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Streszczenie. W opracowaniu przedstawiono nowe kierunki doskonalenia biokatalizy
z wykorzystaniem nanomateriatdéw. Scharakteryzowano ich wilasciwosci oraz meto-
dy modyfikacji ukierunkowane na skuteczno$¢ wigzania biokatalizatorow i efektyw-
no$¢ ich dziatania. Szczegdlng uwage zwrdcono na procedury immobilizacji enzymow
w strukturze nanono$nikoéw, wskazujac na selekcjonujacg rolg wielkosci nanopordéw oraz
pozyskanie nowych wlasciwosci tak skonstruowanego biokatalizatora, np. zwigkszonej
stabilno$ci czy szybkos$ci transportu substratu do enzymu i produktu reakcji na zewnatrz.
Przedstawiono korzy$ci wynikajace z zastosowania nanono$nikow o wilasciwosciach
magnetycznych — ulatwiajacych procedury wydajnego odzysku katalizatora po prze-
prowadzonej reakcji, zapobiegajacych tym samym zanieczyszczaniu produktu finalne-
go biatkiem enzymatycznym. Poruszono temat biokatalizy w ukladach dwufazowych,
wskazujac na funkcjonalno$¢ proponowanych rozwigzan — tj. utatwionego dotarcia mo-
lekut enzymu do powierzchni mi¢dzyfazowej, np. olej/woda. Oméwiono rol¢ srodowiska
nanonosnikéw w odniesieniu do unieruchamianych enzymow, podajac liczne przyktady
badan dowodzacych pozytywnego wplywu struktury powierzchni nanomateriatdw na
wlasciwosci i stabilno$¢ wigzanych biokatalizatoréw. Wskazano na korzysci zwiazane ze
stosowaniem nanobiokatalizy w praktyce — sprzyjajace ograniczeniu kosztow, eliminacji
procesoOw chemicznych oraz poprawie bezpieczenstwa produkowanej zywnosci.
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WSTEP

Postep w biotechnologii przemystowej znajduje potwierdzenie migdzy innymi we
wzrastajacym zainteresowaniu produkcjg oraz przemystowym stosowaniem preparatow
enzymatycznych. Zrodlem wigkszosci z nich (ok. 90%) s3 mikroorganizmy. Obecnie
kilkaset produktow dostgpnych na rynku otrzymuje si¢ z wykorzystaniem biokatalizy
enzymatycznej [Illanes i in. 2012]. Poprawa bezpieczenstwa produkowanej zywnosci
wymaga podjecia przedsigwzie¢ zmierzajacych do upowszechnienia katalizy enzyma-
tycznej w celu eliminowania proceséw chemicznych [Glod i in. 2014].

Uzasadnione jest jednakze ciagte jej doskonalenie z uwzglednieniem aspektow tech-
nologicznych i ekonomicznych.

W tym zakresie aktualny pozostaje problem stabej stabilno$ci operacyjnej biokatali-
zatorow. W celu jej poprawy stosowane sg np. metody modyfikacji biatek enzymatycz-
nych lub DNA [Illanes i in. 2012].

Waznym zagadnieniem jest rowniez dazenie do zmniejszenia kosztow pozyskiwania
i stosowania preparatow enzymatycznych w produkcji zywnosci, detergentow, farmaceu-
tykéw oraz biopaliw. Sprzyja temu postgp w zakresie technik immobilizacji enzymow
przyczyniajacy si¢ do ich wielokrotnego wykorzystania [Govardhan 1999, Wang i in.
2005, Nair i in. 2007, Guncheva i in. 2014].

W poprawie efektywnosci procesow enzymatycznych znaczace sg osiagnigcia inzy-
nierii bioreaktorowej oraz inzynierii Srodowiska katalizowanych reakcji [Mahapatro i in.
2004]. Przyktadem postepu w wyzej wymienionym zakresie moze by¢ zastosowanie hy-
drolaz w tak zwanej odwroconej syntezie. Znane jest zastosowanie proteaz w katalizie
syntezy wiazan peptydowych, karbohydrolaz w reakc;ji transgalaktozylacji oraz lipaz ka-
talizujacych reakcje estryfikacji i transestryfikacji [Hasan i in. 2006, Mileti¢ i in. 2010,
Park i in. 2010, Say i in. 2011].

W produkgji preparatéw enzymatycznych o oczekiwanych cechach, np. aktywnosci,
selektywnosci, specyficznosci substratowej, stosowana jest inzynieria biatek, w ktorej
dominuja techniki komputerowe, miejscowo ukierunkowana mutageneza oraz procedury
ewolucji molekularnej [Illanes i in. 2012].

Do najnowszych rozwigzan w obszarze omawianej problematyki zaliczy¢ mozna
stosowanie metod nanotechnologicznych. Konsekwencja tych mozliwosci jest coraz po-
wszechniej stosowana nanobiokataliza [Wang 2006, Kim i in. 2007, Fang i in. 2011, An-
sari i Husain 2012, Zhang i in. 2013b]. Postep w tym zakresie dotyczy glownie nowych
technik immobilizacji enzymdéw w nanostrukturyzowanych matrycach. Charakteryzuja
si¢ one rozwini¢tg powierzchnia, co ulatwia ich wigzanie z enzymami, wigkszym pozio-
mem upakowania, a tym samym korzystniejsza aktywnoS$cia biokatalizatora w przelicze-
niu na jednostke masy lub objetosci.

Jedng ze szczegoblnie korzystnych wiasciwosci nanostrukturyzowanych materiatow
jest ich wielko$¢ mierzona w nanometrach, a wiec podobna do wielkosci molekut enzy-
méw. Dominanta ta w potaczeniu z innymi korzystnymi cechami nanomateriatow, takimi
jak przewodnos¢ elektryczna czy oddziatywanie magnetyczne, moze by¢ podstawg za-
liczenia tych no$nikéw do grupy sprzyjajacej poprawie stabilnosci aktywnosci immobi-
lizowanych enzymoéw. Ponadto fizyczne wlasciwosci nanonosnikow utatwiaja dyfuzje
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i mobilno$¢ substratow, co sprzyja wysokiej aktywnosci zwigzanych biatek enzymatycz-
nych [Kim i in. 20064, Liu i in. 2009, Illines i in. 2012].

Do dobrze poznanych nanomateriatow zalicza si¢: nanorurki weglowe, grafen, tlenki
cynku, cyrkonu, krzemu, zelaza oraz ztoto i srebro [Kim i in. 2007, Ali i Winterer 2010,
Husain i in. 2011, Wang i in. 2011, Ansari i in. 2012, Zhang i in. 2013a, Guncheva i in.
2014, Pavlidis i in. 2014].

Interesujgce wydaja si¢ rowniez procedury modyfikacji wspomnianych matryc w celu
poprawy skutecznos$ci wigzania z enzymami bez ujemnego oddzialywania na ich aktyw-
nos$¢. Znane sa metody otrzymywania nanokompozytéw spetniajagcych wspomniane kry-
teria [Xu i in. 2001, Crespilho i in. 2006, Lee i in. 2007, Zhao i in. 2011].

Zasygnalizowana we wstepie problematyka jest przedmiotem niniejszego opracowania.
Na podstawie informacji z dostepnej literatury przedstawiono przyktady metod otrzymy-
wania nanobiokatalizatoréw, charakterystyke ich wlasciwosci oraz kierunki zastosowania.

METODY WIAZANIA ENZYMOW W STRUKTURACH NANONOSNIKOW

Czg$¢ znanych procedur wigzania enzymow polega na zastosowaniu systemow
mikroemulsji woda/olej, nazywanych takze odwrocong micelg. Sprzyjaja one polime-
ryzacji nanoczasteczek w fazie wodnej lub na migdzyfazowej powierzchni olej/woda
[Wang i in. 2005, Kim i in. 2008]. Do mankamentow tej metody zalicza si¢ trudnosci
w kontrolowaniu wielkosci odwrdoconych miceli, a tym samym liczby molekut enzymu
w kazdej z nich, co decyduje o wtasciwos$ciach otrzymanych nanobiokatalizatorow.

Inna technika wigzania enzymow, znana pod nazwa single enzyme nanoparticles
(SENSs), polega na zastosowaniu organiczno-nicorganicznego polimeru hybrydowego
o grubosci mniejszej od kilku nanometrow. W omawianej procedurze stosuje si¢ trzy
nastepujace etapy [Kim i in. 2008]:

— modyfikowanie powierzchni enzyméw w wodzie z udziatem pochodnych monome-
réow akrylamidu (akrylolatacja),

— tworzenie polimeru winylowego na powierzchni enzyméw w srodowisku heksanu,

— ortogonalna polimeryzacja otrzymanych tancuchéw polimeréw z zastosowaniem
krzyzowej kondensacji silanolu.

Wyniki badan uzyskane przez Yanga i innych [2008] wskazuja na duza stabilnos¢ ok-
sydazy glukozowej modyfikowanej technikg SENs w szerokim zakresie pH (pH 5,5-9,0)
i temperatury (60-70°C) w $rodowisku rozpuszczalnikdw organicznych w poréwnaniu
do enzymu natywnego.

W charakterystyce wyzej wymienionego postepowania zwraca si¢ uwage na trudno-
$ci zwigzane z rozpuszczaniem w heksanie modyfikowanych w fazie wodnej enzymow.
W celu wyeliminowania tych niedogodnosci wykorzystuje si¢ surfaktanty, ktore wspot-
tworzg odwrdcone micele i utatwiajg rozprowadzenie enzyméw w rozpuszczalniku orga-
nicznym. Procedury SENSs stosuje si¢ rowniez do unieruchamiania enzymow w struktu-
rach nanoporowatych [Kim i in. 2006b].

Tradycyjne wigzanie enzymdéw w nanoporowatych nosnikach, aby ograniczy¢ ich
zatykanie, wymaga dopasowania wymiarow poréw do wielkosci czasteczek biatka
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enzymatycznego. Obecnie wiadomo, ze moze to by¢ szczegolnie korzystne w sytuacji,
gdy promien otworu wejscia do poréw jest zblizony do wielkosci enzymu. Przyczynia si¢
to do uwiezienia enzymu i zwigkszenia liczby punktéw aktywnych umozliwiajgcych jego
zwigzanie w nanoporach nosnika. Wykazano réwniez, ze po immobilizacji pojedynczych
czasteczek enzymu w nanoporach, np. krzemionki, dochodzi do ich modyfikacji i jedno-
czesnego ustabilizowania w potaczeniu z nos$nikiem. Okazato si¢, ze wielko$¢ porow we
wspominanym nosniku moze stanowi¢ kryterium selekcjonujace oraz prowadzi¢ do uzy-
skania nowych wlasciwosci biokatalizatora, takich jak szybko$¢ transportu substratu do
enzymu i produktu reakcji na zewnatrz, z jednoczesng jego stabilizacja [Kim i in. 2008].

Nanonosniki, charakteryzujace si¢ wielko$cig porow 2—50 nm, sg atrakcyjnym me-
dium do wiazania enzymdéw metoda adsorpcji. Jej niedoskonatos¢ dotyczy wzglednie
fatwego wymywania zaadsorbowanych enzymoéw z nos$nikow.

W celu zapobiegania wymywania enzymow tradycyjnie usprawnia si¢ wigzanie ko-
walencyjne, poprawiajac sity laczenia czasteczek enzymow z wewnetrzng powierzchnig
nanoporowatych no$nikow [Han i in. 2002].

Ostatnio do skutecznego wigzania enzymow z nanonosnikami zaproponowano me-
tode zwang ship—in—a bottle. W tym postepowaniu uzyskuje si¢ poprawe wydajnosci ich
unieruchamiania oraz aktywnosci poprzez efektywne zapobieganie wymywaniu/uwalnia-
niu enzymow. Procedura jest dwuetapowa. W etapie pierwszym doprowadza si¢ do wyso-
kiego stopnia zwigzania/adsorpcji enzymow z nosnikiem. Nastepnie (etap II) traktuje si¢
otrzymany uktad aldehydem glutarowym, ktory kowalentnie wiaze czasteczki enzymow,
a otrzymane agregaty sg uwig¢zione w nanoporach zastosowanego materialu. W opisanym
postepowaniu niezbedny jest wlasciwy dobor nosnikow. Jednym ze stosowanych w tym
celu jest krzemionka (mesocellular mesoporous silica — MMS) majaca nickonwencjo-
nalng strukture sktadajacg si¢ ze sferycznych, mesocellularnych pordéw o $rednicy 37 nm
polaczonych z mezoporami o $rednicy 13 nm. Te drobne potaczenia poréw efektywnie
zapobiegaja uwalnianiu agregatow enzymow i stad nazwa metody ,,ship—in—a bottle”.
Niekiedy jest nazywana nanoscale enzyme reactor — NER.

W jednym z interesujacych wariantow przygotowania agregatow stosuje si¢ magne-
tyczne nanoczasteczki, ktore taczy si¢ z agregatami enzymow powigzanych krzyzowo.
Otrzymany system enzymatycznego reaktora jest bardzo stabilny i moze by¢ stosowany
w recyklingu z mozliwoscia zastosowania separacji magnetycznej [Kim i in. 2008].

Potwierdzeniem korzystnych cech tego systemu jest NER-lipaza unieruchomiona
w magnetycznych nanoczasteczkach, wykazujaca dobrg odpornos$¢ na dziatanie proteaz.
Wiadomo, ze proteazy nieodwracalnie inaktywuja inne enzymy, ktdre sa czgsto obecne
w srodowisku reakcji biokatalizy, np. w ptynach biologicznych, ekstraktach komoérko-
wych lub we wprowadzanych biosensorach i sprzecie.

Wigkszo$¢ enzymow zwigzanych w systemach NER nie jest podatna na proteolize.
Jest to spowodowane utrudniong penetracja proteaz do krzyzowo powigzanych agrega-
tow enzyméw wprowadzanych w struktury nanono$nikow. Liczne kowalencyjne wig-
zania pomiedzy molekutami enzymoéw rowniez wspotuczestnicza w ksztattowaniu ich
odpornosci na dzialanie enzymow proteolitycznych.

Wskazana metoda immobilizacji enzymdw jest stosowana w konstrukeji nanobioka-
talizatoro6w przydatnych miedzy innymi w biosensorach, syntezie peptydow oraz w ana-
lizach proteomicznych [Kim i in. 2008].
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IMMOBILIZACJA ENZYMOW W NANOMAGNETYCZNYCH NOSNIKACH

Atrakcyjno$¢ wlasciwosci oraz szerokie mozliwosci zastosowania nanomagnetycz-
nych noénikow znajduja potwierdzenie w literaturze [Johnson i in. 2008, Netto i in. 2013].
Cytowani autorzy wykazali, ze moga one by¢ zastosowane w immobilizacji wigkszo$ci
aplikowanych w praktyce enzymow.

Najczesciej stosowanymi nanono$nikami sa magnetit — Fe;O,, oraz maghemit —
v-Fe,0;. Roznig si¢ one strukturg i wielko$cig aktywnej powierzchni decydujacej
o zdolnoéciach adsorpcji molekut biatek enzymatycznych [Netto i in. 2013].

Interesujace sg mozliwosci i procedury otrzymywania kompozytéw nanono$nikow
magnetycznych z tradycyjnymi, np. krzemionka, chitozanem, agarem lub zlotem. Umoz-
liwia to rozszerzenie zakresu ich zastosowania w przemysle spozywczym, przemysle far-
maceutycznym oraz medycynie [Netto i in. 2013, Talbert i Goddard 2013].

Korzystne proporcje powierzchni do objetosci magnetycznych nanonosnikéw sprzy-
jaja duzej wydajnosci wigzania enzymow oraz ich specyficznos$ci katalitycznej. Dodat-
kowo oddziatywanie pola magnetycznego wspomaga mozliwosci wydajnego odzysku
kompleksu enzymdéw i w ten sposdb zapobiega zanieczyszczaniu produktu finalnego
biatkiem enzymatycznym.

W niektorych procedurach zwraca si¢ uwage na mozliwosci oddziatlywania na wias-
ciwo$ci omawianych no$nikow, np. zmniejszenie oporéw migracyjnych. Potwierdzeniem
tego jest przyktad oddzialywania ultradzwigkami na karbonylek zelaza w $rodowisku
dekaliny. Otrzymane w tych warunkach, utrwalone amorficzne nanoczgsteczki Fe,O, wy-
korzystano w immobilizacji lipazy z Candida rugosa, stosowanej w modyfikacji lipidow.
Zaproponowana metoda jest mato skomplikowana i umozliwia otrzymanie biokatalizato-
réw o duzej stabilno$ci aktywnosci w dtuzszym okresie ich stosowania [Ansari i Husain
2012].

Innym przyktadem procedury wiazania lipazy z Candida rugosa jest jej immobiliza-
cja na chemicznie modyfikowanej i aktywowanej aldehydem glutarowym powierzchni
kuleczek nanonosnika (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat immobilizacji lipazy na magnetycznych nanono$nikach, modyfikowanych alde-
hydem glutarowym w reakcji krzyzowej [Marszatt i Siddmiak 2012]

Fig. 1.  Scheme of lipase immobilization onto the surface of magnetic beads using glutaraldehyde
cross-linking reaction [Marszatt i Siodmiak 2012]
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Interesujaca propozycja jest immobilizacja lipazy z Pseudomonas cepacia na mag-
netycznych nos$nikach, ktére otrzymano po koprecypitacji chlorkow zelazowych i ze-
lazawych w $rodowisku alkalicznym w warunkach hydrotermicznych oraz aktywacji
karboimidem. Wydajno$¢ wiazania biatek enzymatycznych wyniosta 90%, a otrzymany
biokatalizator charakteryzowat si¢ duza stabilnos$cia termiczng [Mak i in. 2009].

Kolejnym przyktadem potwierdzajacym przydatnos¢ tej grupy nos$nikoéw jest immo-
bilizacja B-galaktozydazy z Aspergillus niger na no$niku ze zwigzkoéw zelaza i chitozanu.
Otrzymano go, stosujac elektrostatyczng adsorpcj¢ chitozanu na powierzchni czasteczek
Fe,0,, pozyskanych po koprecypitacji jonéw Fe?" i Fe**. Na tak otrzymanym nanokom-
pozycie immobilizowano wspomniany enzym, stosujac aldehyd glutarowy jako sktadnik
sieciujacy. Skuteczno$¢ procesu immobilizacji optymalizowano, analizujac wptyw takich
czynnikow, jak: czas, dawka enzymu, stezenie aldehydu glutarowego oraz kwasowos$¢
srodowiska. Otrzymany w ten sposob biokatalizator wykazywat korzystniejsza stabilnos¢
aktywnosci w poréwnaniu do enzymu natywnego, uzalezniona od modyfikacji wymie-
nionych warunkow. Zastosowano go w procesie otrzymywania galaktooligosacharydow
z laktozy [Pan i in. 2009, Ansari i Husain 2012].

Pozytywne efekty uzyskano takze po immobilizacji a-amylazy na nos$niku z Fe,O;,
wyrazone poprawg stabilno$ci operacyjnej w procesie hydrolizy skrobi. Na uwage za-
stuguja takze korzystniejsze od enzymu natywnego wiasciwosci a-amylazy z Bacillus
subtilis immobilizowanej na ZrO, [Ansari i Husain 2012].

BIOKATALIZA W UKLADACH DWUFAZOWYCH

Wigkszo$¢ stosowanych w przemysle preparatow enzymatycznych traci zdolnoSci
biokatalityczne w dwufazowych $rodowiskach niemieszajacych si¢ reagentow. Zasto-
sowanie w tym celu nanobiokatalizatorow okazato si¢ korzystne, poniewaz usprawnito
dotarcie molekut enzymu do powierzchni migdzyfazowej, np. olej/woda. W ten sposob
katalityczne zdolnosci enzymow ulegly znaczacej poprawie, gdyz nanobiokatalizator stat
si¢ rownomiernie dostepny dla substratow umiejscowionych w obu fazach [Wang i in.
2005, Kim i in. 2008].

Migdzytazowe uktady enzymatyczne uzyskuje si¢ zarowno w postaci monowarstwy,
jak 1 poliwarstwowo. Wyzszg aktywno$¢ wykazuja biokatalizatory tworzace mozliwie
cienkie uktady. Sprzyjaja one poprawie transportu przez barier¢ na powierzchni i tym
samym zapobiegaja gromadzeniu si¢ reaktantow przy aktywnych miejscach enzymow.

Biokatalizatory w ten sposob zwiazane z nosnikiem wykazuja wigksza stabilno$¢
w porownaniu do enzymow natywnych, dowolnie rozmieszczonych w Srodowisku dwu-
fazowym olej/woda. Przyczynia si¢ to takze do zmniejszenia miedzyfazowego stresu wy-
wolanego aktywnoscig skoniugowanych enzymow dziatajacych jak wieloczasteczkowe
surfaktanty. Stabilno$¢ miedzyfazowa zwigzanych enzymow moze by¢ poprawiona po-
przez dodatek stabilizatorow, takich jak polioleje lub sacharydy, ktore zwigkszaja aktyw-
nos$¢ 1 stabilno$¢ biokatalizatoréw [Kim i in. 2008].

Interesujacym przyktadem poprawy stabilnoéci operacyjnej enzyméw dziatajacych na
granicy faz olejowej i wodnej jest procedura preparowania nanostrukturyzowanej lipazy
z Candida rugosa zaproponowana przez Saya i innych [2011].
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WPLYW NANOSRODOWISKA NA STABILNOSC ENZYMOW

Obecnie wiadomo, ze oddzialywanie $rodowiska na stabilnos¢ enzyméw jest specy-
ficzne dla roznych biokatalizatorow. Wykazano na przyktad, ze chymotrypsyna rozprze-
strzenia si¢ w formie nanowarstwy na powierzchni nanorurki weglowej, podczas gdy
peroksydaza sojowa w tych samych warunkach wystepuje w postaci tréjwymiarowej
konformacji [Kim in. 2008].

Nanoczastki kobaltynu niklowego zastosowano jako sktadnik podtozy produkcyj-
nych podczas otrzymywania enzymoéw celulolitycznych z Aspergillus fumigatus, co
przyczynito do znacznego wzrostu ich produktywnosci i termostabilnosci [Srivastava
iin. 2014].

Stwierdzono takze, ze o wlasciwo$ciach enzymow decyduja ksztalt i struktura nano-
no$nikow. Dowiedziono, ze stabilno$¢ termiczna peroksydazy sojowej w 100-procento-
wym roztworze metanolu jest wigksza po zwigzaniu na nanorurkach weglowych niz po
zastosowaniu w tym celu ptytek grafitowych. Roznice te thumaczy si¢ r6zna wewngtrzng
krzywizng nanorurek, ktore zwigkszaja liczbg miejsc predysponowanych do wiazan ko-
walencyjnych pomiedzy molekutami biatek enzymatycznych z wewngtrzng powierzch-
nig nanorurek. Wykazano, ze wigzania kowalencyjne oddzialtywaja przeciwdenaturujaco
i migdzy innymi dlatego tak otrzymane biokatalizatory wykazuja poprawe stabilnosci
w porownaniu do enzymow natywnych [Kim i in. 2008]. Potwierdzily to badania prowa-
dzone z udzialem B-galaktozydazy unieruchomionej na fukcjonalizowanych nanomole-
kutach ditlenku krzemu. Wielopunktowe powiazanie kowalencyjne enzymu z nosnikiem
przyczynito si¢ do poprawy stabilnosci termicznej oraz operacyjnej enzymu [Verma i in.
2012].

Podobne konkluzje sformutowali Husain i inni [2011], prowadzac badania z wyko-
rzystaniem B-galaktozydazy immobilizowanej na nanoczasteczkach ZnO, dowodzac jed-
noczesnie wigkszej odpornosci tak przygotowanego enzymu na hamowanie aktywnosci
produktem reakcji (galaktoza).

W ocenie wlasciwosci rybonukleazy A, zwigzanej na krzemionkowych nanoczastecz-
kach, wykazano wplyw wielkosci i ksztaltu nanoczasteczek na stabilno$¢ wigzanych en-
zymow. Okazalo si¢, ze enzym byt mniej stabilny po zwigzaniu z no$nikiem niz natywny
w roztworze. Mozna to wyjasni¢ w ten sposob, ze rybonukleaza A byta inaktywowana na
powierzchni nanoczasteczek, co spowodowane bylo elektrostatyczng interakcja miedzy
biatkiem enzymatycznym i ujemnie natadowanymi nanoczasteczkami no$nika. Destabi-
lizujacy wplyw ujemnych tadunkow obserwowano takze w przypadku chymotrypsyny,
ktérej aktywnos$¢ byta inhibitowana przez aniononaladowane nanoczasteczki ztota [Kim
iin. 2008].

Oddzialywanie nosnika na wlasciwosci nanobiokatalizatoréw mozna doskonali¢ po-
przez modyfikacje zdolnos$ci adsorpcyjnych nosnika. Potwierdzeniem moga by¢ wyniki
badan Zhanga i in. [2013a] dotyczace modyfikacji mono- i poliwarstwowych nanoru-
rek weglowych. Rowniez doswiadczenia prowadzone przez Ansari i innych [2012] nad
modyfikacja struktury nanoczastek srebra z wykorzystaniem glutaraldehydu wskazuja
na poprawe skutecznosci wiazania B-galaktozydazy z Aspergillus oryzae w utworzonej
nanomatrycy, a takze korzystniejsza termo- i pH-stabilnos$¢ tak przygotowanego immo-
bilizowanego biokatalizatora.
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O wplywie struktury powierzchni nanosnikow na wiasciwosci wigzanych enzymow
moga $wiadczy¢ wyniki badan Gunchevej i innych [2014], w ktérych lipazg Candi-
da rugosa unieruchamiano na dwoch rézniacych si¢ strukturg nanozwiagzkach ZrO,.
Otrzymane nanobiokatalizatory roznily si¢ aktywnoscig, stabilno$cig oraz enancjose-
lektywnoscia.

WNIOSKI

Wazrastajace znaczenie biokatalizy w przemysle spozywczym, przemysle farmaceu-
tycznym oraz produkcji biopaliw uzasadnia aktualno$¢ tej problematyki w dziatalnosci
naukowo-badawcze;.

Rozw¢j technik immobilizacji biatek enzymatycznych i postep w zakresie inzynie-
rii $Srodowiska reakcji generujg znaczacy postep wyrazany doskonaleniem wilasciwosci
enzymow, w tym glownie poprawa ich stabilno$ci operacyjnej. Waznym elementem
w zasygnalizowanej strategii jest takze dazenie do zmniejszenia kosztoéw pozyskiwania
i stosowania biokatalizatorow.

Przedstawione w artykule przyktady potwierdzaja mozliwosci poprawy efektow sto-
sowania biokatalizy ze szczegdlnym uwzglednieniem nowych procedur wykorzystuja-
cych dorobek nanotechnologii.

Nalezy zauwazy¢, ze nanobiokataliza jest nowym obiecujacym obszarem badaw-
czym prowadzacym do lepszego poznania i doskonalenia procesow biotransformacji
z uwzglednieniem zaré6wno potrzeb przemystu, diagnostyki w ochronie zdrowia, jak
i monitoringu $rodowiska.
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NOVEL APPLICATIONS OF NANOTECHNOLOGY IN THE IMPROVING
OF ENZYMATIC CATATYSIS

Summary. Enzymes are natural biocatalysts on a nanometer scale and are used in various
industrial processes and products, including pharmaceuticals and detergents. Their appli-
cation is being extended into new fields: the design of functional nanocomposites, fine-
chemical synthesis, biosensors and bioremediation. However, the short lifespan of enzymes
limits their application. There have been many approaches to improve enzyme stability.
One of such methods is immobilization onto or into large structures, through simple adsor-
ption, covalent attachment or encapsulation. New opportunities for enzyme stabilization,
offering improved intrinsic and operational stabilities, have arisen with the development of
nanomaterials and nanostructured materials. These materials can ensure large surface areas,
pore sizes tailored to protein molecular dimensions, functional surfaces, multiple sites for
interaction or attachment and facilitated diffusion and activity. This paper describes the per-
spective of materials and methods to improve the biocatalytic activity. Based on the avai-
lable information and a literature search of selected examples of nanobiocatalyst production
methods, their property characteristics and application directions were presented. Particular
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attention was paid to the procedure of enzyme immobilization on/in nanostructured mate-
rials, indicating the screening role of nanopore sizes and the influence of nanomaterials
on the structure and function of proteins. Thus, a modified enzyme was characterized by
maximized stability with the additional advantages of possible modulation of the catalytic
specificity and lower transfer resistance to respond to the diffusion problem and lower
operational cost. This review also presents the benefits of using magnetic nanoparticles
in enzyme immobilization which include easy separation of an enzyme complex from the
reaction mixture, thereby preventing the enzyme contamination of the final product. Mo-
reover, biocatalysis in two-phase systems and the effect of the nanoscale environment on
enzyme stability was described. Nanobiocatalysis has emerged as a rapidly growing area.
The mobility, solution behaviors and interfacial properties of nanoscale materials can intro-
duce unique properties to nanoscale biocatalyst systems, which may develop into a crucial
class of biocatalyst that differs from traditional immobilized enzymes in terms of prepara-
tion and catalytic efficiency. Nanobiocatalysis has potential application in various fields,
such as proteomic analysis, biofuel production and in other environmental and biomedical
areas. In the future, new mechanisms and phenomena may continue to appear.

Key words: enzymes, biocatalysis, nanoparticles
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