanowym o pH 4,0.

2.9. Stabilno$¢ termiczna wolnej i immobilizowanej naringinazy

Stabilnos¢ termiczng badano poprzez inkubacje obu form enzymu w zadanej tem-
peraturze (25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80°C) przez 60 min. Po tym czasie oznaczono
aktywno$¢ naringinazy w pH 4,0 w 0,1 M buforze octanowym.

2.10. Okreslenie parametrow kinetycznych reakcji

W celu oznaczenia parametrow kinetycznych reakcji hydrolizy naringiny badano
aktywno$¢ naringinazy w 50°C i pH 4,0 (bufor octanowy 0,1 M) przy zastosowaniu
stezen substratu (naringiny) w mieszaninie reakcyjnej od 0,3 do 10 mM. Na podsta-
wie prac innych autorow [Nunes i in. 2010; Sekeroglu i in. 2006] oraz ze wzgledu na
zmniejszenie si¢ stabilno$ci termicznej wraz ze wzrostem temperatury, parametry
kinetyczne oznaczono w temperaturze nizszej niz optymalna. Z zaleznosci szybko-
sci reakcji od stezenia substratu obliczono metoda Lineweavera-Burka warto$ci
maksymalnej szybkosci reakcji (V| ) oraz statej Michaelisa (K ).

2.11. Desorpcja enzymu z powierzchni no$nika i jego ponowna immobilizacja

Do 150 mg no$nika z unieruchomionym enzymem dodano 10 ml 10% roztworu
NaCl. Catos¢ wstrzagsano przez 60 min w temperaturze 30°C. Mieszaning przemyto
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wodg destylowang i oznaczono aktywnos$¢ preparatu. Nastepnie na tak zregenero-
wanym nosniku ponownie immobilizowno naringinazg i oznaczono jej aktywnos¢.

2.12. Hydroliza naringiny ze §wiezego i symulowanego soku grejpfrutowego

Przeprowadzono hydroliz¢ naringiny w $wiezym i modelowym soku grejpfruto-
wym przez wolng oraz immobilizowang naringinazg. Przed przystgpieniem do hy-
drolizy wycisnigto sok z grejpfrutdw (odmiana Star Ruby, kraj pochodzenia RPA)
zakupionych w markecie. Sok symulowany zawierat 800 pg ml™ naringiny, 0,48%
sacharozy oraz 0,025% kwasu cytrynowego [Busto i in. 2007]. W kolbie stozkowej
wymieszano 30 ml soku grejpfrutowego oraz odpowiednio 1 ml wolnego enzymu
(38 mg ml™") lub 500 mg nosnika z unieruchomionym enzymem. Cato$¢ wytrzasano
w temperaturze 27°C. Okreslono zawartos¢ naringiny w soku przed hydroliza,
a takze po 15, 30, 60, 120, 240 i 480 oraz 1640 min jej trwania. Wolny enzym dez-
aktywowano w pobranych probach soku, poprzez ich gotowanie przez 10 min, nato-
miast proby z enzymem immobilizowanym odwirowano. Wszystkie proby przesa-
czono przez filtry membranowe (nylonowe (PA) o srednicy porow 0,2 pm). Zawartos¢
naringiny w soku oznaczono za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
stosujac: kolumng Chromolith™ Performance RP-18e, faz¢ ruchoma — acetonitryl:
woda (23:77), przeptyw 0,5 ml/min, detekcja A = 280 nm.

2.13. Opracowanie statystyczne wynikow

Pomiary poszczegdlnych wielkosci wykonano trzykrotnie, a wyniki przedstawiono
w formie $redniej arytmetycznej z odchyleniem standardowym. Do obliczen wyko-
rzystano program Microsoft Excel 2013.

Do okreslenia wptywu polisacharydéw i aktywatorow na aktywno$¢ unierucho-
mionej naringinazy zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji. Jednorodno-
$ci wariancji sprawdzono testami Levene’a i Browna-Forsythe'a, a istotno$¢ réznic
migdzy Srednimi testem Duncana. Obliczenia prowadzono na poziomie istotnosci
alfa=0,05 z uzyciem programu STATISTICA 12.

3. Wyniki i dyskusja

Na no$niku otrzymanym na bazie gumy karobowej aktywowanej polietylenoiming
zostata zwigzana najwicksza ilo$¢ biatka enzymatycznego. Pozwolilo to na uzyska-
nie immobilizowanego preparatu naringinazy o najwickszej aktywnosci (tab. 1).
Nosnik ten zostat wykorzystany do dalszych badan.

W literaturze brak jest doniesien na temat immobilizacji naringinazy na magne-
tycznych polisacharydowych nosnikach. Jedynie Soria i wsp. [2012] kowalencyj-
nie zwigzali podjednostke naringinazy z Aspergillus terreus, a-L-ramnozydaze¢ na
ferromagnetycznych nosnikach zawierajacych tereftalan polietylenu, polisiloksan/
alkohol poliwinylowy (POS/PVA) Iub chitozan. W badaniach tych B-D-glukozydaza
zostata usunigta z kompleksu enzymatycznego przez jej inaktywacje w pH 11, po
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oczyszczeniu preparat naringinazy zawierat jedynie 8% poczatkowej aktywnosci
B-D-glukozydazy [Soria i in. 2012]. Badacze unieruchomili naringinaze z Penicil-
lium decumbens na polisacharydowych nosnikach, ale bez magnetycznych wtasci-
wosci. Naringinaza zostata unieruchomiona na nos$niku chitynowym [Tsen, Tsai
1998] oraz uwigziona w k-karaginianie [Ribeiro, Ribeiro 2008a]. Natomiast chinscy
badacze immobilizowali naringinaze z Aspergillus aculeatus na magnetycznych na-
noczastkach Fe,O, [Xiao i in. 2015].

Tabela 1. Wptyw polisacharydow i aktywatorow na aktywno$¢ naringinazy

Polisacharyd Aktywator * Ak;%w;?ssogirii(r;g]lﬂizy
Guma guar AG 3,78+ 0,19
PEI 1,69+ 0,05
Guma tragakantowa AG 5,11+ 0,15
PEI 5,04°+ 0,14
Guma karobowa AG 3,82+ 0,2
PEI 5474+ 0,14
Guma ksantanowa AG 2,92¢+0,2
PEI 4,631+ 0,21
Karagenian AG 4,87¢'+ 0,3
PEI 2,515+ 0,12

* PEI — polietylenoimina, AG — aldehyd glutarowy; ** Warto$ci $rednie + odchylenie standardo-
we. Rézne oznaczenia literowe wskazuja wystepowanie roznic istotnych statystycznie na poziomie
p<0,05.

Zrodto: opracowanie wlasne.

Wptyw pH na aktywno$¢ wolnej i immobilizowanej naringinazy zostat pokaza-
ny narys. 2. Immobilizacja naringinazy spowodowata przesunigcie optymalnej war-
tosci pH enzymu z pH 4,0 na 3,5. W kwasnym pH aktywnos$¢ obu form enzymu jest
znacznie wyzsza niz w pH alkalicznym. Takie rozszerzenie optymalnego pH moze
okaza¢ si¢ przydatne w zastosowaniach przemystowych w technologii Zywnosci,
biorac pod uwage kwasowos¢ sokow cytrusowych. Obnizenie optymalnej wartosci
pH w wyniku unieruchomienia enzymu uyskali takze Sekeroglu i inni [2006], kt6-
rzy immobilizowali naringinaze z Penicillium decumbens na celicie. Rowniez Puri
i wsp. [2005] odnotowali zmniejszenie optymalnej wartosci pH naringinazy z Peni-
cillium decumbens w wyniku jej kowalencyjnego wigzania na wiérach drzewnych.

Optymalna wartos¢ pH wolnego enzymu pokrywa si¢ wynikami przedstawio-
nymi przez Puri i in. [1996] oraz Mishra i Kar [2003] dla naringinazy odpowiednio
z Penicillium species oraz Aspergillus niger. Natomiast Nunes i in. [2010] pokazali,
ze immobilizacja naringinazy w PVA-alginianie nie wptywa na zmiang¢ optymalne;j
wartosci pH (4,0). Statg warto$¢ pH (4,5) dla wolnego i unieruchomionego enzymu
otrzymat takze zespot Del Nobile [2003] oraz Busto 1 wsp. [2007].
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Rys. 2. Wplyw pH na aktywnos¢ naringinazy

Zrbdto: opracowanie wilasne.

Jak pokazano narys. 3, immobilizacja naringinazy na magnetycznym polisa-
charydowym nosniku wptywata na obnizenie optymalnej temperatury aktywnosci
badanego enzymu. Najwigksza aktywnos¢ wykazywala wolna naringinaza w tem-
peraturze 70°C, natomiast immobilizowana w 60°C. Immobilizacja naringinazy
z Penicillium decumbens na celicie takze wptynela na zmniejszenie optymalne;j
temperatury z 70 do 60°C [Sekeroglu i in. 2006]. Przeciwne wyniki uzyskali Puri
i wsp. [1996] ktérzy pokazali, ze optymalna temperatura dla naringinazy pulap-
kowanej w alginianie wynosi 55°C i jest wyzsza niz dla wolnego enzymu (50°C).
Immobilizacja naringinazy w zelu alkoholu poliwinylowego takze wptywata
na zwiekszenie optymalnej temperatury z 60 do 70°C w stosunku do jej natywnej
formy [Busto i in. 2007].

Inkubacja naringinazy w buforach o réznych pH wykazala, Ze najmniejsze
straty aktywnosci wolnego enzymu zaobserwowano w pH 4,0—6,0, natomiast im-
mobilizowanego w pH 4,5-5,0 (rys. 4). W literaturze brak jest doniesien na temat
wplywu inkubacji w roztworach o roznym pH na aktywno$¢ immobilizowanej na-
ringinazy. Shanmugaprakash i wsp. [2015], ktérzy scharakteryzowali wolng narin-
ginaze z Aspergillus brasiliensis MTCC 1344, wykazali, ze enzym ten wykazywat
wysoka aktywnos$¢ po inkubacji w pH 5,0-7,0, natomiast w nizszych wartosciach
pH jego aktywno$¢ si¢ zmniejszyta. Jak wykazali Gallego i wsp. [2001], podjednost-
ka naringinazy, o-L-ramnozydaza z Aspergillus terreus, jest najbardziej aktywna
po inkubacji w pH 4,0-6,0.
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Rys. 3. Wplyw temperatury na aktywnos¢ naringinazy

Zrbdto: opracowanie wilasne.
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Rys. 4. Wplyw inkubacji w buforach o réznym pH na aktywno$¢ naringinazy

Zrbdto: opracowanie wilasne.

Badano takze termiczng stabilno$¢ enzymu, a wyniki przedstawiono na rys. 5.
Zaobserwowano zmniejszenie stabilnosci termicznej zardowno wolnej, jak i immo-
bilizowanej naringinazy wraz ze wzrostem temperatury. Tempo zmniejszania si¢
stabilnos$ci temperaturowej byto wieksze w przypadku enzymu unieruchomionego.
Immobilizacja enzymu na nosniku czgsto ogranicza jego zmiany konformacyjne,
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dzigki czemu enzym wykazuje wigkszg odpornos¢ na denaturacje [Leonowicz i in.
1988, co potwierdzili autorzy kilku opracowan. Lei i wsp. [Lei i in. 2011] unierucho-
mili naringinaze z Penicillium decumbens na mezoporowatej krzemionce MCM-
41, ktorg nastepnie usieciowali aldehydem glutarowym. Po 180 min inkubacji tak
zwigzany enzym byt bardziej stabilny niz jego wolna forma. Takze zespot naukow-
cow z Egiptu wykazal, Ze immobilizacja naringinazy z Aspergillus niger w biopo-
limerowym zelu zwigksza jej stabilno$¢ termiczng [Awad i in. 2016]. W przypadku
immobilizacji naringinazy z Penicillium decumbens na magnetycznym no$niku po-
lisacharydowym nie obserwowano jednak wzrostu stabilno$ci termicznej enzymu.
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Rys. 5. Stabilnos¢ termiczna wolnej i unieruchomionej naringinazy

Zrodto: opracowanie wlasne.

Wykres Lineweavera-Burka dla wolnej i unieruchomionej naringinazy przed-
stawiony zostal narys. 6, natomiast wartosci statych kinetycznych KM i Vmax
zostaly zawarte w tab. 2. Immobilizacja naringinazy spowodowala zmniejszenie
wartosci maksymalnej szybkosci reakeji Vmax ,, do 0,575 pumol min-1'mg-1,
znacznie zwickszyla si¢ takze wartos¢ statej Michaelisa, z 2,56 mM do 20,61 mM
w stosunku do enzymu wolnego. Podobne zjawisko wystapito w przypadku narin-
ginazy z Penicillium decumbens immobilizowanej w zelu alkoholu poliwinylowego
[Nunes iin. 2010] oraz poprzez adsorpcje na Celite (Hyflo Supercel) [Sekeroglu
iin. 2006], a takze w wyniku unieruchomienia w k-karagenianie [Ribeiro, Ribeiro
2008a]. Wzrost wartos$ci statej Michaelisa z 5,9 mM do 41 mM zaobserwowali takze
Awad i wsp. [Awad i in. 2016], w wyniku immobilizacji naringinazy z Aspergillus
niger w zelu alginianowym. Roznice w wartosciach statej KM wynikaly zapewne
ze stosowania réznych buforow, temperatur, sity jonowej oraz no$nikdéw w poszcze-
g6lnych eksperymentach.
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Zrédlo: opracowanie whasne.
Tabela 2. Parametry kinetyczne wolnej i unieruchomionej naringinazy
Forma enzvm Vmax KM
orma enzymu [umol min~"-mg™] [mM]
Enzym wolny 1,21 2,56
Enzym unieruchomiony 0,575 20,61

Zrodto: opracowanie wlasne.

Obnizenie warto$ci maksymalnej szybkosci reakcji w wyniku unieruchomienia
enzymu uzyskali Sekeroglu i in. [2006] oraz Puri i in. [1996]. Takze w przypadku
immobilizacji naringinazy w zelu alkoholu poliwinylowego nastgpowalo zmniej-
szenie maksymalnej szybkosci reakcji [Nunes i in. 2010]. Odmienng zaleznos¢ dla
naringinazy z Aspergillus niger unieruchomionej w zelu alginianowym stwierdzili
Awad i wsp. [Awad i in. 2016]. Wzrost wartosci statej Michaelisa i redukcje wartosci
maksymalnej szybkos$ci reakcji sugeruje, ze resztkowa aktywnos$¢ unieruchomione-
go enzymu zmniejszyla si¢ w trakcie immobilizacji [Manjon i in. 1985].

Przeprowadzono takze regeneracj¢ nosnika poprzez desorpcje preparatu narin-
ginazy z jego powierzchni z uzyciem roztworu NaCl. Po desorpcji nosnik wykazy-
wal okoto 12% poczatkowej aktywnos$ci naringinazy (tab. 3). Na tak otrzymanym
no$niku ponownie skutecznie immobilizowano preparat naringinazy. Dzigki zasto-
sowaniu adsorpcji jako techniki immobilizacji enzymow nosniki po desorpcji bial-
ka mozna ponownie wykorzysta¢, zmniejszajac tym samym koszty produkcji oraz
wytwarzajac mniej odpadow [Wang i in. 2008].
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Tabela 3. Desorpcja oraz ponowna immobilizacja naringinazy

Aktmngfcnﬁzgﬁg]?az}/ % poczatkowej aktywnosci
Przed desorpcja 1,574 £0,047 -
Po desorpcji 10% wodnym 0,191+0,007 12,15
roztworem NaCl
Po ponownej immobilizacji 1,402+0,042 89,07

* Wartos$ci $rednie + odchylenie standardowe.

Zrbdto: opracowanie wilasne.

Za gorzki smak owocow cytrusowych odpowiedzialna jest przede wszystkim na-
ringina. Podaje si¢, ze jej zawartos¢ w soku grejpfrutowym wynosi 470900 pg ml ™.
Juz tak niewielka ilo§¢ naringiny nadaje wyczuwalny dla konsumenta gorzki smak
[Ribeiro, Ribeiro 2008b]. Stad potrzeba zmniejszenia stezenia naringiny w wyniku
jej hydrolizy przez naringinaze.

Narys. 7 przedstawiono hydrolizg naringiny w modelowym (rys. 7A) oraz Swie-
zym soku grejpfrutowym (rys. 7B) przez wolna, jak i unieruchomiong naringinazg.
Nalezy zaznaczy¢, ze hydroliza naringiny zostala przeprowadzona w temperaturze
nizszej niz optymalna dla tego enzymu. Wynikalo to z faktu, ze w wysokich tempe-
raturach soki owocowe traca swoje cenne wlasciwosci biologiczne. W modelowym
roztworze naringiny po 7 godz. reakcji hydrolizie ulegto jedynie 37% naringiny
w przypadku wolnego enzymu i zaledwie 33% przy zastosowaniu unieruchomione-
go biokatalizatora. Znacznie szybciej przebiegata hydroliza naringiny w $wiezym
soku grejpfrutowym. Po 7 godz. procesu unieruchomiony preparat naringinazy zhy-
drolizowat 63% naringiny zawartej w §wiezym soku grejpfrutowym. Przy uzyciu
wolnej naringinazy hydrolizie ulegto natomiast ponad 98% naringiny zawartej soku.
Poczatkowa zawarto$¢ naringiny w hydrolizowanym soku grejpfrutowym wynosita
594 pug ml™'. Po 7 godz. procesu z zastosowaniem zwigzanej naringinazy stgzenie
naringiny wynosito 219 ug ml’, co oznacza, wedlug Soaresa i Hotchkissa [1998],
ze gorycz w soku grejpfrutowym nie jest wykrywalna. Taka modyfikacja wptywa
na poprawe jakosci soku, zachowujac jednoczesnie jego wlasciwosci prozdrowotne.

Ribeiro i Ribeiro [2008a] takze pracowali nad usunigciem gorzkiego smaku
z soku grejpfrutowego poprzez zastosowanie naringinazy unieruchomionej w kap-
sutkach x-karaginianu. Po 2 godz. reakcji hydrolizie uleglo 65% naringiny zawarte;
w soku. Stosowali jednak duzg ilo§¢ immobilizowanego enzymu w odniesieniu do
soku poddawanego hydrolizie. Proporcja soku do objetosci uzytego biokatalizatora
wynosita 4:1 (v/v). Mishra i Kar [2003] hydrolizowali naringing zawartg w soku
grejpfrutowego w 55°C z wykorzystaniem naringinazy z Aspergillus niger unie-
ruchomionej w alginianie. Po 3 godz. procesu hydrolizie uleglo 84% naringiny.
Lei 1 wsp. [2011] poprzez zastosowanie naringinazy zwigzanej na mezoporowatej
krzemionce MCM-41 zhydrolizowali 95,03% naringiny zawartej w soku z biatych
grejpfrutow. Nieco lepszy wynik (96,09%) uzyskali z zastosowaniem do tego celu
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Zrodlo: opracowanie wlasne.

wolnego enzymu. Jednak, podobnie jak i inni autorzy, stosowali do hydrolizy narin-
giny zawartej w soku grejpfrutowym podwyzszong temperature — 65°C, co moze
przyczyni¢ si¢ do obnizenia jakosci sensorycznej tego soku.
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4. Podsumowanie

Naringinaza z Penicillium decumbens zostata skutecznie zwigzana na magnetycz-
nym polisacharydowym no$niku aktywowanym polietylenoiming. W poréwnaniu
z tradycyjnymi nosnikami niemagnetycznymi nosniki o wlasciwosciach magne-
tycznych majg znaczaca przewage, ktore jest widoczna w procesie technologicz-
nym. Magnetyczne nosniki mozna bowiem tatwo oddzieli¢ od medium reakcyjnego
i ponownie uzy¢ ich w procesie, co wiaze si¢ ze zmniejszeniem kosztow wytwarza-
nia i wykorzystania immobilizowanej naringinazy. Ponadto fakt, ze unieruchomio-
na naringinaza wykazuje lepszg stabilno$§¢ w kwasnym pH i niskich temperaturach,
jest korzystny z punktu widzenia jej zastosowania w procesach biotechnologicznych
w przemysle spozywczym, takich jak usuwanie gorzkiego smaku soku grejpfruto-
wego.
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