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Santrauka

Sio magistrinio darbo metu komercinés gliukoamilazés buvo imobilizuotos trimis skirtingais
budais: (a) jterpiant ] polimero — alginato struktiirg, (b) kovalentiskai prijungiant ant polimerinio
nesiklio (alginato) ir (c) sudarant skersiniais rySiais susiiitus fermenty agregatus. Pirmiausia buvo
nustatytos optimalios komerciniy gliukoamilaziy aktyvumo salygos: temperatiira, terpés pH bei
parinkta hidrolizés trukmé. Tolimesniems tyrimams naudotos nustatytos optimalios sglygos — 60 °C
ir pH 4,5. Nustatyta kaip suri$¢jo, fermento tirpalo ar neSiklio koncentracija, turintys jtakos
imobilizavimo efektyvumui. Gliukoamilaziy jterpimui j polimero — alginato — strukttirg labiausiai
tinkanti koncentracija buvo 4 9% alginato. Kovalentiniu bidu imobilizuojant gliukoamilazes
nustatyta, kad imobilizavimo efektyvumas buvo didziausias, kai kapsuliy aktyvavimui nenaudotas
glutaro aldehidas, kapsuliy iSlaikymo fermentiniame tirpale trukme — 2,5 val., o fermentinio tirpalo
koncentracija — 18 AV/ml. Naudojant 0,8 % glutaro aldehido tirpala buvo gauti gliukoamilazés
agregatai kuriy imobilizavimo efektyvumas buvo didziausias. Ivertinta, kad skersiniais rySiais
susiiiti agregatai pasizyméjo didziausiu aktyvumu (84 AV/g), taCiau vertinant stabiluma, didZiausig
akyvuma iSlaikeé kapsulés su jterptomis gliukoamilazémis, nes imobilizuotas fermentas per 30 dieny
iSlaiké net 85 % fermentinio aktyvumo. Taip pat jvertinus kinetinius imobilizuoty gliukoamilaziy
parametrus nustatyta, kad didziausiu pradiniu reakcijos greiciu (4,29 uM/min) pasizyméjo fermento
agregatai, maziausia Michaelio konstantos Ky verte (Km=0,09 uM, kai laisvo fermento Knv=0,08
uM) — kovalentiSkai imobilizuotos gliukoamilazés ir didziausiu maksimaliu reakcijos greic¢iu (22,9
uM/min) — fermento agregatai. [vertintas imobilizuoty gliukoamilaziy optimali veikimo
temperatiira, pH bei termostabilumas ir pH jtaka. Nustatyta, kad imobilizuoty gliukoamilaziy
optimali temperatiira yra 60 °C, o optimali pH kinta priklausomai nuo imobilizacijos biido t. y.
ikapsulivoty glukoamilaziy optimali terpés pH reikSmé yra 5, kovalentiskai prijungty
gliukoamilaziy — pH 4,5, o gliukoamilaziy agregaty — pH 4. Prie 100 °C termostabilumu
pasizyméjo gliukoamilazés jterptos 5 % alginato gelyje ir iSlaiké 94,4 % fermento aktyvumo bei 25
% glutaro aldehidu kovalentiniu rySiu prijungtos gliukoamilazés ir iSlaiké 69,2 % pradinio
aktyvumo. Agregatai nepasiZyméjo temperatiiriniu stabilumu. Rigstingje pH terpéje (pH=2)
jterptos gliukoamilazés 5 % alginato tirpale iSlaiké 93,8 % pradinio aktyvumo, o Sarmin¢je pH
terpéje (pH=8) didziausiu aktyvumu pasizymé¢jo gliukoamilazés jterptos 4 % alginato gelyje ir
iSlaiké 75,3 % fermentinio aktyvumo. Kovalentiniu biidu imobilizuotos gliukoamilazés pasizyméjo

pH stabilumu tik riig§tin¢je terpeje (pH 2) ir iSlaiké vidutiniSskai 88,0 % fermentinio aktyvumo.
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Agregatai, kuriy sudarymui naudojamas 0,5 % ir 2,5 % glutaro aldehidas, pasizyméjo pH stabilumu
prie pH 2 ir pH 10 ir iSlaiké atitinkamai 81,3 % ir 54,7 % pradinio aktyvumo. ]vertintos
krakmolingos Zaliavos (kukuriizy miltai) hidrolizés galimybés ir nustatyta, kad kukurtizy milty
hidrolize greiciausiai atliko gliukoamilazés gautos skersiniais rySiais sujungiant j agregatus. [terptos
gliukoamilazés alginato struktirose po 10 cikly vis dar iSlaiké 49,8 % pradinio imobilizuoto

fermento aktyvumo, kai tuo tarpu gliukoamilaziy agregatai po 10 panaudojimo cikly i$laike 3,3 %.
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Summary

In this master's thesis was tested three immobilization methodologies for commercial glucoamylase:
(1) Entrapment, (ii) Covalent bonding and (iii) Cross-Linked aggregating. First of all, enzymatic
reaction conditions which are optimal were selected. Commercial glucoamylase show the highest
activity at 60 °C when the pH of reaction medium was adjusted to 4,5. Secondly, immobilization
methods were carried out and the reaction parameters that influence the immobilization efficiency
were evaluated. The most suitable concentration of alginate solution was 4 %. Using covalent
bonding technique for enzyme immobilization the results showed that the most effective
immobilization was when the capsules were not activated with glutaraldehyde, the optimum
coupling time was 2,5 h and enzyme solution concentration - 18 AV/ml. Cross-linked glucoamylase
aggregates show the highest immobilization efficiency using glutaraldehyde solution at 0,8 %. It
was estimated that cross-linked aggregates had the highest activity (84 U/g), however, the entrapped
glucoamylase retained highest activity (85 %) within 30 days. Afterwards, kinetic parameters for
immobilized glucoamylase were estimated. The supreme initial reaction rate (4,33 uM/min) was
estimated for glucoamylse aggregates, the lowest Michael constant (Km=0,09 uM, free enzyme
Km=0,08 uM) was estimated for covalently immobilized glucoamylase and highest maximum
reaction rate (22,9 uM/min) for glucoamylase aggregates. Impact of temperature and pH for
immobilized glucoamylase was determined. Optimal temperature for immobilized glucoamylase
was 60 °C, however, optimal pH value varies depending on the method of immobilization, i.e.
entrapped glucoamylase’s optimal pH is 5, covalently bonded - 4.5 and glucoamylase aggregate’s -
4. Under 100 °C entrapped glucoamylases into 5 % alginate retained 94.4 % its activity, covalently
bonded with 25 % glutaraldehyde glucoamylases retained 69,2 % its initial activity. Glucoamylase
aggregates were not thermostable at critical temperatures, however, under medium pH 2 and pH 10
aggregates that was generated with 0,5 % ir 2,5 % glutaraldehyde solutions retained respectively
81,3 % and 54,7 % its initial activity. Entrapped glucoamylases under pH 2 and pH 8 retained

respectively 93,8 % (with 5 % alginate) and 75,3 % (with 4 % alginate) its initial activity.
Covalently bonded glucoamylases was active under pH 2 and retained at an average 88,0 % enzyme

activity. Possibilities of starch raw material (corn flour) hydrolysis were investigated. Glucoamylase
aggregates showed highest hydrolysis rate of corn flour. Entrapped glucoamylase retained 49,8 %
initial enzyme activity after 10 used cycles, while the cross-linked aggregates maintained 3,3 %

initial activity after 10 cycles.
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Santrumpy ir terminy sarasas
GLA — gliukoamilazé
KEV — krakmolo ekvivalento verté
GEV — gliukozés ekvivalento verté
Kwm — Michaelio konstanta
Vo — pradinis reakcijos greitis
Vmax — maksimalus reakcijos greitis
DNS — 3,5-dinitrosalicilo rugsties reagentas

SRA — skersiniais rySiais susiiiti agregatai



Ivadas

Amilazes yra placiausiai pramonéje naudojami fermentai. Amilazes naudoja tokios pramonés Sakos:
tekstilés, popieriaus, maisto ir gérimy, valymo priemoniy, krakmolo perdirbimo technologijos, taip
pat bioetanolio gamyba panaudojant griiding Zzaliavg. Taciau fermenty naudojimas tirpioje formoje
(t. y. laisvyjy fermenty) gali biiti traktuojamas kaip fermento Svaistymas, nes po fermentinés
reakcijos, fermentas nebegali biiti iSgautas ir panaudotas kitose reakcijose. Todé¢l pastaruoju metu
didelio mokslininky susidoméjimo tiek tarptautiniu, tiek ir nacionaliniu mastu sulauké fermenty
imobilizavimo ir imobilizuoty fermenty panaudojimo tyrimai. Tai nauja biotechnologijos sritis,
susijusi su fermenty imobilizavimu ant netirpiyjy polimery, tokiy kaip membranos ar dalelés,
veikiancios kaip fermentinio aktyvumo neSikliai. Pritvirtinti prie kiety pavirSiy (arba imobilizuoti
juose) fermentai gali biiti naudojami katalitiniuose procesuose pakartotinai, kadangi nesudétingai
gali buti iSskirti i§ reakcijos miSinio. Daugkartinis fermenty panaudojimas stipriai padidina
technologinio proceso ekonomiSkumg, nes fermenty imobilizavimas ant kieto neSiklio jgalina
fermentus naudoti pakartotinai ir ilgesnj laika — padidéja jy efektyvumas. Kita priezastis
imobilizuoti fermentus yra jy stabilumo padidinimas. Fermentai tam tikromis terpés pH ir
temperatiiros saglygomis yra nestabillis ir netenka aktyvumo, arba jis labai sumaz¢ja, taciau juos
pritvirtinus prie inertinio polimerinio pavirSiaus tampa stabiliais, o jy fermentinis aktyvumas
laikymo metu kinta maziau. Dabartiniu metu imobilizuoti fermentai pramoniniu biidu panaudojami
maisto pramongje, biomedicinoje, biodyzelino gamyboje, plovikliy pramongje. Nors imobilizuotus
fermentus galima naudoti pakartotinai, taciau jy aktyvumas po keliy panaudojimo karty maze¢ja.
Tam jtakos gali turéti ir imobilizavimo parametrai tokie kaip polimero (nesiklio), susiuvimo agento,
fermento koncentracijos, o ypa¢ imobilizavimo biidas. Todél svarbu istirti jvairiy imobilizavimo
metody taikymo galimybes gliukoamilaziy, pla¢iai naudojamy krakmolingos Zaliavos hidrolizei,
imobilizavimui. Sio mokslinio tyrimo metu bus isbandyti trys skirtingi amilaziy imobilizavimo
metodai ir nustatytos imobilizuoty ir laisvyjy gliukoamilaziy savybés (jy aktyvumas esant
skirtingoms temperatiiroms, pH vertei, aktyvumo priklausomybé nuo panaudojimo karty ir kt.), taip
pat nustatytas imobilizavimo efektyvumas. Skirtingais budais imobilizuoti fermentai iSbandyti

grudinés zaliavos fermentinei hidrolizei imituojant gamybines saglygas maZo naSumo jranga.

Sio mokslinio darbo tikslas — istirti skirtingais biidais imobilizuoty komerciniy gliukoamilaziy
savybes ir jy panaudojimo galimybes krakmolingos grudinés zaliavos hidrolizei. Tikslui pasiekti

suformuluoti $ie darbo uZdaviniai:

1. iStirti temperatiiros ir terpés pH vertés jtaka komerciniy gliukoamilaziy aktyvumui ir parinkti

optimalias salygas fermentinei hidrolizei,

2. skirtingais biidais imobilizuoti komercines gliukoamilazes: (a) jterpiant j polimero — alginato
struktiirg, (b) kovalentiSkai prijungiant ant polimerinio neSiklio (alginato) ir (c¢) sudarant skersiniais

rySiais susilitus agregatus ir nustatyti imobilizavimo efektyvuma,
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3. istirti imobilizuoty fermenty savybes: pH ir temperatiiros jtakg, stabilumg laikymo metu bei
nustatyti pagrindinius kinetinius parametrus, tokius kaip Michaelio konstantg, pradinj ir maksimaly

reakcijos greitj,

4. palyginti skirtingais biidais imobilizuoty amilaziy panaudojimo galimybes krakmolingos zaliavos

fermentinei hidrolizei.
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1. Literaturos apZvalga
1.1. Fermenty struktiira, savybés, juy veikimo mechanizmas bei panaudojimas

Fermentai yra kataliziSkai aktyviis baltymai, kurie gyvame organizme vykdo metabolizmo
procesus. Tiksliau, juos galima apibtidinti kaip natiiralios biisenos aktyvig polipeptidine grandine ar
grandiniy visumg, greitinancig reakcijas. Tai yra sudétingas kopolimeras, sudarytas i§ aminoriig§ciy
monomery. Be baltyminés dalies vadinamos apofermentu, fermentas turi ir nebaltyminj fragmenta,
vadinamg kofermentu. Baltymingje dalyje peptidinés grandinés iSsidésto tam tikra erdvine tvarka ir
sudaro fermento aktyvyjj centra, kuris lemia fermento specifiSkuma substratui. Fermento aktyvyji
centrg sudaro aminortigstys ir jy funkcinés grupés, kai vienos nulemia fermento—substrato, kitos

fermento—produkto komplekso susidaryma.

AminoriigS¢iy seka ar baltymo pirmin¢ struktiira lemia antring ir treting peptidinés grandinés
strukttiras. Susidaro erdviné makromolekulé, kur tiksliai yra apibrézta ertmé substratui. Paprastai
tariant, fermento ir substrato sgveika atitinka ,,rakto ir spynos* modelj, kai substratas labai tiksliai
atitinka fermento aktyviojo centro erdvine struktiirg, kaip raktas - spyna. 1.1 paveiksle iliustruota,
kaip susiformuoja substrato—fermento kompleksas priartéjus substratui (S) prie fermento aktyviojo
centro (tarpinis junginys), kuriame vyksta katalizés reakcija. Nuo fermento molekulés po reakcijos
atskiriami susidar¢ produktai (P), o atsilaisvings fermentas vél gali sudaryti substrato—fermento

kompleksas, t.y. sgveikauti su kitu substratu [1,2].
@@ 3 =9

Fermento-substrato
kompleksas

Atitinkantis substratas

—p
\

M

Neatitinkantis substratas

1.1 pav. Saveika tarp fermento ir substrato paremta ,,spynos ir rakto® modeliu, ¢ia fermentas (F), substratas
(S), substrato ir fermento kompleksas (FS), reakcijos metu gauti produktai (R)

Taip pat pastebimas indukuoto modelio mechanizmas, kai fermento aktyviojo centro strukttiros yra
kintancios, priklausomai nuo substrato formos. Fermento erdvinés struktiiros pokyciai sukeliami
substratui priartéjus prie fermento aktyviojo centro. Siy poky¢iy metu aminoriigdéiy liekanos,
sudarancios aktyvyji centra, suformuoja palankig padéti substrato—fermento kompleksui sudaryui
[1,2].

Fermenty savybés yra itin jautrios jvairiems aplinkos poveikiams. Poveikis skiriasi priklausomai
nuo naudojamo fermento ir atitinkamo parametro keitimo [1]. Kylant temperatiirai tam tikrame
apibréztame intervale did¢ja fermentinés reakcijos greitis. Taciau dauguma fermenty aukstesnéje

nei 50 °C temperatiiroje negrjZztamai denatiiruoja, todél prarandamas jy aktyvumas. Reikia paminéti,
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jog yra iSimtiniy fermenty, kurie iSlaiko tam tikrg aktyvumg ir esant auksStoms (arba itin zemoms)
temperatiiroms, pvz., ksilanazés i$skirtos 1§ Penicillium sp. aktyviausios 7-100 °C temperatiiroje
[3]. Fermento stabilumui ir aktyvumui didelés jtakos turi terpés pH, kuri nulemia fermento
aktyviojo centro riigStiniy bei baziniy funkciniy grupiy ir likusiy apofermento daliy disociacijg. pH
reikSme, kuriai esant fermentas yra aktyviausias, laikoma optimalia. Taip pat jvairiis efektoriai, kaip
sunkieji metalai (Cu, Ag, Hg, Pb), inhibitoriai (jodacetamidas, N—etilmaleinimidas ir kt.) arba
aktyvikliai (metaly jonai, PAM ir kt.) veikia fermento veiklg teigiamai arba neigiamai. Efektoriai
susiriSa su aktyviojo centro svarbiomis funkcinémis grupémis ir slopina arba aktyvina fermento
veikima [4,5].

Pagrindiniai fermenty panaudojimo rinkos segmentai pateikti 1.2 paveiksle [6]. Kiekvienais metais
did¢jantis gyventojy skaicius, besikeifiantis gyvenimo biidas, didina pramoniniy fermenty poreiki
gamybos jvairiuose pramonés sektoriuose, tame tarpe ir maisto pramonéje. Vieni i§ placiai

naudojamy maisto pramong¢je fermenty yra gliukoamilazés ir imobilizuotos Sio fermento formos.

® Farmacija

® Biotechnologijos

“ Diagnostika

® Biokatalizatoriai

¥ Maisto ir gérimy pramoné

" Tekstilés pramoné
Biokuras

“ Gyvuliy pasarai
Kitos pramonés

1.2 pav. Fermenty panaudojimas pramonéje [6]
1.2. Amilaziy ir gliukoamilaziy Saltiniai, savybés ir panaudojimas

Amilazé (E.C. 3.2.1.1), kurios sisteminis pavadinimas 4—a—D—gliukan—gliukanohidrolazé, turi
didelj selektyvumg krakmolo hidrolizei. Tokios fermentinés hidrolizés reakcijos rezultatas yra

monosacharidas — gliukoze [7].

Amilazeés placiai paplitusios gamtoje, jos aptinkamos augaluose, gyviiny seilése, yra gaminamos
bakterijy ir mikroskopiniy grybeliy. Amilazes gamina daugybé mikroorganizmy, ta¢iau pramongje
amilazés iSgaunamos daugiausia 1§ Bacillus genties bakterijy — B. licheniformis, B.
stearothermophiles ir B.amyloliquefaciens. Mikrobinés amilazés gamyba i§ bakterijy priklauso nuo
bakterijy kamieno tipo, terpés sudéties, auginimo salygy, maistiniy medziagy kompozicijos,
inkubacijos laikotarpio, pH, temperatiiros, metalo jony ir paciy bakterijy savybiy (pvz.,
termostabilumo) [8]. Kadangi amilazes gamina daugybé mikroorganizmy, skiriasi jy optimali
temperatira (30-80 °C) ir pH reikSmés (5,5-9), kurioms esant fermentas aktyviausias. 1.1 lenteléje

pateikti fermento Saltiniai ir biidingos savybeés.
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1.1 lentelé. Amilaziy Saltiniai ir biidingos temperattros bei pH reikSmés

Opt. temperatira,

Amilaziy $altinis Stamai oC

Opt. pH Nuoroda

Bakterijos B. thermooleovorans, B. pseudofirmus, 40-60 7 [9,10,11]
B. cohnii, B. vedderi, B. agaradhaerens,
N. halobia, L. plantarum, L.fermentum,
Holobacillus sp., B. subtilis, C.
taiwanensis, A. amylolyticus, B.
sphaericus, S. marcescens,
Chromohalobacter sp., B. licheniformis,
B. megaterium, B. agaradhaerens,
Gracilibacillus sp., P. luteola, B.
amyloliquefaciens, C. alkanolyticum

Aktinomicetai S. albidoflavus, N. aegyptia, 45 9 [12,13]
S. gulbargensis S. erumpens, S. clavifer,
S. lonarensis, Nocardiopsis sp.,
Streptomyces sp.

Archejos T. profundus, Thermus sp., Thermococcus 7-80 55-6,5 [14,15]
sp.

Mikroskopiniai P, fellutanum P. rugulosum P. 30-35 5,5-7,5 [16,17,18]
grybeliai Jjanthinellum P. expansum, A. niger

P. microspora, A. oryzae, P.

chrysogenum, F. incarnatum, P.

polonicum, A. fumigaus, A.flavus

Gyviiny seilés - 63-70 °C 7 [19,20,21]

Augalai ; 40 5,5-8 [20, 21]

Mokslininkai ilgainiui man¢, kad amilazés yra vienos rusies hidrolazes. Taciau véliau nustatyta, kad
skirtingi mikro organizmai sintetina skirtingo tipo amilazes: gyviinai gamina o—amilazes, augalai
gamina B—amilazes, mikroorganizmai gamina visy tipy amilazes taip pat ir trecigja amilaziy grupe —
y-amilazes. Visy tipy amilazés vykdo krakmolo hidroliz¢. Krakmolo hidrolizés reakcija dalyvaujant
a-B-y-amilazés fermentams pateikta 1.3 paveiksle, taciau skiriasi $iy amilaziy veikimo principas.
Amilazés skaldo a-1,4-glikozidinius rySius, i§ kuriy o-amilazés skaldo atsitiktinius o-1,4-
glikozidinius rySius iki dekstriny, B-amilazés skaldo dekstrinus iki disacharido — maltozés ir -
amilazés skaldo maltozg iki gliukozés molekuliy bei a-1,6-glikozidinius rySius atskeliant

amilopektino Sakas.

v-amilazés dar kitaip vadinamos gliukoamilazémis (E.C. 3.2.1.3) yra amilolitinis fermentas, galintis
hidrolizuoti B-D-gliukozés vienetus nuo neredukuoto krakmolo molekulés galo. Taip pat
gliukoamilazés lizuoja a-1,6-glikozidinius rySius amilopektino atsiSakojimy vietose, tokiu biidu
baigiant visg krakmolo hidroliz¢ iki gliukozés produkto.
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1.3 pav. Krakmolo hidrolizés reakcija dalyvaujant a-p-y-amilazés fermentams

Amilazés yra vienos i§ daugiausia pramoné¢je naudojamy fermenty. Dél gebéjimo hidrolizuoti
krakmolg ar krakmolingas medziagas amilazés naudojamos tekstilés, popieriaus, maisto ir gérimy
pramonéje, valymo priemoniy gamyboje bei krakmolo perdirbimo technologiniuose procesuose
[22]. Kadangi visos amilaziy raSys (a-p-y-amilazés) geba hidrolizuoti krakmolg ar krakmolingas
medziagas, pramongéje naudojamas jy misinys. Tokiu biidu uztikrinama visiska krakmolo hidrolizé
iki gliukozés produkto.

Amilazés dazniausiai naudojamos krakmolo perdirbimo pramongje — krakmolo sirupo gamyboje,
kuris panaudojamas maisto, gérimy pramonéje [23] kaip saldiklis. Reikéty pamineéti, kad
pagrindinés amilazés naudojamos sirupo gamybai yra o- ir gliuko- amilaziy miinys. Siuo miginiu
galima pasiekti net 96-98 % gliukozés krakmolo sirupo produkte. Proceso hidrolizatai toliau
naudojami kaip anglies Saltinis fermentacijos procesuose arba kitais atvejais jie gali buti galutinio
produkto, pavyzdziui, gaiviyjy gerimy, ledy, padazy, konservuoty vaisiy, duonos ir kt. gaminiy
dalis [24]. Taip pat amilazés placiai naudojamos konditerijos/kepiniy pramongje kaip priedas,
padedantis grei¢iau suskaidyti krakmolg iki dektriny ir taip suaktyvinantis mieliy fermentavimo
savybes, pagreitinantis kildinimo procesg. Konditerijoje naudojamas amilaziy miSinys suteikia
produktui specifinj papildomy cukry skonj bei prailgina tokio produkto galiojimo laikg [25].
Amilazés naudojamos gérimy pramongje kaip skaidrinimo agentas. Vokie€iy mokslininky
straipsnyje tirta Zmogaus jautra atskiroms amilaziy ri$ims ir nustatyta, kad kildinimo milteliuose
naudojamos a-amilazés yra mazesnis dirgiklis nei glukoamilazés (y-amilazés), todél galima teigti,
kad maisto pramongje 1§ amilaziy daZniausiai pritaikomos a-amilazés [26].
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Amilazés naudojamos tekstilés pramongje pasSalinti glitui (ang. desizing). Prie§ audinio gamyba
audinio sitilai padengiami krakmolo glitu, siekiant i§vengti sitily nutrikimo audimo metu. [Saustam

audiniui amilazés selektyviai paSalina glitg ir nepazeidzia pacio pluosto [27].

Popieriaus pramonéje amilazés talkina kaip krakmolo modifikatoriai, kurie padeda sudaryti mazos
klampos krakmolo dangg. Toks modifikuoto krakmolo sluoksnis dengiamas ant popieriaus
pavirSiaus — popierius tampa pakankamai lygus ir tvirtas taip pagerintama ir popieriaus raSymo
kokybeé [28].

Viena naujausiy bei pasaulyje didéjanti pramoné yra ekologisky detergenty (valymo priemoniy)
pramonés Saka. Fermenty naudojimas skalbikliy pramonéje padidina galimybes pasSalinti
nejveikiamas démes bei pats skalbiklis yra ekologiskas. Detergenty sudétyje didziausia dalj sudaro
amilaziy miinys t.y. 90 % visy fermenty dalj. Sie fermentai naudojami skalbiniy, indy plovikliuose,
kad suskaidyty krakmolingy maisto produkty, tokiy kaip bulvés, kruopos, varské, Sokoladas ir kt.,
liekanas iki dekstriny ir kity mazesniy oligosacharidy [29, 30]. Jau dabar parduotuvése bei e-
parduotuvese galima rasti daugybe ekologisky valymo priemoniy, pagaminty tokiu fermenty

pagrindu — Balance, Amway, Ecozone, Persil, Ecover ir kt.
1.3. Fermenty imobilizavimo budai

Per praéjusj deSimtmet] fermenty imobilizavimas sulaukia vis daugiau pramonés démesio. Maisto,
gérimy pramongje imobilizuoti fermentai naudojami dél mazy gamybos sagnaudy, dél pakartotinio
naudojimo, o tai ypa¢ svarbu nepertraukiamos gamybos technologijose. Taip pat imobilizuoti
fermentai yra stabilesni temperatiiros pokyc¢iams, terpés pH, organiniy tirpikliy poveikiui bei yra
rentabiliis, o galutinis produktas neuzterSiamas Salutiniais produktais [31].

Fermenty imobilizavimo metodikas galima suskirstyti j fizikinius arba cheminius metodus:
1. fermento jjungimas j erdvines polimero struktiiras, nesudarant cheminiy rysiy,
2. fermento prijungimas prie kietojo neSiklio pavirSiaus, sudarant chemines arba fizikines
sgveikas (adsorbcija, kovalentinis rysys),

3. fermento susiuvimas bifunkciniais reagentais.

Dabartiniai pasaulio biotechnologijy pramonés poreikiai siekia didinti gamybos produktyvuma
pritaikant naujus metodus. Biitent fermenty imobilizavimas suteikia produkto gamybos linijai
nepertraukiamg produkto gamyba, prailgina jo galiojimo laika ir aplenkia ilgus produkto gryninimo
procesus. Taip pat imobilizuota fermentg lengva atskirti nuo produkto ir pakartotinai naudoti
daugybe karty. TaCiau nereikty pamirsti, jog imobilizuoti fermentai praranda dalj savo aktyvumo

bei imobilizacijos procesas pritraukia papildomas islaidas.

1.3.1. Imobilizacija jjungiant j erdvines struktiiras

Tai fermento jjungimas i erdvine polimero (dazniausiai alginato) struktiira, kuri pasizymi
poringumu. Fermentas yra jstriginamas minétame poringame neSiklio tinkle ir fiksuojamas

papildomai susidariusiomis kovalentinémis ar nekovalentinémis jungtimis. Vieni efektyviausiy
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zinomy neSikliy yra alginatas, Zzelatina, kerageninas, poliakrilamidas, hitozanas, kolagenas,
celiuliozés triacetatas, nailonas, polisulfonas, polivinilo alkoholis ar modifikuotas polivinilo
alkoholio alginatas, agaras bei poliuretanas ir kt., kurie uzkerta kelig fermenty nutekéjimui ir
uztikrina mechaninj fermento stabilumg. Taip pat imobilizacijai jjungiant j erdvines struktiiras gali
buti naudojami kieti neSikliai, kaip aktyvuota anglis, porétos keramikinés medziagos [33, 34].
Gamtiniai polimerai sudaro gelius tiesiog pakeitus temperatiirg, kartu kintant tirpalo joninei jégai
bei keiCiant tirpikl;. Gelio struktiira iSlieka patvari dél vandeniliniy jungCiy, kurios, pakitus
temperatiirai, suyra ir gelis suskystéja. Taciau Siuo metu didziausig imobilizacijos neSikliy
revoliucijg sukélé fermenty jjungimas ] nanostruktiiras (nanopluostus) dél itin didelio pastaryjy
pavirSiaus ploto ir palankios neSiklio sandaros ir savybiy. Todél nanostruktiirose imobilizuoti

fermentai dabar pritaikomi chemijos, biomedicinos srityse bei biojutikliy, biodegaly gamyboje.

Fermentai ar mikroorganizmy, gaminanciy tikslinj fermenta, lastelés, néra tiesiogiai tvirtinamios
prie atraminio pavirSiaus, o tiesiog jjungiamos ] polimero tinklg. Taip sudaromas fizinis barjeras
tarp substrato molekuliy esanciy reakcijos terpéje ir fermento. Taciau tobulinant imobilizacijos
metodika fermenta apsupusi membrana daZnai yra pralaidi substratui ir nelétina fermentinio
proceso. Svarbiausias aspektas, 1 kurj atsizvelgiama imobilizuojant fermentg j matricos struktiiras -
tai pastarosios poringumas. Membranos poringumas yra grieztai parenkamas pagal naudojamus

fermeneto ir substrato molekuliy dydziu [35].
1.3.2. Adsorbcija ir imobilizavimas kovalentiniu rysiu

Sis fermento imobilizavimo metodas yra pagrjstas fermento fizikine adsorbcija ant vandenyje
netirpaus nesiklio pavirSiaus. D¢l Sio metodo fermento konformaciniai ar aktyvaus centro pokyciai
yra nedideli arba visiSkai nepasireiskia. Atrinkus tinkama nesiklj, Sis metodas gali biiti itin paprastas
ir pigus. Taciau pagrindinis §io imobilizacijos metodo triikumas yra adsorbuoto fermento iSplovimas
nuo nesiklio pavirSiaus dél silpny fermento-neSiklio adsorbcijos jégy, kurios pasireiSkia tokiomis
fizikinémis sgveikomis: Van Der Valso jégos, hidrofobiné sgveika, joninés bei vandenilinés jungtys
[36].

Fermento adsorbcijai naudojami nesikliai:

* neorganinés kilmés medziagos (kaolinas, silikagelis ir kt.), kuriy didelis paplitimas, lengva
gavyba;

» baltymai (Zelatina, kolagenas), pasizymi specifiSkumu, naudojami afinin¢je imobilizacijoje;

* polisacharidai (agaroze, karagenanai, celiuliozé ir kt.), kurie naudojami beveik visy fermenty
imobilizacijai dél savo plataus pritaikomumo;

» akrilo bei stireno kopolimerai, kurie turi didel; pavirSiaus plota labai tinkant] oksidacijos
redukcijos reakcijoms;

* ckologiSki neSikliai kaip kokoso pluostas ar medienos atplaiSos, kuriy ekopluostas palaiko

vandens kiekj reikalingg fermento funkcionalumui [37-41].

Fermenty imobilizavimas kovalentiniu rySiu yra plac¢iai pramonéje naudojamas metodas. Sudarytas

kovalentinis rySys tarp fermento ir neSiklio sudaro stabilius jy kompleksus. Kovalentiné jungtis yra
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itin stipri cheminé jungtis, todél taip imobilizuotas fermentas néra iSplaunamas nuo neSiklio
pavirSiaus net tuomet kai Salia fermento atkeliauja substratas ar aukS$tos joninés jégos tirpiklio
molekulés. Kovalentinis prisijungimas prie atraminés matricos turi apimti tik tas fermento
funkcines grupes, kurios néra biitinos kataliziniam veikimui. Kovalentinis fermento imobilizavimas
vis délto néra lengvai suvaldomas dél kovalentinio rySio sudarymui naudojamy cheminiy suri§Simo
agenty. Daznai mokslininkai apraSo nesékmingos kovalentinés imobilizacijos rezultatus, kai
imobilizuotas fermentas praranda fermentinj aktyvumg arba pakei¢ia fermento molekulés

struktiirinius elementus ir sukelia fermento denatiiracijg [42, 43].

Vykdant kovalenting imobilizacija labai svarbu teisingai jvertinti fermento savybes (funkcines
grupes). Prijungiant fermenta prie neSiklio negali pakisti fermento aktyvusis centras t. y. fermentas
prie nesiklio turi buti prijungiamas per Sonines jungtis, kurios nereikalingos fermento aktyvumo
palaikymui. Pagrindinés Soninés grupés galéty biti: amino rigsties (argininas, asparto rugstis,
histidinas) funkcinés grupés, imidazolo Ziedas, serino ir treonino hidroksilinés grupés, cisteino

merkapto grupé, sulfhidrilo grupé ir kt [43].

Taip pat itin svarbu jvertinti neSiklio savybes. Jei atraminé matrica turi pakankamai reaktingy
funkciniy grupiy, tokig matricag galima imobilizacijai panaudoti i§ karto. Taciau, kitu atveju, kad
pritaikyti s€ékminga kovalenting imobilizacijg, neSiklis papildomai aktyvuojamas bifunkciniais
reagentais. NeSiklio aktyvavimas vyksta kei¢iant nereaktingas funkcines neSiklio grupes ] kitas —
labiau reaktingas: karboksi (-COOH) grupé kei¢iama acilhalogenido (-COX) arba acilazido (-
CON3) grupe, fenilamino (-CeHsNH2) grupé gali buti kei¢iama izocianato (-N=C=S) grupe,
hidroksilo (-OH) grupés keiCiamos j imidokarbonato grupe [43,44]. Nesiklio pavirSiaus
reaktingumo pakeitimui daznai naudojami reagentai, turintys dvi vienodas funkcines grupes.
Labiausiai zinomas kovalentinés imobilizacijos suri§¢jas - glutaro aldehidas (OHC(CH,)3CHO),
kuris kartais pakeic¢iamas karbodiimidais (RN=C=NR) ar kitais suriSimo agentais. Bifunkciniais

reagentais gali biiti aktyvinamos amino ir karboksilo funkcinés grupés [45].
1.3.3. Imobilizacija susiuvant

Fermento imobilizavimas susiuvant yra vienas naujausiy metody, kuris taikomas biologinéje
svarbiy chemikaly ir vaisty gamyboje. Siuo badu fermentai yra sujungiami vienas su kitu
bifunkciniais ar daugiafunkciniais reagentais, sudarydami cheminius rySius tarpusavyje. Taip
imobilizuoti fermentai vadinami skersiniais rysiais susiiiti fermento agregatai. Sis metodas yra bene
pats efektyviausias i§ darbe iSvardyty biidy, nes cheminé jungtis tarp fermenty uztikrina nepakitusj
fermento aktyvuji centrg, fermento veiklai jtakos gali turéti tik jo suvarzytas lankstumas. Taciau
lankstumo nebuvimas uZzkerta kelig bet kokiam svetimkiinio jsibrovimui j agregaty vidy ir taip

sukeliantj pasaliniy reakcijy granding.

DaZniausiai naudojamas susiuvimo agentas yra glutaro aldehidas, kurio reaktingosios aldehido
grupés, esancios glutaro aldehido galuose, reaguoja su laisvosiomis fermento aminorigséiy

grupémis. Glutaro aldehidas naudojamas imobilizavimo procesuose dél nedidelés kainos, stabilumo
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bei efektyvumo [46]. TaCiau glutaro aldehidas yra pritaikomas ne visy fermenty imobilizacijai, nes
gali inaktyvuoti fermento aktyvyjj centrg [47] arba sujungti fermentus j supermolekule ir taip
uzslépti aktyvyji centrag jos viduje. Taip pat glutaroaldehido likuciai yra metami arba iSplaunami |
aplinka, todél gali neigiamai paveikti zmogaus sveikatg bei vandens ekosistemg. Siekiant aplenkti
glutaroaldehido sukeliamas kliiitis, jau kelis metus yra iSbandomi kiti susiuvimo agentai, tokie kaip
polialdehido dekstranas, aktyvuotas chitozanas, L-lizinas, pektinas ir kt. Mokslininky teigimu, Siais
susiuvimo reagentais iSvengiama agreguoty fermenty inaktyvavimo, lizinas bei chitozanas —
natiralios kilmés biomolekulés iSsprendzia rizikg uztersti vandens ekosistema, agreguojant pektinu
— pasiekti dideli fermento aktyvumai lyginant su glutaroaldehidu [48,49,50].

Pirmiausia, kad jvykdyti Sig imobilizacija fermentas yra iSsodinamas panaudojant specifinius
organinius agentus, neorganines druskas ar nejonizuotus polimerus. ISsodinti fermentai tampa
netirpiis ir iSkrenta nuosédomis. Taip paveikti fermentai suriSami bifunkciniais reagentais ir
gaunami skersiniais ryS$iais susiiiti fermento agregatai (angl. Crossed-linked enzyme aggregates,
CLEA) (1.4 pav.). CLEA yra fermento imobilizavimo forma, kuri yra veikli vandeniniuose
tirpaluose. Taip susiiiti fermentai gali biiti pakartotinai panaudoti, taip pat pasiZymi ganétinu
stabilumu ir efektyvumu.

O O O Fermenty Skersiniy rysiy

O Q agregacija sudarymas
O O : Nejoniniai polimerai, neorg. Susiuvimo agentas
O O druskos, org. reagentai

FERMENTALI

FERMENTU AGREGATAI SKERSINIAIS RYSIAIS
SUSIUTI AGREGATAI

1.4 pav. Skersiniais ry$iais susiiity fermenty agregaty imobilizacijos mechanizmas [50]

1.3.4. Imobilizuoty fermenty aktyvumo jvertinimas

Fermentai, fiksuoti erdvinése struktiirose ar ant jy pavirSiaus, pasiZymi stabilumu. Taciau Zinoma,
kad dalis fermenty praranda savo aktyvumg. Imobilizuoto fermento aktyvumo jvertinimui ir
charakterizavimui naudojami tokie pagrindiniais parametrais:

1. Imobilizacijos efektyumo koeficientas (1%), kuris parodo fermento kiekj, kuris sékmingai
imobilizavosi naudotoje matricoje. Jprastai iSreiSkiamas imobilizuoty ir pradiniame tirpale

fermenty kiekio santykiu procentais: 1%=AVimobilizutas/ AV pradinis ™ 100%.

2. Fermentinis aktyvumas rodo, kokiu greiiu fermentas geba katalizuoti substrato virtima

produktu. Fermento aktyvumas iSreiSkiamas susidariusio produkto ar panaudoto substrato
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3.

koncentracijos pokyc¢iu per laiko vieneta, dazniausiai per minut¢ ar sekunde. Fizikine prasme
fermentinis aktyvumas yra greitis, kuris daZniausiai yra iSreiSkiamas pmol susidariusio
produkto (arba sunaudoto substrato) per minut¢ (umol/min). Jis vadinamas tarptautiniu
fermentiniu aktyvumo vienetu ir Zymimas simboliais AV (ang. International unit, IU) bei
apibréziamas kaip fermento kiekis, kuris katalizuoja 1 pmol substrato virtimg j produkta per
vieng minute, esant optimalioms reakcijos salygoms. Optimalios reakcijos salygos yra optimali
terpés pH verté ir optimali temperatiira, taciau Sios sglygos kiekvienam fermentui gali biti
skirtingos. DaZnai fermento aktyvumas iSreiSkiamas fermento specifiniu aktyvumu, kuris
parodo fermento vienety skaifiy viename masés arba tiirio baltymy vienete (AV/mg, AV/ml)
[22].

Kinetiniai reakcijos parametrai — pradinis reakcijos greitis, Michaelio konstanta, maksimalus
reakcijos greitis yra esminiai indikatoriai jvertinantys imobilizacijos s¢kmg. Pradinio reakcijos
grei¢io reik§Smé leidzia spéti apie galima hidrolizés pabaigg t.y. kuo didesné reikSme tuo
fermentinés reakcijos metu greiiau pagaminamas produktas ir nusistovi produkto kiekio
pusiausvyra. Michaelio konstantos reikSmé leidzia nustatyti imobilizuoto fermento
gimininguma substratui t.y. kuo reikSmé mazésné tuo fermento giminingumas substratui did¢ja,
tod¢l galimai fermentiné reakcija vyks sklandziau bei grei¢iau. Maksimalaus reakcijos greicio

reikSme leidZia nustatyti fermento katalizinj efektyvuma.

a) Pradinis reakcijos greitis apibiidinamas pastoviu greiciu t.y. vienodai didéjanciu reakcijos

produkto kiekiu. Kai substrato kiekis reakcijos terpéje mazas, reakcijos greitis priklauso nuo

substrato koncentracijos. Esant bet kuriam pradiniam greiiui, tik dalis fermento molekuliy

aktyviyjy centry sudaro kompleksus su substratu. Taigi fermento-substrato kompleksy kiekis

tiesiogiai priklauso nuo substrato kiekio. Didinant substrato kiekj reakcijos terpéje, reakcijos geitis

didéja neproporcingai tol, kol pasiekia beveik pastovig reikSme [51].

koncentracijai, kuriai esant reakcijos greitis yra lygus pusei
didZiausio grei¢io (Vmax). Km galima nustatyti 1S grafiko
pazyméjus reakcijos grei¢io priklausomybe nuo substrato Vinax
koncentracijos (1.5 pav.), taciau $i reikSmé yra netiksli, nes 2

nejmanoma tiksliai nustatyti Vmax. Km it Vmax reikSmeés

nustatomos i§ atvirkStiniy Lainuivero ir Berko (ang.

b) Michaelio konstanta (Km) yra lygi substrato Vv,

Lineweaver-Burk) koordina¢iy [51]. Sis metodas aprasytas Ky [S]

2.3.5 skyrelyje. 1.5 pav. Fermentinés reakcijos

greicio priklausomybé nuo
c) Maksimalus reakcijos greitis (Vmax). Didinant substrato koncentracijos [51]

substrato kiekj reakcijos terpéje, reakcijos greitis didéja

neproporcingai tol, kol pasiekia beveik pastovig reikSme. Tuo

atveju, kai substrato koncentracija yra tiek didelé, kad visas reakcijoje dalyvaujantis fermento kiekis

sudaro fermento ir substrato kompleksa, reakcija vyksta didziausiu grei¢iu — Vimax [S1].
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1.4. Imobilizuoty gliukoamilaziy savybés

Gliukoamilaziy imobilizavimas ant kietojo neSiklio yra vienas pirmyjy metody apraSytas
moksliniuose straipsniuose, kurj 1972 m. aprasé¢ Japonijos mokslininky grupé [33]. Mokslininkai
fiziskai adsorbavo gliukoamilaze¢ ant celiuliozés pluosto (DEAE-C) ir nustaté, kad tokiu biidu

imobilizuotos gliukoamilazés iSlaiko savo fermentinj aktyvuma.

Pragjusiu daugiau nei 40 mety nuo vieno i§ pirmojo gliukoamilaziy imobilizavimo — technologijos
patobuléjo, todel dabar galima rasti iStirtus ir mokslingje literatiiroje apraSytus naujus, taip pat
efektyvius gliukoamilaziy imobilizavimo biidus. Gliukoamilazés gali biiti imobilizuojamos
kovalentiskai, adsorbcijos biidu, jterpiant j polimery/geliy struktiiras, taip pat susiuvant skersiniais
ry$iais ir gaunant gliukoamilaziy agregatus. Metodas, kai imobilizavimui naudojamas susiuvimas

skersiniais rysSiais yra naujas, todel sulaukia vis daugiau susidoméjimo [49, 68, 70, 99].

1.3 lenteléje pateikti gliukoamilaziy (GLA) imobilizavimo biidai, naudoti nesikliai ar bifunkciniai
reagentai kiekvienam imobilizacijos metodui bei pakitusios imobilizuoty gliukoamilaziy savybés.
Dazniausias imobilizacijos metodas yra gliukoamilazés prijungtos kovaleniais rySiais prie nesiklio.
Imobilizacijai naudojami nesikliai: k-karageninas [52], aldehidiné celiuliozé [53], hidrogeliai [54],
geliai pasizymi itin stipriomis mechaninémis savybémis, dideliu pavirSiaus plotu, kuriame yra
prieinamy funkciniy grupiy prisijungti fermentui, taip pat pasiZymi mikrobiniu atsparumu ir yra
pigis.

1.3 lentelé. GLiA imobilizacijos budai, naudojami nesikliai, bifunkciniai reagentai ir pagerintos imobilizuoty
GLA savybés. Cia K-kovalentinés imobilizacijos metodas, A-adsorbcija, IK-jkapsuliavimas j erdvines
strukturas, SRA-skersiniais ry$iais susiiiti GLA agregatai, PEI-polietileniminas, GA-glutaroaldehidas, NS-

nanostruktiira, APTES-3-aminopropiltrietoksisilanas, EDC-1-3-dimetilaminopropil-3-etilkarbodiimido
hidrochloridas, GO-glioksalis, TFE-trifluoretilo alkoholis

Nesiklis/bifunkciniai Imobilizacijos . .
reagentai biidas Imobilizuoty GLA savybés Nuoroda
K-karagenino kapsulés K 1. Terminis stabilumas 60—80 °C
aktyvuotos PEL ir GA 2. pH stabilumas riigtinése sglygose [52]
100% fermentinis aktyvumas po 11 cikly
Celiulioz¢ aktyvuota NalO4 | K 1. Terminis stabilumas 50-75 °C 53
2. 70% fermentinis aktyvumas po 30 cikly [53]
Hidrogeliai aktyvuoti GA A, K 1. Fermentinis aktyvumas 20-30 °C
2. Padidéjes fermentinis aktyvumas veikiant UV
3. pH stabilumas riigstinése sglygose [54]
4. 80% fermentinis aktyvumas po 1 mén.
sandéliavimo
FesO4/grafeno oksidas NS | K 1. Terminis stabilumas
- .. [55]
2. Daugkartinis panaudojimas
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Ag/Fe oksidas NS K 1. 11 karty padidéj¢s specifinis fermentinis aktyvumas
Km=3 mM, laisvo fermento Km=6 mM
3. NS su fermentu pasiZymi antimikrobinémis
savybémis [56]
4. 97% fermentinis aktyvumas po 8 cikly
5. 95% fermentinis aktyvumas po 1 mén.
sandéliavimo
Grafitas/Fe3sO4 NS K 1. Terminis, pH stabilumas 57
aktyvuotos APTES ir GA 2. Daugkartinis panaudojimas [57]
Fitocheminémis medZ. K 1. Terminis, pH stabilumas
padengtos sidabro 2. 60% fermentinis aktyvumas po 10 cikly
. [58]
nanodalelés, aktyvuotos
EDC
Silicio tipo mezoporinga A 1. SumaZzéjes fermentinis aktyvumas 5
medZiaga 2. Terminis ir pH stabilumas [59]
DEAE-agarozé, Q1A- A 1. Terminis stabilumas
Sepabeads, Sepabeads EC- 2. Daugkartinis panaudojimas [60]
EP3 aktyvuoti PEL
GA ir apsauginiai agentai - | SRA 1. Terminis stabilumas 55-75 °C
dektrino/ksantano guma 2. pH stabilumas intervale nuo 3-8
3. 55% fermentinis aktyvumas po 24 cikly [61]
4. 60% fermentinis aktyvumas po 3 mén.
sandéliavimo
Magnetiné NS ir SRA 1. 95,4% fermentinis aktyvumas
aldehidinis pektinas 2. Terminis stabilumas
3. Pagerintas substrato pernasos mechanizmas [26]
4. 84% fermentinis aktyvumas po 10 cikly
5. Nepakito fermento giminingumas
GO, TFE SRA Cia pateikiami GLA struktiiriniai kitimai, svarbiis SRA
susidarymui. GLA struktiira kinta i$ tretinés j antring, i§ 6
antrinés j P strukttira. B struktiiros indukcija labiausiai [62]
skatina baltymy agregacija.
Cinko acetatas ir 2- SRA 1. Padidéjes Vmax
metilimidazolas 2. 52% fermentinis aktyvumas po 5 cikly [63]
3. 95% fermentinis aktyvumas po 24 dieny
sandeliavimo

Kinijos mokslininky grupé imobilizavo GLA kovalentiniais rySiais prijungiant fermentg prie k-
karagenino kapsuliy, aktyvuoty polietileniminu (PEI) ir glutaroaldehidu (GA). Manoma, kad PEI ir
GA nesiklio pavirsiuje suformavo Sifo baze (-N=CH-), prie kurios buvo jungiamas fermentas. Taip
imobilizuotos GLA pasizyméjo terminiu stabilumu 60-80 °C temperatiroje (laisvos GLA buvo
aktyvios tik 60 °C), pH stabilumas rugstingje terpéje, padidéjusia Michaelio konstanta (Kn) ir
sumazéjusiu maksimaliu reakcijos grei¢iu (Vmax). Cia apra$ytos imobilizuotos GLA po 11 hidrolizés
cikly islaiké 100 % aktyvuma [52].
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Azijos mokslininkai imobilizavo GLA ant cukranendriy iSspaudy celiuliozinio pluosto. Celiuliozé
buvo oksiduota natrio perjodato ir sieros rugsSties terpe, taip celiuliozinio pluoSto pavirSiy
aktyvinant aldehidinémis grupémis, per kurias sudarytas kovalentinis rySis su GLA amino
grupémis. Taip imobilizuotos GLA pasizyméjo itin auks$tu stabilumu ir aktyvumu (70 %) net po 30—
ties panaudojimo karty. Mokslininkai teigia, kad toks stabilus fermento aktyvumas per 30 hidrolizés

cikly pasireiskia dél stipraus sudaryto kovalentinio rySio tarp celiuliozés neSiklio ir fermento [53].

Kinijos mokslininky grupé¢ imobilizavo GLA, prijungiant kovalentiniu rySiu fermenta prie N-
izopropilakrilamido hidrogeliy. Mokslininkai teigia, jog tyrime naudoti hidrogeliai pasizZymi
zemesne krizine temperatiirg (ang. lower critical solution temperature, LCST) ir yra atsparis Sviesai
(ultravioletiné spinduliuoté, UV). Keiciant temperatiirg i did¢jimo ar mazéjimo pus¢ nuo LCST
hidrogelis irgi keiciasi t. y. hidrogelio struktiira arba iSbrinksta, arba susitraukia — taip mechaniskai
padidinamas arba sumaZinamas neSiklio pavirSiaus plotas, prie kurio jungiamas fermentas ir
hidrolizés metu atkeliauja bei tvirtinasi didelés substrato molekulés. Naudojant tokj hidrogelj kaip
nesikli GLA imobilizavimui, galima griztamai valdyti hidrolizés reakcija keiciant tik temperatiira.
Tokie hidrogeliai buvo aktyvuoti glutaroaldehidu. Nustatyti trys imobilizuoty GLA aktyvumui
darantys jtaka veiksniai: temperattra, UV spinduliuote ir terpés pH. Hidrogeliy LCST temperatira
yra 35,4 °C — 37,7 °C, todel vykdant hidrolizés reakcijg 20 — 30 °C temperatiiroje imobilizuoty
GLA aktyvumas buvo didZiausias. Veikiant hidrolizés reakcija UV spinduliuote GLA aktyvumas
padid¢jo. Manoma, nes UV spinduliuoté¢ keicia kopolimero trans konfiguracija i cis, rezultate
nesiklis iSbrinksta ir susidaro didelis pavirSiaus plotas vykti hidrolizés reakcijai. Imobilizuotos GLA

pasizymejo stabilumu rugstingje pH terpéje [54].

Naujausiais duomenimis gliukoamilazés kovalentiniais rySiais prijungiamos prie nanostruktiiry:
nanokompozity, nanodaleliy, magnetiniy daleliy. Nanostruktiiros naudojamos kaip neSikliai
fermenty imobilizacijai dél pastaryjy specifiniy savybiy, kurios pranoksta organiniy ar neorganiniy
nesikliy savybes. Nano-nesikliai pasizymi dideliu pavirSiaus plotu, substrato trumpu difuzijos keliu,
yra nepavojingi sveikatai bei de¢l savo inertiSkumo nesudaro tiesioginiy kovalentiniy rySiy su
fermentu, tam naudojami jvairiis suriS¢jai. Dabar ypac tyrin¢jami sidabro-glezies oksidy, grafito,
grafeno ir kt. nanonesSikliai [55,56,57,58]. GLA prijungiamos kovalentiniu biidu prie nanonesikliy,
kurie aktyvuojami glutaroaldehidu, ksilano dariniais, polietilenglikoliu, chitozanu ir kt. suriséjais
[64,55,65]. Ant nanostruktiry imobilizuotos GLA pasizymi terminiu ir pH stabilumu, didesniu
specifiniu aktyvumu t.y. grynumu, didesniu gyminingumu substratui (maZesniu Km nei laisvo
fermento). Didziausias pranaSumas imobilizuojant GLA ant nanostruktiry yra daugkartinis

panaudojimas su minimaliu 5 % pradinio fermento aktyvumo praradimu.

Indonezijos mokslininky grupé tyré silicio tipo mezoporingos medZiagos kaip imobilizatoriaus
savybes. Nustatyta, kad temperatira, pH ir maiSymo greitis turi didelés jtakos imobilizacijos
efektyvumui, todé¢l ir mezofilinés silicio tipo medziagos savybéms, taCiau sékmingai nustacius
optimalius adsorbcijos parametrus, hidrolizés procesui temperatira bei maiSymo greitis jtakos

nebeturéjo [59].
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Ispanijos moksliniky grupé tyré gliukoamilaziy jony adsorcijos imobilizacijos metodg ant
mikrokapsuliy SepaBeads, aktyvuotomis polietileniminu (PEI). Nustatyta, jog PEI jungiasi prie
gliukoamilaziy funkciniy grupiy ir sudaro fermento-PEI darinius, kurie jungiasi stipriomis
adsorbcijos jégomis prie mikrokapsuliy. Gauti rezultatai nesiekia stulbinanciy imobilizacijos ar
fermento aktyvumo verCiy, tacCiau pasiektas aukStas fermento stabilumas naudojant PEI — tai
pakartotinai leidzian¢ia naudoti imobilizuota darin; daugel; cikly, o po inaktyvavimo lengvai

atskirti fermentg nuo kietojo nesiklio [60].

imobilizacijos metodai — kovalenting, adsorbcija, jkapsuliavimas gelinése struktiirose panaudojant
jvairias matricas paminétas anksCiau. Fermentai prie netirpios matricos sujungiami cheminémis
jungtimis ir sukuriami labai stabilis fermento-neSiklio dariniai. Taciau tradiciniais metodais
imobilizuoti fermentai praranda dalj katalizinio aktyvumo dé¢l galimo fermento i§plovimo i$ neSiklio
ar nuo jo pairSiaus hidrolizés metu. Fermentas iSplaunamas nuo nesiklio ar i§ neSiklio struktiiros dél
galimai silpny fermento-neSiklio rySiy ar pacio neSiklio per didelio poringumo. Taigi, dabar ypac
tyrin¢jamas netradicinis skersiniais ryS$iais susility fermenty agregaty (SRA) imobilizacijos
metodas. Pirmiausia sudarant SRA fermentai yra ,,apdorojami* t. y. iSsodinami neorganinémis
druskomis ar organiniais tirpikliais i§ fermentinio tirpalo taip iSgryninat ir kartu agreguojant
tirlamajj fermenta. Fermenty agregatai yra susiuvami bifunkciniais reagentais, todél pasizymi
mechaniniu stabilumu. D¢l didelio fermenty agregaty stabilumo fermento iSplovimo galimybé¢ yra

labai maza.

Kinijos mokslininkai sudar¢ GLA agregatus panaudodami standartinj imobilizacijos suriSéja —
glutaro aldehidg bei papildomus apsauginius reagentus — ksantano guma ir dekstring. Straipsnyje
teigiama, jog fermenty agregavimas trukdo fermentui visiSkai atverti aktyvius centrus (dél
kintancios pastarojo konformacijos) ir jungtis su substrato molekulémis, rezultate — fermentinis
aktyvumas krinta. Siuo atveju dekstrinas veikia kaip papildomas substratas, kuris veiksmingai
apsaugo aktyvius GLA centrus ir gali iSlaikyti fermentg katalitiSkai aktyvioje formoje, o ksantano
guma hidrolizés terpéje sudaro poringa struktiirg, kuri dar padidina GLA skersiniy rysiy skaiciy ir
agregaty stabilumg [61].

Indy mokslininky grupé savo straipsnyje iliustruoja magnetiniy makromolekuliniy gliukoamilaziy
SRA paruo$img naudojant dialdehidinj pekting, vietoje tradicinio glutaraldehido. Teigiama, jog
glutaroaldehidas néra tinkamiausias agregaty suriSejas, nes: suriSa fermenty agregatus per lizino
(Lys) amino rugsties liekang, kuri daznai jeina i fermento aktyvyji centra; biidama maza molekule
(100 Da) gali jsiskverbti | fermento viding sruktiira, susijungti su kitomis aktyviojo centro amino
grupémis; yra toksinis. Sios priezastys gali mazinti fermento katalitinj aktyvuma. Taigi, $io tyrimo
metu naudotas alternatyvus suriS¢jas — pektinas. Skanuojamosios elektroninés mikroskopijos (SEM)
nuotraukos iliustravo glutaroaldehido suformuota neporinga, lygaus pavirSiaus magnetiniy
makromolekuliniy daleliy ir GLA agregaty darinius, kurie pasizyméjo 85,3 % fermentiniu

aktyvumu, kai tuo tarpu pektinas suformavo poringa, nelygia magnetiniy makromolekuliniy daleliy
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ir GLA agregaty darinius, kurie pasizyméjo 95,4 % fermentiniu aktyvumu. Straipsnyje nustatytas
agregaty terminis, pH terpés, kinetinis stabilumas [26].

SRA imobilizacijos metodas gana naujas, taciau Siuo metu jau galima rasti ne tik tradicinj
glutaroaldehido, kaip agregatus suriSancio reagento, bet ir kitus pavyzdzius. Moksliniuose
straipsniuose apraSytos glutaroaldehido alternatyvos: glioksalis ir trifluoretilo alkoholis [62], cinko

acetatas ir 2-metilimidazolas [63], pektinas [26].
1.5. Imobilizuoty gliukoamilaziy panaudojimas

Kad pramoninis gliukoamilaziy panaudojimas biidy ekonomiSkas daZnai fermentas yra
imobilizuojamas. Imobilizuotos gliukoamilazés yra stabilesnés kritinése salygose bei jy

panaudojimas yra daugkartinis.

Imobilizuotos gliukoamilazés yra naudojamos invertinio sirupo gamyboje. Imobilizuotos
gliukoamilazés didelés fruktozés koncentracijos sirupo gamyboje padidina fruktozés kieki miSinyje,
maltozés sirupo gamyboje - maltozés kiekj ir t.t. Nors invertinio sirupo koncentravimui naudojamas
chromatografijos metodas, taciau tikslinés gliukoamilazés §j procesa supaprastina. Pagrindiniai
pranaSumai, kuriuos suteikia cukrinimo procesui imobilizuotos gliukoamamilazés yra nedidelis
reaktoriaus tiiris, geresnis karbohidraty kontroliavimas nuolatinio veikimo sraute. Cukrinimo
procese valdant imobilizuoty gliukoamilaziy aktyvuma (keiCiant temperatiirg, terpés pH, srauto
greit], substrato koncentracija ir kt.) galima lengvai sustadyti procesa tam tikrame gliukozés
koncentracijos taske, taip pat imobilizuotas gliukoamilazes lengva atskirti i§ reakcijos misinio ir

taip produktas neuZsiterSia fermento likuciais.

Tarptautiné Danijos farmacijos bendrové Novo Nordisk atsizvelgiant j rinkos norus pakeisti cukraus
sirupo gamyboje naudojamas tirpias gliukoamilazes sukiiré imobilizuoty gliukoamilaziy produkta
Dextrozyme®. Taciau dél Zemos dekstrozés ekvivalento vertés imobilizuotos gliukoamailzés negali
vienos dalyvauti invertinio sirupo gamyboje, todél cukrinimo procesuose panaudojamos kartu su

kitais fermentais [101].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Tyrimo objektas — komercinés gliukoamilazés (GLA), imobilizuotos kovalentiniu biidu, jterpimu i

polimero struktiiras bei agregatus, gautus susiuvant skersiniais rysiais (2.1 pav. ).

2.1 pav. Skirtingais biidais imobilizuoti GLA fermentai: (a) GLA jterptos alginato alginato struktiiroje
(kapsulése), (b) kovalentisSkai, naudojant glutaro aldehida, imobilizuotos GLA bei (c) GLA agregatai susititi
skersiniais rysiais
Tyrimy schema sudaro komerciniy gliukoamilaziy (GLA) savybiy tyrimai, imobilizacija,
gliukoamilaziy savybiy tyrimai po imobilizacijos bei krakmolingos Zaliavos hidrolizés galimybés

imobilizuotomis gliukoamilazémis.

Komercinés GLA Imobilizuotos GLA
IMOBILIZACIJA
et a) Iterpirzlasjalginato Dt Tt
| Savybiy tyrimai struktiirg | Savybiy tyrimai Krakmolingos |
| Optimalios ' b) Kovalentinis | Temperatiiros, terpés ' I zaliavos hidrolizés |
| temperatiiros, ' prijungimas prie | pH itakos nustatymas, i tyrimai |
| terpés pH '_) alginato pavirSiaus N kinetiniy parametry : I Hidrolizés trukmés |
| nustatymas : c) Skersiniais rysiais | nustatymas, laikymo | 'pusta.tymas, |
[ : susifiti GLA | trukmés jtakos | | imobilizuoty GLA |
| agregatai | hustatymas I panaudojimo cikly |
I ' I I 1 skaiciaus nustatymas
________ ! S B DO
Krakmolo tirpalas Kukuriizy miltai

2.1. Tyrimams naudotos medZziagos ir jranga

Komerciniy gliukoamilaziy (GLA) miSinys gautas 1§ UAB Baltijos enzimai. Komercinés
gliukoamilazés iSgautos fermentuojant ne genetiSkai modifikuotg Aspergillus niger rus). Tai

ekzogliukozidazé¢ hidrolizuojanti tiek alfa-D-(1,6) gliukozidines jungtis Sakotoje krakmolo
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grandinéje, tiek alfa-D-(1,4) gliukozidines jungtis linijin¢je krakmolo grandinéje. Tyrimy metu
naudotos medziagos ir jranga pateikta 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Tyrimy metu eksperimentui atlikti naudotos medziagos ir jranga

MedZiagos pavadinimas Cheminé formulé Gamintojas / pardavéjas
Amonio sulfatas (NH4)2S04 UAB Eurochemicals, Vilnius
Druskos rigstis (37 %) HCl Barta a Cihlar, Cekija
Citrinos riig§tis bevandené¢ an.gr. CeHsO7 UAB Eurochemicals, Vilnius
Glutaro aldehidas (25 %) CsHsO» UAB Eurochemicals, Vilnius
Jodas I Sigma-Aldrich, Vokietija
Kalio jodidas KI Sigma-Aldrich, Vokietija
3,5-dinitrosalicilo rugstis C7HaN-0O7 Sigma-Aldrich, Vokietija
Natrio-kalio tartratas KNaCsH40¢-4H20 Sigma-Aldrich, Vokietija
Natrio Sarmas NaOH UAB Eurochemicals, Vilnius
Kukuriizy krakmolas (grynas) (C6H1005)n Carl Roth, Vokietija

Kalio dihidrofosfatas KH>PO4 Sigma-Aldrich, Vokietija
Kalio hidrofosfatas K2HPO4 Sigma-Aldrich, Vokietija
Natrio alginatas (CsH7NaOg)n Sigma-Aldrich, Vokietija
Kukuriizy miltai Melvit S.A., Lenkija

Kalcio chloridas dvivandenis an.gr. CaCl'-H.0 UAB Eurochemicals, Vilnius
Iranga

Centrifuga ,,MPW 260 RH*, ,,VWR MiniStar", , Ortoalsera“,
pH-metras ,,Sartorius PB-11%;

Magnetiné maisyklé su kaitinimu ,, MSH-300%;

Purtyklé ,,IKA KS 130 basic*;

Spektrofotometras ,,Termo Scientific GENESYS 10 UV,
Analitinés svarstyklés ,,KERN G6%;

Vandens vonia ,, ,,Memmert WNB 22%;

2.2. Gliukoamilaziy aktyvumo nustatymas pagal krakmola

GLA aktyvumas nustatytas naudojant tirpy krakmolg kaip substratg. Amilazés katalizuoja krakmolo
hidrolize iki dekstriny, maltozés, gliukopiranozés. Fermento aktyvumas nustatomas jvertinant
susidariusiy amilozés ir jodo jtarpos kompleksy spalvos intensyvuma. Jodo tirpalas nudazo
krakmolo turint] miSinj tamsiai mélyna spalva, o vykstant jo fermentiniai dekstrinizacijai tirpalas
Svies¢ja. Pagal susidariusios spalvos intensyvuma, spektrofotometru matuojama Sviesos sugertis
tiriamuoju tirpalu, tokiu budu jvertinamas krakmolo fermentinés dekstrinizacijos lygis. Gauta
Sviesos sugertis tiriamuoju tirpalu lyginama su zinomos koncentracijos krakmolo tirpalo Sviesos
sugertimi. Pasinaudojant kalibracine krakmolo tiese, skai¢iuojamas GLA aktyvumas, kuris
iSreiSkiamas aktyvumo vienetais. Fermento aktyvumo vienetas parodo fermento kiekj, kuris gali

katalizuoti 1 mg tirpaus krakmolo hidrolize¢ iki dekstriny per 1 min esant 60 °C, pH 4,5.

Tirpalai tyrimui paruosti pagal Zemiau pateikta aprasSyma:
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* 1,0 mg/ml krakmolo tirpalo paruoSimui naudota 0,1+0,001 g krakmolo, kuris iStirpintas 50 ml
vandenyje ir Sildytas karStoje vandens vonioje (70 — 80 °C). Krakmolo tirpalas praskiestas
vandeniu iki 100 ml.

*  Fosfatinio buferio paruosimui atsvertas 1,0608 g KH,PO, ir 2,1228 g K2HPO, ir istirpinta 200
ml distiliuotame vandenyje. Sureguliuotas tirpalo pH iki 4,5 su 0,1 M HCL

* Jodo tirpalo paruos$imui tirpinta 0,1269 g jodo ir 0,166 g KI 200 ml vandens.

Sudaryta kalibraciné ties¢. Paruosti jvairiy koncentracijy krakmolo tirpalai (0 — 1 mg/ml),
skiedziant 1,0 mg/ml krakmolo tirpalg fosfatiniu buferiu. | kiekvieng mégintuvel; jpilama 0,5 ml 1
M HCI, 2,5 ml jodo tirpalo ir Sml distiliuoto vandens. Spektrofotometru matuojama 580 nm
monochromatinio spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. Sudaroma kalibracin¢ krakmolo tiesé
(2.2 pav.). Sviesos sugerties priklausomybé nuo krakmolo koncentracijos yra tiesiné, determinacijos
koeficientas (R2) gautas 0,9995. Determinacijos koeficiento reikSmé yra 0,9995, todé¢l kalibraciné

tiesé yra tinkama naudoti amilaziy aktyvumo tyrime.

25
y=1,9075x+0,0164
R2={),0995

1,9
AS580nm

nm

L 13

S58

0,6

0 0,3 0,6 0,9 1,2

Krakmolo koncentracija mg/ml
2.2 pav. Kalibraciné krakmolo tiesé

GLA aktyvumas nustatomas vykdant krakmolo hidrolizg. | tiriamajj mégintuvélj jpilta 0,25 ml GLA
tirpalo, 0,25 ml 1,0 mg/ml krakmolo tirpalo ir 1,5 ml fosfatinio buferio. Tiriamasis miSinys
laikomas optimalioje 60 °C temperattroje 30 min. Taip pat buvo paruostas kontrolinis méginys
sudarytas tik i§ 0,25 ml krakmolo ir 1,75 ml fosfatinio buferio tirpaly bei “tus€ias” méginys
sudarytas i§ 2 ml fosfatinio buferio tirpalo. Fermentin¢ reakcija sustabdoma j mégintuvélius jpilant
0,5 ml HCI ir gerai sumaiSoma. Tada jpilama 2,5 ml jodo tirpalo ir 5 ml distiliuoto vandens.
Kontrolinis tirpalas nusidazo mélyna spalva, tiriamieji — Sviesesne, o tuS¢ias meéginys laikomas
bazine spalva, naudojama spektrofotometro nulinimui prie 580 nm. Spektrofotometru matuojama

580 nm monochromatinio spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais.

Fermento aktyvumui apskaiciuoti pirmiausia nustatyta tiriamojo fermento suhidrolizuota krakmolo
dalis méginyje ASsgo (2.1 formulé). Tada iSskaiciuota tiriamyjy tirpaly krakmolo ekvivalento verte
(KEV) 18 kalibracinés krakmolo tiesés lygties (2.2 formul¢). Fermento aktyvumas apskai¢iuojamas

Jstatant turimas vertes j 2.3 formulg.
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AS580=Skontrolé - Stiriamasis = y (2 1)
KEV=x=(y-0,0164)/1,9075 (2.2)
AV/mI=KEV* V. josX PF/V1.x30% Vi 2.3)

Cia Vyjos — bendras reakcijos tiiris, ml; PF — fermento praskiedimo faktorius, V. — fermento tiiris
reakcijoje, ml; 30 — fermentinés r-jos trukmé, min; Vim — tirpalo tiris naudotas kolorimetriniams

matavimams, ml.
2.2.1. Gliukoamilaziy aktyvumo priklausomybés nuo aplinkos temperatiiros nustatymas

Temperatiiros jtaka GLA aktyvumui nustatyta atlikus eksperimentg prie skirtingy temperatiiry:
20°C, 35°C, 60°C, 80°C, 100°C, bei esant pH vertei 4,5. GLA aktyvumo tyrimas buvo atliktas
besinaudojant tyrimy metodika pateikta 2.2 skyrelyje.

2.2.2. Gliukoamilaziy aktyvumo priklausomybés nuo terpés pH nustatymas

Pirmiausia paruoSiami skirtingo pH buferiniai tirpalai tam panaudojant 0,2 M NacHPO4 ir 0,1 M
citriny ragsties tirpalus, kurie sumaiSomi 2.2 lenteléje nurodytomis proporcijomis. ParuosSty
buferiniy tirpaly pH vertés buvo sureguliuotos su riig§timi arba Sarmu naudojant pH-metra. GLA
aktyvumo matavimo darbo eiga apraSyta 2.2 skyrelyje. Vertinant gliukoamilaziy aktyvumo
priklausomybe nuo terpés pH vertés vietoje fosfatinio buferio buvo naudoti paruosti skirtingy pH
ver¢iy buferiniai tirpalai.

2.2 lentelé. Skirtingy pH verciy buferiniy tirpaly proporcijos

0,2 M Na;HPO4, ml 0,1 M citriny riagstis, ml pH verté
0,0 10,0 3,0

3,855 6,145 4,0

3,855 6,145 4,5

5,150 4,850 5,0

5,733 4,267 5,5

6,315 3,685 6,0

8,235 1,765 7,0

9,725 0,275 8,0

10,0 0,0 10,0

2.3. Gliukoamilaziy imobilizacija

2.3.1. Gliukoamilaziy jkapsuliavimas kalcio alginate

Fermento jkapsuliavimui kalcio alginate pirmiausia paruoSiami reikalingi tirpalai:
* natrio alginato skirtingy koncentracijy — 2, 3, 4 ir 5 % tirpalai;

* 0,25 M kalcio chlorido tirpalas.

Natrio alginato tirpale/gelyje jmaiSomas fermento tirpalas santykiu 1:1. MiSinys supilamas |
Svirksta, uzmaunama adata ir turinys iS léto laSinamas j kalcio chlorido tirpalg, kuris ant magnetinés

maiSyklés létai maiSomas. Baigus laSinti palickama 30 min, kad sutvirtéty kapsulés. Kalcio
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alginato/fermento kapsulés buvo plautos distiliuotu vandeniu tris kartus bei filtruotos per filtrinj
popieriy. Filtrato tiiris, sudarytas 1§ CaCl: tirpalo ir distiliuotas vandens, naudoto kapsuliy plovimui
buvo tiksliai iSmatuotas. [terpimo ] polimero struktiiras metodas buvo atliktas pagal literatiiroje
pateiktas rekomendacijas [66]. GLA aktyvumas buvo nustatytas tiek imobilizavimui naudotame

pradiniame fermento tirpale, tiek ir filtrate pagal 2.2 skyrelyje aprasyta metodika.

Imobilizavimo efektyvumo koeficientas fermentui gliukoamilazei buvo apskaifiuotas pagal 2.4

formule:
1(%) = (1-3) 100 %; (2.4)

¢ia [ — imobilizavimo efektyvumo koeficientas, %; X — GLA aktyvumas imobilizavimui naudotame

fermento tirpale (pradiniame tirpale), AV; ¥ — GLA aktyvumas filtrate, AV.

Imobilizuoto fermento GLA kapsulése aktyvumas nustatomas vykdant krakmolo hidrolizg. |
tirlamaj] meégintuvelj atsveriama 0,5+0,01 g GLA kapsuliy ir jpilama 0,5 ml 1,0 mg/ml krakmolo
tirpalo ir 3 ml fosfatinio buferio. Taip pat buvo paruosti kontrolinis méginys sudarytas tik i§ 0,25 ml
krakmolo ir 1,75 ml fosfatinio buferio tirpaly bei “tus¢ias” meéginys sudarytas 1§ 2 ml fosfatinio
buferio tirpalo. Visi méginiai laikyti optimalioje 60 °C temperatiroje 30 min. Po kaitinimo, 1§
kiekvieno tirlamojo méginio, paimtas 1 ml reakcijos miSinio. Fermentiné reakcija sustabdyta j visus
meégintuvelius jpilus 0,5 ml HCI, gerai sumaiSyta. Tada jpilta 2,5 ml jodo tirpalo ir 5 ml distiliuoto
vandens. Kontrolinis tirpalas nusidaz¢ mélyna spalva, tiriamieji — Sviesesne. Spektrofotometru
matuota 580 nm monochromatinio spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. I§ kalibracinés tiesés
lygties apskaiciuota KEV verté ir apskaiCiuotas jterpty GLA aktyvumas. [terpty kalcio alginate

GLA aktyvumas viename grame kapsuliy buvo apskaiciuotas pagal 2.5 formule:

AV/g=a/b (2.5)

¢ia a — GLA fermenty aktyvumas (AV/ml ) viename mililitre reakcijos miSinio; b — tyrime naudota

fermento/kapsuliy masé (g/ml) fermentinés reakcijos misinyje.
2.3.2. Gliukoamilaziy imobilizavimas kovalentiniu budu

Alginato kapsuléms gauti buvo ruostas natrio alginato gelis (4 %), kuris buvo sulaSintas j 0,25 M
CaCly-2H20 tirpalg naudojant Svirksta. SulasSinus gautos kapsulés paliktos CaCl tirpale 30 min
sutvirtéti. Po to, kapsulés praplautos distiliuotu vandeniu ir nufiltruotos per filtro popieriy.
Fermento kapsulés aktyvuotos glutaro aldehido tirpale (naudojant skirtingas koncentracijas: 0%,
10%, 15%, 25%). 25 % pradinis glutaro aldehido tirpalas buvo naudotas skirtingos koncentracijos
tirpalams paruosti, kuris buvo skiestas fosfatiniu buferiu reikiamai koncentracijai gauti. Alginato
kapsulés iSlaikytos glutaro aldehido tirpaluose 1,5 val. Po iSlaikymo glutaro aldehido tirpale
kapsulés praplautos distiliuotu vandeniu ir nufiltruota. GLA kovalentiSkai prijungtos aktyvintas

kapsules laikant GLA tirpale skirtingg laikg — 0,5, 1,5, 2,5 val. ir 1étai maiSant ant magnetinés
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maisyklés. Po to, kapsulés buvo plautos tris kartus distiliuotu vandeniu ir nufiltruota per filtro
popieriy. Filtrato turis tiksliai iSmatuotas. ISmatuotas GLA aktyvumas filtrate. Pradinio GLA
fermento tirpalo, taip pat filtrate likusiy GLA fermentinis aktyvumas jvertintas pagal 2.2 skyrelyje
aprasytag metodikg. KovalentiSkai imobilizuotos GLA aktyvumas kapsulése nustatytas pagal 2.5

formulg.

Efektyvumo koeficientas kovalentiniam imobilizavimui apskaiciuotas pagal zemiau pateikta 2.6

formule:

1(%) =100 — (% -100) (2.6)

¢ia [ — efektyvumo koeficientas kovalentiniam imobilizavimui, %; X — GLA aktyvumas pradiniame
fermento tirpale, AV; Y — GLA aktyvumas filtrate po imobilizavimo, AV.

2.3.3. SKkersiniais rySiais susitity gliukoamilaziy agregaty sudarymas

Susiuvimas skersiniais rySiais atliktas pagal mokslininky rekomendacijas [67,68,69]. 80% amonio
sulfato tirpalas naudotas baltymy iSsodinimui. Toks iSsodinimo reagentas ir jo koncentracija
pasirinkta atsizvelgiant ] mokslininky straipsniuose esancias rekomendacijas [68,70]. I amonio
sulfato tirpalg jpiltas GLA tirpalas santykiu 5:1, miSinys maiSytas ledo vonioje 30 min. Fermenty
susiuvimui glutaro aldehidas buvo naudotas, kurio jtaka imobilizacijai nustatyta naudojant
skirtingas jo koncentracijas — 0,5%, 0,8%, 1%, 1,5%, 2,5%. MiSinys kambario temperatiiroje buvo
iSlaikytas 24 valandas, intensyviai maiSant, tokiu biidu leidziant susidaryti netirpiems agregatams.
Po to miSinys centrifuguotas (10 min, 4 °C, 8000 aps./min). Gauti agregatai nufiltruoti, praplauti
fosfatiniu buferiu tris kartus (pH 4,5), nustatytas skersiniais rySiais susiity GLA agregatuose
aktyvumas pagal 2.5 formulg (AV/g) ir 2.2 skyrelio metodika.

2.3.4. Temperatiros ir terpés pH jtaka imobilizuotoms gliukoamilazéms

Trimis budais imobilizuotoms GLA buvo nustatyta temperatiros bei terpés pH itaka jy aktyvumui.
Tam 0,5 g ikapsuliuotos, kovalentiSkai imobilizuotos ir skersiniais rySiais susiitos GLA buvo
patalpinamos } mégintuvelius, jpilta 0,5 ml 1 mg/ml krakmolo tirpalo bei 3 ml fosfatinio buferio.
Fermentin¢ krakmolo hidrolizé vykdyta 23 — 100 °C temperatiros intervale ir nustatytas
imobilizuoty GLA aktyvumas pagal 2.2 skyrelyje aprasSyta metodikg, imobilizuoto fermento
aktyvumas jvertintas remiantis 2.5 formule. Aktyvumo vienetas atitinka fermento kiekj, kuris
katalizuoja 1 umol substrato virtimg j produktg per vieng minute, esant optimalioms salygoms (60
°C, pH 4,5, hidrolizés trukmé 30 min).

Terpés pH jtaka imobilizuotoms GLA nustatyta panaudojant 2.2 lentel¢je pateiktus skirtingy pH
buferinius tirpalus. Nustatytas imobilizuoty GLA aktyvumas pagal 2.2 skyrelyje aprasyta metodika,

imobilizuoty GLA aktyvumas jvertintas remiantis 2.5 formule.
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2.3.5. Imobilizuoty gliukoamilaziy Kinetiniy parametry nustatymas

Gyvuose organizmuose cheminés reakcijos vyksta labai greitai, nes jas katalizuoja fermentai.
Fermentinés reakcijos greitj apibiidina pagrindiniai trys kinetiniai parametrai — r-jos pradinis greitis
Vo, Michaelio konstanta Ky ir maksimalus r-jos greitis Vmax. Pradinio reakcijos grei¢io fazg

apibiidina pastovus greitis, t. y. vienodai did¢jantis reakcijos produkto kiekis.

Kadangi Sio tyrimo metu svarbu jvertinti reakcijos produkto kiekio didéjima hidrolizés metu
pasirinktas kitas fermento aktyvumo nustatymo metodas. Matavimas pagrjstas krakmolo hidrolizés

metu susidaran¢iy redukuojanciy sacharidy nustatymu. Metodika pateikta 2.4.1 skyrelyje.

Kad nustatyti pradinj reakcijos greitj buvo vertinamas produkto kiekis t. y. GEV hidrolizés metu po
1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 60 min. Nubraizytas GEV priklausomybés grafikas nuo hidrolizés
trukmés ir iSvedama liestiné, einanti per koordinaciy pradzios taska. Pradinis reakcijos greitis
nustatomas i$ tiesés posvyrio kampo tangento (2.7 formulé). Reakcijos greitis iSreiSkiamas produkto

koncentracijos pokyc¢iu per minute.

Vn = d[P]/dt = tga (2.7)

Kitame etape buvo analizuojami du pagrindiniai katalizés kinetiniai parametrai — Michaelio
konstanta Kwm, ir maksimalus reakcijos greitis Vmax laisvyjy ir imobilizuoty fermenty. [vairiy
reakcijy Km yra skirtinga ir parodo fermento giminingumg substratams. Jos skaitin¢ reikSmeé yra
lygi substrato koncentracijai, kuriai esant reakcijos greitis yra lygus pusei didziausio (maksimalaus)
grei€io. Jei Km reikSmé maza, giminingumas didelis, ir atvirk$¢iai. Kadangi nejmanoma tiksliai
nustatyti Vmax, 0 vis délto norint i§ bandymo duomeny nustatyti K, ir Vmax reikSmes, dazniausiai
naudojamos dvigubos atvirkstinés Lainuivero ir Berko (angl. Lineweaver-Burk) koordinatés — 1/V
priklausomybé nuo 1/[S]. Pazyméjus bandymo metu gautus taskus, per juos nubréZiama tiese,
kertanti koordinaciy aSis. Abscisiy aSyje ties¢ susikerta taske, atitinkan¢iame —1/Kwm, o ordinaciy

aSyje — taske 1/Vmax (2.3 pav.).

A

- 1/V

max

-1/Ky 1/8
2.3 pav. Reakcijos greicio priklausomybé nuo substrato koncentracijos Lainuivero ir Berko koordinatése
[51]

2.3.6. Imobilizuoty gliukoamilaziy stabilumo nustatymas

GLA stabilumas buvo vertinamas laikant 20 g imobilizuoty fermenty kapsuliy 20 ml fosfatiniame
buferyje (pH 4.5), ~4 °C temperatiiroje, 30 dieny. Imti kapsuliy/agregaty méginiai po 6, 14 ir 30
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dieny laikymo buferyje ir iSmatuotas imobilizuoty GLA aktyvumas, naudojantis 2.2 skyrelyje
pateikta metodika. GLA aktyvumo grame kapsuliy arba agregaty apskai¢iavimui naudota (2.5)

formulé.
2.4. Imobilizuoty gliukoamilaziy panaudojimo galimybés krakmolingos Zaliavos hidrolizei

Sio tyrimo metu buvo siekta nustatyti per kiek laiko jvykdoma pilna krakmolingos Zaliavos
hidrolizé, naudojant skirtingais biidais imobilizuotas GLA (jkapsuliuotas, kovalentiniu biidu
imobilizuotas bei skersiniais rySiais susius GLA agregatus). Pirmiausia buvo paruoStas
krakmolingos Zaliavos tirpalas (2.4.2. skr.), atsvertos ir patalpintos imobilizuotos GLA ir vykdyta
hidrolizés reakcija 60 °C iki 60 min. Kas 10 min matuotas redukuojanciy sacharidy kiekis (umol/
ml) tirpale. Tam imti méginiai redukuojanciy sacharidy nustatymui pagal 2.4.1 skyrelyje aprasyta
metodika. Jvertinus optimalig trukme, nuo kurios krakmolo hidrolizés metu nebekinta
redukuojanciy sacharidy kiekis toliau nustatyta kiek cikly tos pacios imobilizuotos GLA gali

vykdyti krakmolingos Zaliavos hidroling.

2.4.1. Imobilizuoty gliukoamilaziy aktyvumo nustatymas pagal redukuojanciy sacharidy
kieki

Sis GLA aktyvumo matavimas pagrijstas krakmolo hidrolizés metu i3siskirianéiy redukuojanéiy
cukry aptikimu. Tyrimo metu buvo naudotas 3,5-dinitrosalicilo rugsties (DNS) reagentas. GLA

aktyvumas nustatytas pagal G.L. Miller protokola [71].

Redukuojanciy sacharidy nustatymui naudoti tirpalai:

* DNS reagentas ruoSiamas iStirpinant 10,01 g 3,5-dinitrosalicilo riigst] ir 304+0,1 g natrio-kalio
tartratg 100 ml 0,4 M NaOH tirpale;

* 1,0 mg/ml krakmolo tirpalas. ParuoSimui naudota 0,1+0,001 g krakmolo, kuris iStirpintas 50 ml
vandenyje ir Sildytas karStoje vandens vonioje (70 — 80 °C). Krakmolo tirpalas praskiestas
vandeniu iki 100 ml.

*  Fosfatinis buferis. Paruosimui atsvertas 1,0608 g KH,PO,ir 2,1228 g K2HPOy istirpintas 200 ml
distiliuotame vandenyje. Sureguliuotas tirpalo pH iki 4,5 su 0,1M HCI.

GLA aktyvumas nustatomas vykdant krakmolo hidroliz¢. | tiriamgjj mégintuvélj atsveriama 0,5 g
imobilizuoty GLA, jpilama 0,5 ml 1 mg/ml krakmolo tirpalo ir 3 ml fosfatinio buferio. Tiriamasis
misinys laikomas optimalioje 60 °C temperatiiroje iki 60 min. Fermentiné reakcija sustabdoma |
meégintuvélius jpilant DNS reagento santykiu su tiriamuoju miSiniu 1:1 ir dedama miSinj kaitinti |
verdan¢ig vandens vonig 5 min. Redukuojantys sacharidai su DNS reagentu sudaro spalvotus
junginius. Po virinimo méginiai atvésinami ir skiedziami 6 ml dist. vandeniu. Susidariusios spalvos
intensyvumas jvertintas matuojama Sviesos sugertis prie 540 nm bangos ilgio. ISmatuotos
monochromatinio spindulio Sviesos sugerties vertés, kurios naudotos gliukozés ekvivalento vertei
(GEV) apskaiéiuoti i§ kalibracinés tiesés lygties (2.9 formul¢). Sviesos sugerties nuo gliukozés
koncentracijos priklausomybé yra tiesiné (2.4 pav.), determinacijos koeficientas (R2) lygus 0,9919.
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GEV=x=y/0,1389 (2.9)

y=0]1389x
R2=)),9919

/-
0,25

0 2 3 5 6
Gliukozés koncentracija pmol/ml

2.4 pav. Kalibraciné gliukozées tiesé

GLA aktyvumas meéginiuose apskaiCiuotas pagal 2.10 formule. Vienas GLA fermento aktyvumo
vienetas gali iSskirti 1 umol gliukozés 1§ krakmolo per vieng minute 60 °C temperatiiroje, esant
terpés pH vertei 4,5. Imobilizuoty GLA aktyvumas 1 grame kapsuliy/agregaty jvertintas pagal 2.5

formulg.

AV/mI=GEV XV jos<PF/V.X30% Vi (2.10)

¢ia GEV - i§ kalibracings tiesés gauta gliukozés ekvivalento verté, pumol; Vrjos — bendras reakcijos
turis, ml; PF — fermento praskiedimo faktorius, Vt. — fermento tiris reakcijoje, ml; 30 — fermentinés

r-jos trukmé, min; Vim— tirpalo tiris naudotas kolorimetriniams matavimams, ml.
2.4.2. Krakmolingos Zaliavos paruoSimo biidas

Krakmolingos zaliavos hidrolizei naudotas kukuriizy milty tirpalas. Atsverta 5 g kukurizy milty ir
sumaisyta su 40 ml verdanciu fosfatiniu buferiu (kurio pH 4,5), kad prasidéty krakmolo zelatinacija.
Moksliniai literatiiros Saltiniai rekomenduoja prie§ hidrolize paruosti krakmolingg Zzaliava t.y.
vykdyti zelatinacijg. Teigiama, jog zelatinacijos metu krakmolo tarpmolekuliniai rySiai pradeda
skilti, prijungiamos vandens molekulés — taip iSbrinkusi krakmolo molekulé yra lengviau prieinama
fermentams GLA [72,73]. Atvésinus tirpala, jis skiedziamas su 80 ml fosfatinio buferio.

2.4.3. Krakmolingos Zaliavos hidrolizés trukmés vertinimas imobilizuotomis gliukoamilazémis

Sio tyrimo metu buvo siekta jvertinti optimalia krakmolingos Zaliavos hidrolizés trukme. Pagaminti
trys krakmolingos Zaliavos meéginiai, kuriy paruoSimo btidas pateiktas 2.4.2. skyrelyje. | pirmajj
meégin] patalpinta 240,01 g jkapsulivoty GLA kapsuliy, j antra — 240,01 g kovalentiskai
imobilizuoty GLA kapsuliy, ] tre¢iajj — 1+£0,01 g agregaty ir vykdyta hidrolizés reakcijg 60 °C iki 60
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min. Kas 10 min imti méginiai ir nustatyta kiekvieno laiko gliukozés koncentracija (pmol/ml)
tirpale. Gliukozés nustatymui naudotas redukuojanciy sacharidy nustatymo metodas aprasytas 2.4.1
skyrelyje. Optimali krakmolingos zaliavos hidrolizés trukmé nustatyta tada, kai jvyksta pilna
krakmolo hidrolizé t. y. GEV kinta <+0,15 pmol/ml bei jodo tirpalas nebenudazo reakcijos tirpalo

mélynai.
2.4.4. Imobilizuoty gliukoamilaziy panaudojimo cikly skai¢iaus nustatymas

Tyrimui buvo paruosti trys krakmolingos zaliavos tirpalai (2.4.2. skr.), ] pirmajj atsverta ir
patalpinta 240,01 g jkapsuliuoty GLA kapsuliy, j antrg — 240,01 g kovalentiskai imobilizuoty GLA
kapsuliy, j tre€iaji — 1+0,01 g agregaty. Tiriamieji méginiai pamerkti ] 60 °C vandens vonig, kurioje
meégintuveliy turinys buvo pastoviai maiSomas. Hidrolizés reakcija vykdyta optimaly kiekvienam
imobilizacijos atvejui laika, kuris nustatytas pagal 2.4.3 skyrelyje aprasyta metodika: tiriant jterptas
GLA kapsules — 20 min, kovalentiSkai imobilizuotas GLA kapsules — 40 min ir agregatus — 10 min.
Reakcijai pasibaigus, méginiai buvo iSimti i§ vandens vonios, o agregatai arba kapsulés buvo
pasalintos, perplautos ir pakartotinai sudétos j naujus mégintuvéelius kartu su nauja krakmolingos
zaliavos porcija. Hidrolizés reakcija vykdyta pakartotinai. Po kiekvieno ciklo matuoti kiekvieno
imobilizuoty GLA atvejo aktyvumas AV/g (2.5 formul¢) pagal 2.4.1 skyrelio metodika.
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Temperatiiros ir terpés pH vertés jtaka komerciniy gliukoamilaziy aktyvumui

Fermentai tai baltymai, kuriy savybes ir veikimg jtakoja temperattra, reakcijos terpés pH vertés bei
substrato koncentracija reakcijos terpé€je. Fermenty aktyvumas taip pat labai priklauso nuo fermento
iSgavimo Saltinio. Tyrimo metu nustatyta komerciniy gliukoamilaziy (GLA) optimali temperatiira
bei pH verte.

Temperatiira, kurioje GLA aktyvumas didZiausias, nustatyta vykdant fermentine reakcijg 23—100 °C
temperatiry intervale. Didziausias GLA aktyvumas pasireiSké fermenting reakcija atliekant 60 °C
temperatiiroje. Gliukoamilaziy aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros pateikta 3.1 paveiksle.
Aukstesné temperatiira, pavyzdziui, 60 °C neigiamai veiké GLA aktyvuma, kadangi aukStose
temperatiirose baltymai denatiiruoja dél to praranda katalitines savo savybes. Cekijos mokslininkai
§] reiSkinj aiSkina baltymo konformaciniu pakitimu. Pasitelkiant vibracine, elektronine bei IR
spektroskopijas nustaté, kad esant 50 °C temperatiirai gliukoamilaziy spiralin¢ strukttira iSlieka
nepakitusi, taciau keliant temperatiirg iki 60 °C iSsiskleidzia spiralin¢ struktira j PB-lakstine
struktiira, kuri ir paaiskina fermento aktyvumo kitimg prie skirtingy temperatiiry [74].

100 =
= e -
g2 7 SN
z4
EE 50
S5
e
5% 25
0
23 35 40 50 60 80 100

Temperatiira, °C
3.1 pav. Gliukoamilaziy aktyvumo priklausomybé nuo terpés temperatiiros (pH 4,5)

Terpés pH vertés jtaka nustatyta vykdant fermenting reakcija pH 2-10 intervale. Terpés pH jtaka
GLA aktyvumui 60 °C temperatiiroje pateikta 3.2 paveiksle. Didziausias fermentinis GLA
aktyvumas pasiektas terpeje, kurios pH verté buvo 4,5. Reakcijos terpés pH vertei didéjant ir
artéjant prie neutralios (pH 7) ir Sarminés (pH 10) vertés, GLA aktyvumas sumazg¢jo atitinkamai
nuo 2 iki 6 karty.

100 S
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= e ,/
| 75
SE 50
>
= X 25
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Terpés pH

3.2 pav. Gliukoamilaziy aktyvumo priklausomybé nuo terpés pH (60 °C)
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Mokslininky darbai tiriant skirtingy amilaziy pH savybes parodo, jog buitent nuo amilaziy tipo (a-
amilaze, B-amilazeé, gliukoamilaze) priklauso fermento stabilumas ir aktyvumas atitinkamoje pH.
Worthington publikacijose apibrézta, jog optimali a-amilazés pH yra tarp 6.7-7.0, PB-amilazés
optimali pH yra tarp 4-5, gliukoamilaziy optimali pH yra 3 [75,76]. Tokj amilaziy pH skirtumag gali
nulemti daugelis priezas€iy — Saltinis, fermento struktiira ir kt. Amerikos mokslininkai nustate, kad
butent toks specifiSkas amilaziy pH turi jtakos galutiniams hidrolizés produktams — B-amilazés
hidrolizuoja krakmolg iki maltozés, a-amilazés hidrolizuoja krakmolg iki oligosacharidy, dekstrino,

kuris toliau hidrolizuojamas iki maltozés, gliukozés bei maltotriozés [77].

3.2. Gliukoamilaziy jterpty alginato struktiiroje savybés
3.2.1. Alginato ir fermento koncentracijos jtaka gliukoamilaziy savybéms

Vienas dazniausiy gliukoamilaziy imobilizavimo metody yra fizikinis fermento fiksavimas alginato
strukttiroje, kuris placiai naudojamas maisto pramonéje todél yra saugus naudoti [78]. Ivertinta
natrio alginato jvairiy koncentracijos ir fermento koncentracijos jtaka jterpty GLA imobilizavimo
proceso efektyvumui. Natrio alginato ir fermento koncentracijos jtaka jterpty GLA imobilizavimo
proceso efektyvumui pateikta 3.3 paveiksle. Naudojant dideles fermento koncentracijas (91 AV/
ml) imobilizacijai tinkamiausias 4 % ir 5 % alginato tirpalas, nes gautas atitinkamai 94 % ir 89 %
GLA imobilizacijos efektyvmas. Naudojant 18 AV/ml fermento tirpalg pastebima tokia pati alginato
koncentracijos priklausomybés tendencija kaip ir naudojant didelés koncentracijos fermento tirpalg
imobilizacijai. Tafiau naudojant itin praskiesta fermentinj tirpalg (2 AV/ml) GLA didziausias
imobilizacijos efektyvumas pastebimas naudojant 2 % ir 3 % alginato tirpalus. Taigi, fermento
imobilizacijos metu mazinant GLA tirpalo koncentracijg atitinkamai mazéja ir GLA imobilizacijos
efektyvumas.

O 2% n.a. koncentracija [ 3 % n.a. koncentracija [ 4 % n.a. koncentracija [l 5 % n.a. koncentracija
100

H

H

75

H
H

50

GLA alginate jterpimo
efektyvumas, %

[N}
()]

18 91
Fermento koncentracija, AV/ml

3.3 pav. Natrio alginato (n.a.) ir fermento koncentracijos jtaka jterpty GLA imobilizavimo proceso
efektyvumui

Pagal gautus tyrimo rezultatus, pasirinktas didelés GLA koncentracijos (91 AV/ml) tirpalas
imobilizacijai ir kitame tyrimo etape tirta imobilizuoty GLA aktyvumo priklausomybé nuo natrio
alginato koncentracijos (3.4 pav.). Didziausias imobilizuotos GLA aktyvumas nustatytas, naudojant
4 % natrio alginato tirpala kapsuliy gamybai, todél imobilizuoty GLA aktyvumas prilygintas 100 %.
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2%, 3% bei 5% natrio alginato koncentracijose imobilizuotos GLA pasiZyme¢jo atitinkamai 70%,
90% bei 91%, fermentiniu aktyvumu.

N 100
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Natrio alginato koncentracija, %

3.4 pav. Alginato strukttiroje/kapsulése jterpty GLA aktyvumo priklausomyb¢ nuo natrio alginato
koncentracijos

3.2.2. Temperatiros ir pH jtaka gliukoamilaziy, jterpty alginato struktiroje, aktyvumui

Imobilizuoty gliukoamilaziy savybiy charakterizavimui buvo pasirinkti du pagrindiniai parametrai:
temperatiira ir pH. IS Siy parametry poky¢iy galima jvertinti imobilizacijos s€¢kme. Taigi, Sio etapo

metu buvo istirta terpés pH, temperatiiros jtaka alginate jterpty gliukoamilaziy aktyvumui.

3.5 paveiksle pavaizduotas imobilizuoty ir laisvyjy gliukoamilaziy aktyvumas esant skirtingai
reakcijos temperatiirai, bet pastoviai terpés pH vertei 4,5. Optimali imobilizuoty GLA aktyvumo
temperatira yra 60 °C, iSskyrus imobilizuoty GLA 5 % natrio alginate optimali temperatiira
pasislinko prie 75 °C. Taip pat imobilizuoti fermentai 5 %, 4 % ir 3 % natrio alginate iSlaiko
aktyvumg ir aukstose temperatiirose (75 — 100 °C). Optimalios temperatiiros pasislinkima galéjo
sukelti alginato sudarytas karkasas, kuris padidina fermento atsparumag kritinéms temperatiiroms,
kaip aiskina Z. Konsoula et al. ar G. Dey et al. [79,80].

2 % n.a. koncentracija 3 % n.a. koncentracija — 4 % n.a. koncentracija
— 5 % n.a. koncentracija
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3.5 pav. Skirtingy koncentracijy natrio alginate (n.a.) jterpty GLA aktyvumo priklausomybé nuo
temperatiiros
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pH yra vienas pagrindiniy parametry, galinCiy pakeisti fermento aktyvumg reakcijos miSinyje.
Imobilizacija paprastai sukelia optimalaus pH poslinkj dél fermento konformaciniy poky¢iy. pH
poveikis jkapsuliuoty GLA aktyvumui pateiktas 3.6 paveiksle. Rezultatai parodé, jog jkapsuliuoty
fermenty optimali pH pasislinko j bazine¢ pus¢ t. y. didesnis jkapsuliuoty GLA aktyvumas nustatytas
ties pH verte 5, kai laisvy GLA optimali pH verté yra 4,5. Sj pH poslinkj galéjo lemti riigiéiy ir
Sarminiy aminorigs¢iy Soniniy grandiniy jonizacijos pokyc€iai aktyvaus fermento centro
mikroaplinkoje [81]. Visose Sio tyrimo alginato koncentracijose imobilizuotos GLA iSlaiké didelj
aktyvumg riigStingje (pH 2 — 4) ir Sarmin¢je (pH 5 — 8) pH zonose, taciau didziausiu 75,3 %
aktyvumu pasizyméjo 4 % natrio alginate jterptos GLA prie pH 8, o prie pH 2 - 5 % alginate
iterptos GLA. Indijos mokslininkai 1§ sojos pupeliy iSskyré gliukoamilazes, imobilizavo agaro/
agarozEs matricoje ir taip pat nustaté, jog imobilizuotos gliukoamilzés pasizyméjo dideliu stabilumu
tiek riigStinéje, tiek Sarminéje reakcijos terpéje bei imobilizuoty GLA optimali pH pasislinko per 1,5

pH vieneto i neutralg terpés pH puse [82].

2 % n.a. koncentracija 3 % n.a. koncentracija — 4 % n.a. koncentracija
— 5 % n.a. koncentracija
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3.6 pav. Skirtingy koncentracijy natrio alginate (n.a.) jterpty GLA aktyvumo priklausomybé nuo terpés pH.
Cia 100 % GLA aktyvumas prilygintas didZiausiu aktyvumu pasizyméjusioms 4 % n.a. jterptoms GLA

3.2.3. Alginate jterptuy gliukoamilaziy katalizés kinetiniai parametrai

Fermento kinetiniai parametrai yra tokie pat svarbils vertinant imobilizacijos proceso sekme, kaip ir
imobilizacijos efektyvumas ar fermento aktyvumas. Siame etape buvo analizuojami trys
pagrindiniai katalizés kinetiniai parametrai — Michaelio konstanta Ky, pradinis reakcijos greitis Vo,
maksimalus reakcijos greitis Vmax laisvyjy ir imobilizuoty GLA. ]vairiy reakcijy Km yra skirtinga ir
parodo fermento giminingumg substratams. Jos skaitiné reikSmé yra lygi substrato koncentracijai,
kuriai esant reakcijos greitis yra lygus pusei didziausio (maksimalaus) grei¢io. Jei Ky reikSmeé
maza, giminingumas didelis, ir atvirkS¢iai. Pradinio reakcijos greiCio faze apibudina pastovus

greitis, t. y. vienodai didéjantis reakcijos produkto kiekis.

Sio etapo metu pirmiausia buvo nustatytas pradinis reakcijos greitis. Tam sudaryta redukuojanéiy
sacharidy kiekio pokyc¢io nuo hidrolizés trukmés priklausomybé (3.7 pav.). Nustatyta, jog
imobilizacijai naudojant mazesnes natrio alginato koncentracijas (2 % ir 3 %) nebekintantis

redukuojancéiy sacharidy kiekis nusistovi greifiau, t. y. nuo 20-tos proceso minutés, negu
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imobilizacijai naudojant didesnes alginato koncentracijas (4 % ir 5 %), kai redukuojanciy sacharidy
kiekis nebekinta nuo 25-tos proceso minutés. Laisvo fermento hidrolizés produkto pusiausvyra
nusistovi dar greiiau t. y. nuo 10-tos proceso minutés. NustaCius produkto pusiausvyros trukme
apskaiCiuota, jog pradinis reakcijos greitis maz¢ja didinant natrio alginato koncentracija GLA

tkapsuliavimo metu (3.1 lentel¢). Laisvas fermentas pasizymi didZiausiu pradiniu hidrolizés
reakcijos greiciu.

2 % n.a. koncentracija 3 % n.a. koncentracija

Z T T
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2 2 7 Laisvas fermentas

pmol/ml

Redukuojanciy
sacharidy Kiekis,
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3.7 pav. Skirtingy koncentracijy natrio alginate (n.a.) jterpty ir laisvy GLA hidrolizés proceso produkto
kiekio ir trukmeés priklausomybé

pmol/ml
N

Redukuojanciy
sacharidy Kkiekis,

3.1 lentelé. Kinetiniai laisvy ir jkapsuliuoty skirtingose natrio alginato (n.a.) koncentracijose GLA

parametrai
Fermentas Vo, tM/min Kwm, ptM Vimax, tM/min
2 % n.a. jkapsuliuota GLA 1,19 0,15 6,7
3 % n.a. jkapsuliuota GLA 1,18 0,26 2,6
4 % n.a. jkapsuliuota GLA 0,72 0,47 8,7
5 % n.a. jkapsuliuota GLA 0,67 0,71 2,5
Laisvas fermentas 1,74 0,08 4,6

Toliau buvo jvertinta Michaelio konstanta Ku ir maksimalus reakcijos greitis Vmax Lainuivero-
Berko (ang. Lineweaver-Burk) atvirkStinése koordinatése — 1/Vo priklausomybé nuo 1/[S] (3.8
pav.). Per gautus taskus nubréziamos imobilizuoty ir laisvy GLA regresijos su vidutine R2=0,92.
Gautos tiesés kerta abscisiy asies taSkus, atitinkancius kiekvieno varianto —1/Kwm, o ordinaciy asyje
— taskus 1/Vmax. Gautos vertés pateiktos 3.1 lentel¢je. IS gauty rezultaty matyti, jog imobilizuoty
fermenty Kwm vertés yra didesnés (0,15 — 0,71) nei laisvojo fermento (0,08). Toks Kwm vertés
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padidéjimas rodo imobilizuoty GLA sumaZz€jusj gyminingumg substratui. Tai galima paaiskinti tuo,
jog fermentas jkapsuliuotas ] alginato karkasa, jgauna erdviniy kliuciy ir taip praranda lankstuma,
todel sulétinama ir trikdoma dideliy substrato molekuliy (kaip krakmolas) difuzija iki fermento
aktyviyjy centry [83,84,85].

Laisvosios GLA Vmax yra 4,6 uM/min, taciau GLA jkapsuliuotos 2% ir 3% natrio alginate atveju
nustatytas Vmax padidéjimas iki atitinkamai 6,7 ir 8,7 uM/min ir tai rodo pageréjusj fermento
katalizin] efektyvuma. Vmax padidéjimas imobilizuojant yra nejprastas reiskinys, taciau tokius pat
pozymius pasteb¢jo ir Kinijos mokslininkai kaip imobilizatoriy naudodami anijoninj Eudragito
S-100 kopolimera [86]. Manoma, kad kinetiniy parametry padid¢jimg lemia hidrofiliné neSiklio

(kaip alginatas ar Eudragitas S-100) prigimtis, kuri padeda fermentui aktyviai funkcionuoti.

2 % n.a. koncentracija 3 % n.a. koncentracija Laisvas fermentas
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3.8 pav. Jkapsuliuoty, skirtingose natrio alginato (n.a.) koncentracijose, ir laisvy GLA reakcijos greicio
priklausomybé nuo substrato koncentracijos Lainuivero-Berko koordinatése

3.2.4. Natrio alginato koncentracijos ir laikymo trukmés jtaka jterpty gliukoamilaziy
aktyvumui

Vertinta natrio alginato koncentracijos (2 — 5 %) itaka polimero struktiiroje jterpty GLA aktyvumo
poky¢iams 30 dieny laikotarpyje, laikant GLA kapsules fosfatiniame buferyje (pH 4,5) 4 °C
temperatiiroje tamsoje. Natrio alginato koncentracijos ir laikymo trukmeés jtaka jterpty
gliukoamilaziy aktyvumui pateikta 3.9 paveiksle. Per 30 dieny aktyvumas labiausiai sumazéjo ty
GLA, kurios jterptos mazesnés koncentracijos (2 % ir 3 %) alginato struktiirose. GLA jterpty 2 % ir
3 % natrio alginato struktiiroje aktyvumas sumazéjo atitinkamai 37 % ir 26 % nuo pradinio GLA

aktyvumo. Pastebéta, kad jkapsuliavimui naudojant 4 % ir 5 % natrio alginato tirpalg kapsuliy
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aktyvumas kito maziausiai ir po 30 dieny tokios kapsulés iSlaiké 85 % ir 83 % pradinio savo
aktyvumo. Vokietijos mokslininkai jkapsuliuoty GLA stabilumo praradimg aiskina fermento
iSplovimu 1§ alginato matricos ypac laikant buferiniuose tirpaluose. Straipsnyje teigiama, jog per
laikg alginato kapsulés traukiasi ir mazéja taip iSstumdamos fermentg i§ savo pory. Mokslininkai
pateikia kelis variantus kaip suteikti mechaninio stabilumo alginato kapsuléms, pvz: sudarant
alginato-chitozano gelinius miSinius ir taip padidinant Ca?* jungCiy kiekius algianto matricoje arba
panaudojant kapsuliy gamybai praturtinta papildomomis druskomis joninj tirpalg ir taip padidinant

alginato matricos poringumag [87,88].

[0 2 % n.a. koncentracija [ 3 % n.a. koncentracija [ 4 % n.a. koncentracija [l 5 % n.a. koncentracija
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3.9 pav. Natrio alginato (n.a.) koncentracijos ir laikymo trukmés jtaka polimero struktiiroje jterpty GLA
aktyvumui. Cia 100% GLA aktyvumas atitinka kiekvieno imobilizacijos varianto (2 — 5% n.a.) pradinj, t.y. 0
dieny iSlaikymo trukmés, GLA kapsuliy aktyvuma

3.3. Kovalentiskai imobilizuoty gliukoamilaziy savybés

Cheminiams imobilizavimo metodams priskiriamas kovalentinio ry§io sudarymas. Sis metodas
dazniausiai naudojamas negrjZtamy reakcijy procesuose. Kovalentinis imobilizavimas taikomas
fermenty stabilumui didinti, padedantis sumazinti fermenty desorbcijos procesus nuo neSiklio
pavirSiaus. Neigiama savybeé ta, kad kovalentiSkai imobilizavus padidéja fermento kaip baltymo
denaturacijos rizika, kas gali saglygoti fermento katalitinio aktyvumo sumazéjimg.

Sio tyrimo metu buvo kovalentiskai imobilizuotos gliukoamilazés ir nustatyta imobilizacijos
proceso parametry: glutaro aldehido koncentracijos, aktyvuoty kapsuliy iSlaikymo trukmés
fermentiniame tirpale bei fermentinio tirpalo koncentracijos jtaka gliukoamilaziy savybéms —
fermento imobilizacijos efektyvumui, fermento aktyvumui bei kinetiniams reakcijos parametrams.

3.3.1. Glutaroaldehido, fermento koncentracijos ir kapsuliy iSlaikymo fermentiniame tirpale
trukmes jtaka gliukoamilaziy savybéms

Tyrimo metu naudotas skirtingy koncentracijy glutaroaldehido tirpalas, kurio pagalba suformuotas
kovalentinis rySys tarp gliukoamilaziy bei 4 % alginato kapsuliy. Jvertinta glutaro aldehido
koncentracijos ir fermento koncentracijos jtaka kovalentiSkai imobilizuoty GLA imobilizavimo
proceso efektyvumui (3.10 pav.). Kapsuliy, gauty ruosiant be glutaro aldehido, GLA kovalentinis
imobilizacijos efektyvumas didziausias naudojant koncentruotus ir vidutiniskai koncentruotus GLA
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tirpalus (91 AV/ml ir 18 AV/ml), o didéjant glutaroaldehido koncentracijai GLA imobilizavimo
efektyvumas atitinkamai mazéjo. Taciau naudojant itin praskiestus fermentinius tirplaus kovalentine
imobilizacija efektyvesné naudojant 10 % glutaroaldehida, o wvisi kiti variantai — didinat
glutaroaldehida koncentracijag ar visiSkai nenaudojant reagento GLA imobilizacijai, parodé
neigiamg jtaka kovalentinés imobilizacijos efektyvumui. Variantas, kai buvo nenaudotas suris¢jas,
parode, jog kovalentines jungtis gali sudaryti ne tik glutaroaldehidas tarp neSiklio ir fermento, bet ir
pats nes¢jas su fermentu per amino grupe fermente ir karboksiling grupe alginate [89]. Taip pat
galimas adsorbcijos procesas tarp neSiklio (alginato) ir fermento [90]. Mokslininkai nagrinéja
kovalentinés imobilizacijos variantus, panaudojant kitus efektyvius suris¢jus, kaip p-benzochinona,
glioksalj ir kt [91,92]. Suri$éjo savybé sudaryti chemin;j ry$j tarp fermento ir neSiklio priklauso nuo
fermento rusies, biidingy fermento funkciniy grupiy ar net pacio fermento Saltinio (bakterijos,
mikroskopiniai grybeliai ar gyviino organizmas) [3].

100 O 0% ga. O 10 % ga. B 15% ga. B 25%ga.
2 T
I g
S8 95 = -
24 T
EE
2z 9
=z
€3
S5 8
[
>
=}
%R0

18 91

Fermento koncentracija, AV/ml

3.10 pav. lvairiy koncentracijy glutaro aldehido (ga.) koncentracijos jtaka kovalentinio imobilizavimo
efektyvumui

Atsizvelgiant | gautus tyrimo rezultatus, panasu, kad glutaro aldehidas atliko efektyviausig suriséjo
funkcijg tik naudojant labai praskiesta t. y. 2 AV/ml fermentinj tirpalg, todé¢l tolesnis glutaro
aldehido koncentracijos jtakos GLA aktyvumui jvertinimas tesiamas su Siuo variantu. 3.11
paveiksle pateikta glutaro aldehido jvairiy koncentracijy jtaka kovalentiskai imobilizuoty GLA
aktyvumui. Nustatyta, kad kapsuliy, ruoSty be glutaro aldehido, GLA aktyvumas buvo didZiausias.
Tyrimai parodé, kad kapsuliy fermentinis aktyvumas mazéjo didéjant glutaro aldehido

koncentracijai.
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3.11 pav. Ivairiy koncentracijy glutaro aldehido jtaka kovalentiskai imobilizuoty GLA aktyvumui

Atsizvelgiant ] tai, jog glutaro aldehidas ne itin naudingas suriS¢jas GLA kovalentinio
imobilizavimo metu, kapsuliy islaikymo GLA tirpale trukmés jtaka vertinta nenaudojant Sio
reagento. Nustatyta, kad didinant kapsuliy iSlaikymo trukme fermentiniame GLA tirpale
imobilizuoto fermento aktyvumas tendencingai didéja. Didziausiu fermentiniu aktyvumu
pasizyméjo kapsulés, kuriy gamybai naudotas 91 AV/ml GLA tirpalas ir kapsulés fermentiniame

tirpale islaikytos 2,5 val (3.12 pav.).
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3.12 pav. Alginato kapsuliy i§laikymo fermentiniame tirpale trukmés jtaka GLA aktyvumui. Cia 100 %
fermentinis aktyvumas prilygintas GLA, imobilizacijai naudojant 91 AV/ml GLA tirpalg bei i$laikant
kapsules 2,5 val.

3.3.2. Temperatiros ir terpés pH jtaka kovalentiSkai imobilizuoty gliukoamilaziy aktyvumui

Sio etapo metu buvo istirta terpés pH ir temperatiiros jtaka kovalentiskai imobilizuoty GLA
aktyvumui. 3.13 paveiksle pavaizduotas imobilizuoty gliukoamilaziy aktyvumas esant skirtingai
reakcijos temperatiirai. Optimali laisvyjy ir imobilizuoty GLA aktyvumo temperatira yra 60 °C.
Taciau pastebéta, jog kovalentiSkai imobilizuotos GLA islaiké aktyvumg aukStose temperatiirose
(75 =100 °C). 100 °C temperaturoje 0 %, 10 %, 15 %, 25 % glutaro aldehidu kovalentiniais rySiais
prijungtos GLA islaiké atitinkamai 57 %, 40 %, 44 %, 69 % fermento aktyvumo. Kovalentiskai
imobilizuotos GLA yra tvirtai pririStos prie nesiklio pavirSiaus, suskaldyti rySius sudétinga net ir
esant aukstai temperatirai, todél nustatytas GLA islikes aukstas fermentinis aktyvumas pla¢iame

temperatiiros intervale [52,93].
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3.13 pav. Skirtingose glutaro aldehido (ga.) koncentracijose kovalentiskai prijungty GLA aktyvumo
priklausomybé nuo temperatiiros. Cia 100 % GLA aktyvumas prilygintas didZiausiu aktyvumu
pasizyméjusioms 0 % ga. prijungtoms GLA

Toliau pateiktas pH poveikis kovalentiskai imobilizuoty GLA aktyvumui (3.14 pav). Optimali
reakcijos pH kovalentiskai imobilizuoty GLA yra 4,5. Nustatyta, jog 0 %, 10 %, 15 % ir 25 %
glutaro aldehido koncentracijose sudaryty GLA kovalentiniai ry$iai imobilizavo fermenta
s¢kmingai, tod¢l imoblizituotos GLA iSlaiké auks$ta fermentin; aktyvumag riigstinéje (pH 2) ir
Sarminéje (pH 10) pH terpése. Riigstingje terpéje kovalentiSkai imobilizuoty GLA vidutinis
aktyvumas yra 88 %. Sarminéje terpéje (pH 10) kovalentiskai imobilizuoty GLA aktyvumas
vidutiniSkai yra 30 % fermentinio aktyvumo. Didziausiu aktyvumu pasizymeéjo GLA, prijungtos be

glutaro aldehido prie nesiklio, todél jy aktyvumas prilygintas 100 %.
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3.14 pav. Skirtingose glutaro aldehido (ga.) koncentracijose kovalentiskai prijungty GLA aktyvumo
priklausomybé nuo terpés pH. Cia 100 % GLA aktyvumas prilygintas didziausiu aktyvumu pasizyméjusioms
0 % ga. prijungtoms GLA
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3.3.3. Kovalentiniu rysiu prijungty gliukoamilaziy katalizés kinetiniai parametrai

Katalizés kinetiniai parametrai nustatyti tiriamosioms GLA, kovalentiniu ry$iu prijungtoms prie 4%
alginato kapsuliy. Imobilizacijai naudotas 18 AV/ml fermentinis tirpalas ir kapsulés Siame tirpale

iSlaikytos 2,5 val.

Pirmiausia buvo nustatytas pradinis reakcijos greitis. Tam sudaryta redukuojanciy sacharidy
susidarymo nuo hidrolizés trukmes priklausomybe (3.15 pav.). IS gauty duomeny matyti, kad
kovalentiniu biidu imobilizuotos GLA vykdo krakmolo hidroliz¢ 15 min kol produkty koncentracija
nebekinta. Laisvo fermento hidrolizés produkto pusiausvyra nusistovi greiiau t. y. po 10-tos
proceso minutés. Nustacius produkto pusiausvyros trukme apskaiciuota, jog pradinis reakcijos
greitis mazéja didinant glutaro aldehido koncentracija GLA kovalentinio prijungimo metu (3.2
lentelé). Tokj V, mazejimg lemia glutaro aldehidas, kuris, manoma, pakeicia fermento konformacija
ir létina fermento-substrato greitam komplekso susidarymui. Todél nenaudojant glutaro aldehido,
fermento adsorbcija alginato pavirSiuje paveiké GLA struktiirg maZiausiai ir yra V, didesnis uz kitus

variantus. Laisvas fermentas pasizymi didZiausiu pradiniu hidrolizés reakcijos greiciu.
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3.15 pav. Kovalentiskai imobilizuoty ir laisvy GLA hidrolizés produkto kiekio ir trukmés priklausomybé
nuo imobilizacijai naudoto glutaro aldehido (ga.) koncentracijos
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3.2 lentelé. Kinetiniai laisvy ir kovalentiskai imobilizuoty GLA parametrai

Fermentas Vo, pM/min Kwm, pM Vmax, tM/min
0 % ga. jkapsuliuota GLA 1,73 0,09 4,2
10 % ga. jkapsuliuota GLA 1,41 0,1 4,2
15 % ga. jkapsuliuota GLA 0,97 0,18 7,2
25 % ga. jkapsuliuota GLA 0,65 0,12 10,0
Laisvas fermentas 1,74 0,08 4,6

Toliau buvo jvertinta Michaelio konstanta Kw ir maksimalus reakcijos greitis Vmax Lainuivero-
Berko (Lineweaver-Burk) atvirkstinése koordinatése (3.16 pav.) sudarius imobilizuoty ir laisvy
GLA regresijas su vidutine R?=0,93. Apskaiciuoti kinetiniai parametrai pateikti 3.2 lentel¢je. IS
gauty rezultaty matyti, jog imobilizuoty fermenty Kwm vertés yra didesnés (0,18 — 0,09 uM) nei
laisvojo fermento (0,08 puM). Toks K vertés padidéjimas rodo imobilizuoty GLA sumaZzéjusi
gimininguma substratui. Tai aiSkinama tuo, jog fermentas sudargs kovalentinius rySius su neSikliu
praranda lankstuma, nes daznai jungtys susidaro Salia aktyviyjy fermento centry ir taip trukdo
substrato fermento reakcijai [94]. Taciau kovalentiskai imobilizuotos GLA yra daug giminingesnés

substratui nei jkapsuoliuotos alginate (Kmikap.>Kwmkov.).
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3.16 pav. Kovalentiskai imobilizuoty ir laisvy GLA reakcijos greicio priklausomybé nuo substrato
koncentracijos Lainuivero-Berko koordinatése

3.3.4. Laikymo trukmés ir glutaro aldehido koncentracijos jtaka kovalentiSkai imobilizuotoms

gliukoamilazéms

Vertinta skirtingo tipo kapsuliy, imobilizacijai naudojant 0 — 25 % glutaro aldehido koncentracijas,
aktyvumas 30 dieny laikotarpyje, laikant kovalentiskai imobilizuotas GLA kapsules fosfatiniame
buferyje (pH 4,5) 4 °C temperatiiroje tamsoje. Glutaro aldehido jvairiy koncentracijy ir laikymo
trukmes jtaka kovalentiSkai prijungty GLA aktyvumui pateikta 3.17 paveiksle. Per 30 dieny GLA
fermentinis aktyvumas labiausiai sumaze¢jo ty kapsuliy, kuriy ruoSimui nebuvo naudotas glutaro
aldehido tirpalas. Toks imobilizavimo biidas, kuriam néra naudojama aktyvuojanti medziaga,
laikomas fizikiniu, kur vyksta tik adsorbcijos procesas tarp alginato aktyviy grupiy ir GLA.
Kapsulés, kurios buvo neaktyvintos glutaro aldehidu per 30 dieny prarado 69 % pradinio GLA
aktyvumo, tai gali buti paaiSkinta tuo, kad buvo sudarytas labai silpnas rySys tarp neSiklio ir
fermento ir dél to jvyko desorbcijos procesas. Kapsules aktyvavus glutaro aldehidu jau buvo gautas
stiprus kovalentinis rysys, kas jtakojo GLA aktyvumo mazesnj netekimg. Naudojant 10 % glutaro
aldehida aktyvinimui, kapsuliy GLA aktyvumas kito léCiausiai, o 30 dieny laikotarpyje tokios
kapsulés islaiké 60 % pradinio aktyvumo. Naudojant didesn¢ koncentracijg nei 10 % glutaro

aldehido, kapsuliy aktyvumas sumaz¢jo zymiai greiciau.
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3.17 pav. Glutaro aldehido (ga.) koncentracijos ir laikymo trukmés jtaka kovalentiskai prijungty GLA
aktyvumui. Cia 100% GLA aktyvumas atitinka kiekvieno imobilizacijos varianto (0-25% ga.) pradinj, t.y. 0
dieny iSlaikymo trukmés, GLA kapsuliy aktyvuma

3.4. Skersiniais rySiais susiiity gliukoamilaziy agregaty savybés
3.4.1. Glutaro aldehido ir fermento Kkiekio jtaka skersiniais rySiais susiiity gliukoamilaziy

agregaty aktyvumui

Skersiniais rysiais susitity GLA agregaty aktyvumo priklausomybé nuo fermento kiekio ir glutaro
aldehido koncentracijos pateikta 3.18 paveiksle. IS gauty rezultaty galima teigti, kad didziausiu
aktyvumu pasizyméjo GLA agregatai, kuriy sudarymui naudotas 0,8 % glutaro aldehido tirpalas bei
didelé fermento koncentracija (91 AV/ml), agregatai pasizymi 84,1 AV/g aktyvumu. Skersiniy rysiy
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sudarymui naudojant 0,5 % ir 1,0 % glutaro aldehido tirpalg nustatytas taip pat didelis fermento
aktyvumas — atitinkamai 83,2 ir 81,9 AV/g. 1,5 % ir 2,5 % glutaro aldehido koncentracijos daré
neigiamg poveik] GLA agregaty aktyvumui. Manoma, kad prie didesniy glutaro aldehido
koncentracijy susidaro per didelis kiekis skersiniy rySiy tarp fermento molekuliy, todél GLA
agregatai praranda minimaly lankstuma, reikalingg fermento veiklai [95]. Esant praskiestiems
fermentiniams tirpalams agregaty sudarymui tinkamiausia 1,0 % suri$éjo (glutaro aldehido)
koncentracija, mazesnés (0,5 % ir 0,8 %) bei didesnés (1,5 % ir 2,5 %) suri$¢jo koncentracijos daré

neigiamg poveik] GLA agregaty aktyvumui.
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3.18 pav. Skersiniais ry$iais susitity GLA agregaty aktyvumo priklausomybé nuo fermento kiekio ir glutaro
aldehido

Tolesniems tyrimams naudoti GLA agregatai, kurie formuoti naudojant 91 AV/ml fermentinj tirpala
bei 0,8 % koncentracijos glutaro aldehido tirpalg, nes Siuo variantu pasiektas didziausias skersiniais

ry$iais susitity gliukoamilaziy agregaty aktyvumas.

Lyginant GLA kovalentinj, jterpimo ] alginatg ir agregaty sudarymg skersiniais rysSiais
imobilizavimo budus, GLA agregaty fermentinis aktyvumas nustatytas 2,3 kartus didesnis nei GLA
jterpty | alginato struktiiras ir 4,6 kartus didesnis lyginant su kovalentiniu imobilizavimu (3.19
pav.). Agregaty sudarymo technika yra pranasesné tuo, jog imobilizacijai néra naudojami fiziniai
barjerai (kaip alginatas), kurie izoliuoja fermentg ir taip apsunkina bei prailgina substrato difuzijos
kelig iki fermento aktyviyjy centry [68]. Tuo tarpu, jkapsuliuotos GLA molekulés yra apribojamos
alginato karkaso difuziniu barjeru, kuris apsunkina substrato patekimg iki fermento. GLA prijungtos
kovalentiniu rySiu prie alginato kapsuliy jkapsuliavimo problemos neturi, nes fermentas
imobilizuotas alginao karkaso pavirSiuje, taCiau fermentas yra labiau pazeidziamas aplinkos
pokyc¢iams bei neturédamas fizinio barjero gali biiti lengvai i§plaunamas nuo nesiklio pavirSiaus.

Desorbcijos procesas yra neiSvengiamas nors kovalentiniai rySiai yra stipriis [96].
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3.19 pav. Skirtingais biidais imobilizuoty GLA aktyvumo palyginimas

3.4.2. Temperatiiros ir pH jtaka skersiniais rySiais susitity gliukoamilaziy aktyvumui

Sio etapo metu buvo idtirta terpés pH ir temperatiiros jtaka skersiniais rySiais susiiity agregaty
fermentiniam aktyvumui. 3.20 paveiksle pavaizduota temperattros jtaka gliukoamilaziy agregaty
aktyvumui. Optimali GLA agregaty aktyvumo temperatiira yra 60 °C. Skersiniais rySiais susiiiti
GLA agregatai nepasizymi termostabilumu — 100 °C hidrolizés reakcijos temperatiiroje GLA
agregatai iSlaike vidutiniSkai 16,4 % fermentinio aktyvumo. Kinijos mokslininkai tyr¢ GLA
agregaty termostabilumg ir nustaté, kad agregatai gali pasizymeti 60 % fermentiniu aktyvumu 75 °C
temperatiiroje [67]. Rezultatai skiriasi, tikriausiai, dél Kinijos mokslininky agregaty sudarymui
naudoty apsauginiy ksantano ir dekstrino agenty, kurie sudaré } fizinj barjera panaSig struktirg,

todel GLA agregatai iSliko aktyviis aukStose temperatiirose.
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3.20 pav. Temperatiiros jtaka skirtingomis glutaro aldehido (ga.) koncentracijomis susiiity agregaty
aktyvumui. Cia 100 % fermento aktyvumas prilygintas didZiausiu aktyvumu pasizyméjusiems GLA
agregatams, susiiitiems 0,5% ga.

Toliau pateiktas pH poveikis skersiniais rySiais susitity GLA agregaty aktyvumui (3.21 pav).
Rezultatai parod¢, jog skersiniais rySiais susiiity agregaty optimali pH pasislinko per 0,5 pH vieneto

] rugstine terpe, kai laisvojo fermento optimali pH buvo nustatyta 4,5. Mokslinése publikacijose
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galima rasti nemazai straipsniy, kurie patvirtina GLA agregaty optimalaus pH poslinkj riigsties
kryptimi [97,98]. Viename jy teigiama, kad fermenty agregatuose gali jvykti funkciniy grupiy
kriiviy persiskirstymas — vienos funkcinés grupés jgauna kriivj, kitos tampa neutralios, todeél
agregaty viduje susidaro skirtinga nei reakcijos vandenilio potecialo reikSmé, sukelianti fermento
optimalios reakcijos terpés pH poslinkj riigsties (gali biiti ir bazés) kryptimi [98].

Taip pat nustatyta, jog GLA agregatai pasizymi pH stabilumu itin Sarminéje ar riig§tin¢je reakcijos
terpéje. Prie pH 2 GLA agregaty, imobilizacijai naudojant 0,5 %, 0,8 %, 1,0 %, 1,5 % ir 2,5 %
glutaro aldehido koncentracijas, aktyvumas atitinkamai yra 81,3 %, 79,2 %, 80,0 %, 79,0 % ir 60,5
%. Prie pH 10 GLA agregaty aktyvumas atitinkamai 30,9 %, 25,7 %, 23,7 %, 41,0 % ir 54,7 %.
Taigi, riig§tin¢je pH didZiausiu aktyvumu pasizymejo GLA agregatai susitti 0,5 % glutaro aldehidu,
o Sarminéje pH — 2,5 % glutaro aldehidu susitti GLA agregatai.
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3.21 pav. Skirtingomis glutaro aldehido (ga.) koncentracijomis susitity GLA agregaty aktyvumo
priklausomybé nuo terpés pH. Cia 100 % fermento aktyvumas prilygintas didziausiu aktyvumu
pasizymejusiems GLA agregatams, susiiitiems 0,5% ga.

3.4.3. Skersiniais rySiais susiiity gliukoamilziy katalizés Kinetiniai parametrai

Katalizés kinetiniai parametrai nustatyti 0,8 % glutaro aldehido tirpalu susittiems GLA agregatams.
Pirmiausia buvo nustatytas pradinis reakcijos greitis. Tam sudaryta redukuojanciy sacharidy
susidarymo nuo hidrolizés trukmés priklausomybé (3.22 pav.). IS gauty duomeny matyti, kad
taikant skersiniais rySiais susiity GLA agregaty imobilizacijos metoda, hidrolizés produkty
koncentracija nebekito ties 15 min. Laisvo fermento hidrolizés produkto pusiausvyra nusistovi
greiCiau t. y. po 10-tos proceso minutés. Nustacius produkto pusiausvyros trukme jvertinamas
pradinis reakcijos greitis (3.3 lentel¢). Nustatyta, jog didinant agregatus suriSancio agento
koncentracija V, didéja ir net virSyja laisvo fermento V.
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3.22 pav. Skersiniais rySiais susitity GLA agregaty ir laisvy GLA hidrolizés produkto kiekio ir trukmés

priklausomybé nuo agregaty sudarymui naudoto glutaro aldehido (ga.) koncentracijos

3.3 lentelé. Kinetiniai laisvy ir skersiniais rysiais susility agregaty parametrai

Fermentas Vo, tM/min Kwm, pM Vmax, PM/min
0,5 % ga. 3,63 1,13 20,9
0,8 % ga. 4,07 0,27 21,3
1 % ga. 4,13 0,32 20,8
1,5 % ga. 4,21 0,28 22,9
2,5 % ga. 4,29 0,34 11,2
Laisvas fermentas 1,74 0,08 4,6

Toliau buvo jvertinta Michaelio konstanta Kw ir maksimalus reakcijos greitis Vmax Lainuivero-
Berko atvirkstinése koordinatése (3.23 pav.) sudarius imobilizuoty ir laisvy GLA regresijas su
vidutine R2=0,92. Apskaiciuoti kinetiniai parametrai pateikti 3.3 lentel¢je. IS gauty rezultaty matyti,
jog imobilizuoty fermenty Kwm vertés yra didesnés (0,27 — 1,13 uM) nei laisvojo fermento (0,08
uM). Toks Kwm vertés padidéjimas rodo imobilizuoty GLA sumazéjusi gymininguma substratui.
Substrato molekulés konformacija kinta ir nebeatitinka fermento aktyvaus centro konformacijos,

todel atsiranda substrato difuzijos apribojimas [67].
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3.23 pav. Skirtingy koncentracijy glutaro aldehidu (ga.) susiiity agregaty ir laisvy GLA reakcijos greicio
priklausomybé nuo substrato koncentracijos Lainuivero-Berko koordinatése

Lyginant visy trijy imobilizacijos biidy Km vertes giminingumo didé¢jimo kryptimi imobilizacijos

budus biity galima iSdéstyti taip: agregatai < jkapsuliavimas < kovalentinis imobilizavimas.

3.4.4. Glutaro aldehido koncentracijos ir laikymo trukmés jtaka skersiniais rysSiais susiiity
gliukoamilaziy agregaty aktyvumui

Bandymy metu stebéta, kaip kinta skirtingo tipo (agregaty sudarymui naudojant 0,5 — 2,5 % glutaro
aldehido koncentracijas) agregaty aktyvumas 30 dieny laikotarpyje, laikant agregatus fosfatiniame
buferyje (pH 4,5) 4 °C temperatiiroje tamsoje. 3.24 paveiksle pateikta laikymo trukmés jtaka GLA
agregaty aktyvumui laikant juos fosfatiniame buferyje. GLA agregaty, susiiivimui naudojant 0,5 %,
0,8 %, 1,0 %, 1,5 % ir 2,5% glutaro aldehido koncentracijas, aktyvumas po 6 dieny iSlaikymo
buferiniame tirpale sumaz¢jo 12,6 %, 11,8 %, 14,0 %, 18,8 % ir 29,9 % nuo pradinio agregaty
aktyvumo. Po 14 iSlaikymo dieny sumaz¢jo atitinkamai 88,6 %, 84,6 %, 75,1 % ir 48,87 % nuo
pradinio agregaty aktyvumo, o po 30 dieny agregatai prarado dar puse¢ savo aktyvumo.
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3.24 pav. Glutaro aldehido (ga.) koncentracijos ir laikymo trukmeés jtaka skersiniais rySiais susiiity
gliukoamilaziy agregaty aktyvumui. Cia 100% GLA aktyvumas atitinka kiekvieno imobilizacijos varianto
(0,5-2,5 % ga.) pradinj, t. y. 0 dieny iSlaikymo trukmés GLA agregaty aktyvuma

Skersiniais ryS$iais susiity GLA agregaty aktyvumas 30 dieny laikotarpyje mazgjo itin greitai,
lyginant su GLA prijungtomis kovalentiskai ar jkapsuliuotomis alginate. Vertinant rezultatus —
didziausig 85 % aktyvumg iSlaiké jkapsuliuotos GLA alginato gelyje, 60 % — kovalentiskai
prijungtos GLA, o skersiniais rySiais susitti gliukoamilaziy agregatai i8laiké tik 38 % savo pradinio

aktyvumo.

3.5. Imobilizuoty gliukoamilaziy panaudojimo galimybés krakmolingos Zaliavos fermentinei
hidrolizei
3.5.1. Krakmolingos Zaliavos hidrolizés trukmés nustatymas

Hidrolizuojant krakmolingg Zzaliavag su imobilizuotomis GLA svarbu nustatyti trukme, kuri
reikalinga, kad jvykty pilna krakmolo hidrolizé iki gliukozés. Tyrimo metu jvertinta per kiek laiko
alginato struktiiroje jterptos GLA, kovalentiskai imobilizuotos GLA, o taip pat skersiniais rySiais
susititi GLA agregatai jvykdé kukuriizy miltuose esan¢io krakmolo hidroliz¢. Gauti rezultatai

pateikti 3.25 paveiksle.
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Naudojant kapsules su jterptomis GLA (3.25 pav.), hidrolizés produkty koncentracija po 20 minuciy
nebekito. Naudojant kovalentiskai imobilizuoty GLA kapsules krakmolingos Zaliavos hidrolizei
redukuojanciy sacharidy koncentracija nebekito po 40 minuciy. Naudojant skersiniais rySiais
susiiitus GLA agregatus jau po 15 minuciy redukuojanciy sacharidy koncentracija nekito. Lyginant
vykdytus krakmolingos zaliavos hidrolizés procesus, kovalentiskai imobilizuoty GLA kapsuléms
prireiké dvigubai daugiau laiko jvykdyti tokio pat kiekio krakmolo hidroliz¢, negu naudojant
alginato kapsules su jterptomis GLA ir 4 kartus lyginant su agregatais. Tokig skirtingg krakmolingos
zaliavos hidrolizés trukme gali nulemti imobilizuoty GLA skirtingas aktyvumas. GLA agregatai
pasizymi didZziausiu fermentiniu aktyvumu (84,1 AV/g), kovalentiSkai imobilizuotos GLA ir
ikapsuliuotos alginato struktiiroje pasizymi atitinkamai 18,3 AV/g ir 36,6 AV/g, todél krakmolingos

zaliavos hidrolize gali jvykti grei¢iau reakcijai naudojant GLA agregatus.

3.5.2. Imobilizuoty gliukoamilaziy panaudojimo cikly skaifius krakmolingos Zaliavos
hidrolizei

Toliau buvo vykdomas tyrimas, kad jvertinti imobilizuoty GLA panaudojimo cikly skaiCiy.
Imobilizuoty GLA aktyvumo kitimas vertinamas kiekvieno ciklo pabaigoje. Skirtingais biidais

imobilizuoty GLA aktyvumo priklausomybé nuo panaudojimo cikly skaiCiaus pateikta 3.26

paveiksle.
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3.26 pav. Skirtingai imobilizuoty GLA (iGLA) aktyvumo priklausomybé nuo fermentinei hifrolizei
panaudoty cikly skaiciaus

Kukurtizy milty krakmolo hidrolizé vykdyta su imobilizuotomis GLA 10 cikly. I§ gauty duomeny
(3.26 pav.) nustatyta, kad j alginato struktiira jterptos GLA po 5-iy panaudojimo cikly islaiké 72,0
% pradinio (po pirmojo ciklo) fermentinio aktyvumo, 10-to ciklo pabaigoje kapsulés islaikeé 51,4 %
fermentinio aktyvumo. Kovalentiskai imobilizuotos GLA po 5-iy panaudojimo cikly islaiké 78,0 %
pradinio aktyvumo, taciau 10-to ciklo pabaigoje kapsulés islaiké tik 23,4 % fermentinio aktyvumo.
Kapsuliy mazéjantis aktyvumas aiskinamas rysio tarp matricos ir fermento susilpnéjimu kiekvienos

hidrolizés metu, todél fermentas gali buti iSplaunamas nuo matricos [97,98].

Skersiniais rySiais susititos GLA po 5-iy panaudojimo cikly iSlaiké 41,7 % pradinio aktyvumo, o
10-to ciklo pabaigoje visiSkai prarado aktyvumg. Agregatai pakartotinai naudojami praranda
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aktyvuma dél dazno substrato patekimo j aktyvyjj centrg. Nuolatinis substrato srautas deformuoja ir
sumazina svarbias kataliziniam agregaty aktyvumui funkcines grupes aktyvigjame centre [97,98].

Kinijos mokslininkai teigia, kad GLA agregatai gali biiti panaudojami 30 karty ir iSlaikyti apie 45 %
fermentinio aktyvumo. Mokslininkai GLA agregaty sudarymui naudojo apsauginius ksantano

gumos bei dekstrino agentus, kurie, manoma, sustiprina katalinio centro stabiluma [67].

Indijos mokslininkai tyré skersiniais rySiais susiiity gliukoamilaziy magnetiSkai reaguojanciy
agregaty savybes. Vietoj tradicinio glutaroaldehido suri$¢jo, mokslininkai naudojo dialdehidinj
pekting. Agregatai susiiiti dialdehidiniu pektinu pasizyméjo 95,4% aktyvumu, kai su glutaro
aldehidu susiiiti GLA agregatai pasizyméjo 85,3% aktyvumu. Taip pat buvo atlikti pakartotinio
tokiy agregaty panaudojimo tyrimai ir nustatyta, jog po 10 ciklo GLA agregatai iSlaiké 84 %
pradinio aktyvumo [99].

Indijos mokslininky grupé alginato strukttiroje jkapsuliavo a—amilazes ir gliukoamilazes bei
fermentin;j tirpalg praturtino polisacharidu pululanu. Tokios praturtintos pululanu kapsulés parodé
didelj fermento imobilizavimo efektyvuma (85 %), didelj stabiluma ekstremaliose pH terpése. Taip

pat po 5 panaudojimo cikly skai¢iaus fermentai islaiké 80 % pradinio aktyvumo [100].

Kinijos mokslininkai gliukoamilaziy imobilizavimui naudojo polietileniminu bei glutaroaldehidu
aktyvuotg k-karagenano struktiirg. Gliukoamilazés buvo kovalentiSkai prijungtos prie k-karagenano
panaudojant aktyvatorius. Nustatytas didesnis imobilizuoty GLA stabilumas 60-80 °C
temperatiirose bei rugstingje pH terpéje nei laisvy fermenty. Imobilizuotos GLA gali biiti
pakartotinai panaudojamos hidrolizés reakcijoje ir iSlaikyti pradinj savo aktyvuma (100 %) iki 11
cikly [52].
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4. Rekomendaciju dalis

Imobilizuotos Aspergillus niger rusies mikroskopinio grybelio gliukoamilazés gali biti pritaikomos
krakmolingos Zaliavos hidroliz¢je. Jei hidrolizés procesas vykdomas nestandartinémis saglygomis t.
y. auksSta / zema nei optimali fermento temperatiira, riigstiné / Sarminé terpé, rekomenduojama
hidrolizei naudoti gliukoamilazes jterptas j alginato strukttiras, kai kapsuliy sudarymui naudojmas 4
% natrio alginato gelis pagal auksciau aprasyta procediirg. Taip imobilizuotos gliukoamilazés
pasizymi dideliu stabilumu ir giminingumu substratui. Tac¢iau norint greito hidrolizés proceso,
rekomenduojama naudoti skersiniais rySiais susiitus gliukoamilaziy agregatus, kurie gauti
iSsodinant gliukoamilazes 80 % prisotintu amonio sulfato tirpalu ir vykdant skersiniy rySiy
sudaryma 0,8 % koncentracijos glutaro aldehidu. I$sodinimas vykdomas 24 valandas, kambario
temperatiiroje, kai turinys yra nuolat maiSomas. Jei krakmolo hidrolizés procese norima gauti itin
gryng produkta (gliukozés sirupas be dekstriny, maltozés liekany) krakmolo hidrolizei
rekomenduojama naudoti kovalentiniu biidu imobilizuotas gliukoamilazes, imobilizacijai naudojant

18 AV/ml fermentinj tirpala, kuriame kapsules i$laikyti 2,5 val.

Kadangi imobilizuotos gliukoamilazés yra kieto biivio kapsules/agregatus buty galima pritaikyti
periodiniam krakmolingos Zaliavos hidrolizés procesui, nes kapsulés/agregatai lengvai pasalinami 1§
reakcijos miSinio dekantavimo ar centrifugavimo btidais ir panaudojami vél.

Remiantis atliktais tyrimais, iSanalizuota moksline literatira ir kitais Saltiniais nubraizyta
gliukoamilaziy jterpimo j alginato struktiira imobilizavimo ir krakmolingos Zzaliavos hidrolizés
procesy principiné aparatiriné schema (4.1 pav.), ja sudaranciy jrenginiy sgrasas pateiktas 4.1

lenteléje.

Technologiné schema prasideda kapsuliy gamyba. IS rezervuary A ir B natrio alginatas ir
gliukoamilaziy tirpalas icentriniais siurbliais S1 ir S2 tiekiami j rezervuarg su maisykle R1. Cia
pagaminamas alginato gelis, kuriame per 30 min imobilizuojamos gliukoamilazes. Ekstruderiu E1
per siaurg vamzdelj alginato gelis i$laSinamas j rezervuarg R2 su 0,25 M kalcio chlorido tirpalu (i$
rezervuaro C) nuolat maiSant, kad susidariusios kapsulés nesukibty j gumulélius. Rekomenduojama
kapsules palikti 30 min sutvirtéti. Véliau praplaunamos distiliuoto vandens srove iki nebebus
aptinkama fermento nuoplovose (nustatoma spektrofotometru). Pagamintos kapsulés S4 siurbliu
patalpinamos | membraninio bioreaktoriaus M1 kasetes, kurios jstatytos j reaktoriaus biigng. Pro
puslaide membrang, pripildyta imobilizuoty gliukoamilaziy kapsuliy, praleidziamas krakmolingos
zaliavos misinys D, kuris tiekiamas } membraninj bioreaktoriy rekomeduotinos 60 °C temperattiros
ir pH vertes 4,5. Ivyksta krakmolo hidrolizés reakcija ir kitoje kameros dalyje kaupiasi produktas E,
kuris toliau gali biiti naudojamas maisto pramongje, bioetanolio gamyboje, mikrobiologiniy

maistiniy terpiy gamyboje ir kt.
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R1

4.1 pav. Gliukoamilaziy imobilizavimo ir krakmolingos Zaliavos hidrolizés procesy principiné aparatiiriné

4.1 lentelé. Principinés technologinés linijos reagenty ir jrenginiy Zyméjimas

schema

Zyméjimas Reagentai

A Natrio alginato milteliy rezervuaras
B Gliukoamilaziy tirpalo rezervuaras
C 0,25 M kalcio chlorido tirpalas

D Krakmolinga zaliava

E Produktas

Zyméjimas Irenginiai

S1, S2, S3 IScentriniai siurbliai

R1,R2 Rezervuarai su maisykle

El Ekstruderis

SK1 Sklendé

T Temperattiros palaikymo prietaisas
pH pH terpés palaikymo prietaisas

M1 Membraninis bioreaktorius
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ISvados

Optimali fermentinés reakcijos temperatira gliukoamilazei yra 60 °C, reakcijos terpés pH verté
—4,5.

Komercinés gliukoamilazés imobilizuotos trimis metodais: kapsuliavimas alginato strukttroje,
sudarant kovalentinius rySius, skersiniais rySiais susititi gliukoamilaziy agregatai. [vertinta, kad
skersiniais rySiais susiliti agregatai pasizymeéjo didZiausiu aktyvumu (84 AV/g). Didziausiu

imobilizacijos efektyvumu (97,9 %) pasizymejo gliukoamilazés prijungtos kovalentiniais rysiai.

Iterpimo ] alginato struktiiras metodu imobilizavimas buvo efektyviausias, kai buvo naudotas 4
% natrio alginato gelis. Kovalentinis imobilizavimas efektyviausias naudojant gliukoamilaziy
18 AV/ml tirpalg, kapsules isSlaikant fermentiniame tirpale 2,5 val., neaktyvuojant kapsuliy
glutaro aldehidu. Skersiniais rySiais susiiiti GLA agregatai buvo aktyviausi, kai imobilizavimui
buvo naudotas 0,8 % glutaro aldehido tirpalas ir 91 AV/ml fermentinis gliukoamilziy tirpala.

Imobilizuoty gliukoamilaziy optimali veikimo temperatira yra 60 °C. Prie 100 °C
termostabilumu pasizyméjo gliukoamilazés jterptos 5 % alginato gelyje ir iSlaike 94,4 %
fermento aktyvumo bei 25 % glutaro aldehidu kovalentiniu rySiu prijungtos gliukoamilazes ir
i8laiké 69,2 % pradinio aktyvumo. Agregatai nepasizyméjo temperatiiriniu stabilumu. Optimali
terpés pH, kurioje imobilizuotos gliukoamilazes veikliausios priklauso nuo imobilizacijos biido:
ikapsuliuotos aktyviausios prie pH 5, kovalentiSkai prijungtos — prie pH 4,5, o fermento
agregatai — prie pH 4. Rugstinéje pH terpéje (pH 2) gliukoamilazés jterptos 5 % alginato gelyje
i8laiké didziausig 93,8 % pradinj aktyvuma, Sarminéje pH terpéje (pH=8) 4 % alginato gelyje
jterptos gliukoamilazés ir iSlaiké 75,3 % fermentinio aktyvumo. Kovalentiniu biidu
imobilizuotos gliukoamilazés pasizymejo pH stabilumu tik riigStinéje terpéje (pH 2) ir i8laike
vidutiniSkai 88,0 % fermentinio aktyvumo. Agregatai, kuriy sudarymui naudojamas 0,5 % ir 2,5
% glutaro aldehidas, pasizymejo pH stabilumu prie pH 2 ir pH 10 ir iSlaiké atitinkamai 81,3 %
ir 54,7 % pradinio aktyvumo. Galima teigti, kad didZiausiu termostabilumu pasizyméjo 5 %
alginato strukttiroje imobilizuotos gliukoamizés, o pH stabilumu pasizymeéjo tiek agregatai, tiek

alginate jterptos gliukoamilazés.

Nustatyti kinetiniai imobilizuoty gliukoamilaziy parametrai. DidZiausiu pradiniu ir maksimaliu
reakcijos grei¢iu (Vo=4,29 uM/min, Vimax=22,9 uM/min) pasizymeéjo gliukoamilaziy agregatai.
Artima laisvo fermento Michaelio konstantos (Km=0,08 uM) verté nustatyta kovalentiskai
imobilizuotoms gliukoamilazéms, kuriy Kwm verte lygi 0,09 uM. Taip pat maza Km verté
nustatyta gliukoamilazéms jkapsuliuotoms alginate, kuriy Km verté 0,15 uM.

Alginato gelyje jterpty gliukoamilaziy aktyvumas per 30 dieny sumazgjo 15 %, lyginant su
pradiniu — laisvyjy gliukoamilaziy aktyvumu. Imobilizuoty gliukoamilaziy kovalentiniu btidu,
kurios buvo neaktyvuotos glutaro aldehido tirpale, aktyvumas sumaZzéjo 69 %, o aktyvuoty
gliukoamilaziy 10 % glutaro aldehido tirpale, aktyvumas sumaz¢jo 40 % 30 dieny eigoje,

lyginant su pradiniu laisvyjy femrmenty aktyvumu. Nors skersiniais rySiais susiiiti agregatai
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pasizymejo didziausiu aktyvumu (84 AV/g), taCiau vertinant imobilizuoto fermento stabiluma
per 30 dieny, didziausig akyvuma iSlaiké kapsulés su jterptomis gliukoamilazémis (85 %

fermentinio aktyvumo)

Krakmolingos zaliavos (kukurizy miltai) hidrolizés metu, naudojant alginato strukttroje
iterptas gliukoamilazes, redukuojanciy sacharidy koncentracija nusistovéjo po 20 minuciy, tuo
tarpu naudojant skersiniais ryS$iais sujungtus agregatus redukuojanciy sacharidy koncentracija
nusistovejo po 15 minuciy, o naudojant kovalentiskai prijungtis fermentus — po 40 minuciy. Po
10 cikly kapsulés su jterptomis gliukoamilazémis islaiké 49,8 % pradinio aktyvumo, agregatai -

3,3 % pradinio aktyvumo, o kovalenti§kai imobilizuotos - 23 % pradinio aktyvumo.
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