CWICZENIE 29. ENZYMATYCZNA INWERSJA SACHAROZY

INSTRUKCJA WYKONANIA

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest poznanie procesu ciggtej produkcji cukru inwertowanego bedacego
mieszaning glukozy i fruktozy. Proces ten prowadzony jest metodg biokatalityczng (na ztozu
zawierajgcym inwertaze drozdzowg) w mikroskali w reaktorach kolumnowych z ciggtym
dozowaniem roztworu substratu. Integralng czescig ¢wiczenia jest wykonanie ztoza zawierajgcego
inwertaze unieruchomiong na zelu alginianowym.

W réznych wariantach éwiczenia osoby wykonujgce badajg wptyw rodzaju katalizatora (jesli
uzywane sg kolumny jonitowe) , temperatury oraz objetosciowego natezenia przyptywu na
wydajnos¢ procesu inwersji sacharozy. W wersji podstawowej detekcja glukozy w mieszaninie
poreakcyjnej odbywa sie metoda spektrofotometryczng (opis metody DNS zawarto na koricu). W
wersji rozbudowanej detekcja glukozy odbywa sie za pomoca wstrzykowej analizy przeptywowej
(Flow Injection Analysis, FIA)

W trakcie laboratorium jedna osoba bedzie odpowiedzialna za proces przebiegajacy w
reaktorach kolumnowych, druga osoba bedzie odpowiedzialna za wyznaczenie krzywej
kalibracyjnej do pomiaru stezenia glukozy a trzecia osoba przygotowuje ztoze zawierajgce
immobilizowany enzym. Uczestnicy laboratorium zobowigzani sg zapoznac sie z przebiegiem
wszystkich prowadzonych doswiadczen (rowniez z informacjami zawartymi w tym skrypcie) -
wyniki eksperymentéw omawiane sg wspdlnie. Studenci beda wypetniali arkusz z wyliczonymi
czynnosciami (zaznaczajac czas ich rozpoczecia i zakoczenia)— kazda czynnosé jest
przyporzgdkowana do konkretnej osoby (strudent A, B, C). Na podstawie tak wypetnionego
arkusza nalezy sporzadzi¢ wykres Gantta (opis sposobu wykonania takiego wykresu jest dotgczony
do Arkusza Wynikow)
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Rysunek 1. Schemat zestawu do prowadzenia reakcji inwersji sacharozy w reaktorach kolumnowych
z unieruchomionym katalizatorem (modut analityczny FIA).



Sprzet Odczynniki

Zestaw reaktorow kolumnowych CEU roztwér sacharozy (stez. 7,6 g/L)
(zestaw zawiera termostat, reaktory, pompe | roztwor CaCl; (stez. 2M)
perystaltyczng, uktad wstrzykowej analizy glukoza

przeptywowej, komputer alginian sodu

z oprogramowaniem) inwertaza drozdzowa lub drozdze
pompa perystaltyczna kwas octowy

Butelki 1L 3 szt. octan sodu

Butelki 100 mL 5 szt.

Zlewki 100 mL 5 szt.

kolba miarowa 0,5 L 1 szt.

pipeta 20,00 mL 1 szt.

pompka do pipety 1 szt.

cylinder 100 mL 1 szt.

cylinder *I500 mL 1 szt.

miniaturowy lejek 1 szt.

zlewka*' 150 mL 1 szt.

zlewka*) 1L 1 szt.

zlewka szklana 1L 1 szt.

zlewka szklana 600 mL 1 szt.

zestaw do sgczenia prozniowego

*sprzet polipropylenowy, uzywany tylko do roztworéw wodnych

Opis obstugi aparatury oraz kolejnos¢ wykonywanych czynnosci — proces przebiegajacy w
reaktorach kolumnowych.

Sporzadzi¢ roztwér sacharozy o stezeniu 4 g L™ (3 L) i doprowadzi¢ pH roztworu do
wartosci 4,8-5,5. Butelki z roztworem odgazowywac przez 5 minut na myjce
ultradzwiekowej.

Zapoznac sie ze schematem przedstawionym na Rysunku 1 oraz oznaczeniami na Rysunku 2.
Sprawdzi¢ ustawienie krandw i przesledzi¢ droge cieczy, poczawszy od naczynia, z ktérego
jest pobierana, przez pompe zasilajgca (3), reaktory (4), zawory sterujace kierunkiem cieczy
pompowanej do reaktoréw i wyptywajacej z reaktoréw (6) az do naczynia odbierajgcego
produkt (Rysunek 2).
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Figure 1 CEU with CEU-3 and CEU-5 options (front view)

1 | On/off switch | 2 | Control console | 3 | Feed pump | 4 | Chemical 5 | Biological reactor* 6 | Reactor input/output
reactors selector valves
7 | T-piece/3-way | 8 | FIA pump** 9 | Optical 10 | FIA valve** 11 | Beaker/holding 12 | Batch optical cell**
valve** flow cell** tube**
13 | Bleed valve 16 | HWC tank * Qption CEU-5, ** Option CEU-3

Rysunek 2. Schemat zestawu do prowadzenia reakcji w uktadzie przeptywowym - widok z przodu: (1) wtacznik
gtéwny; (2) panel sterujacy; (3) pompa perystaltyczna zasilajgca (dozujaca substrat); (4) szklane reaktory
kolumnowe z ptaszczami grzejnymi; (5) trzeci, opcjonalny reaktor z biokatalizatorem; (6) zawory dozujace i
odbierajace; (7) trojdrozny zawor sterujgcy wejsciem do wstrzykowego analizatora przeptywowego (FIA); (8)
pompa dozujgca reagenty i ciecz nosng do FIA; (9) przeptywowa kuweta optyczna; (10) zawér FIA; (11) petla
reakcyjna; (12) kuweta optyczna (tylko wtedy, gdy nie ma zestawu FIA); (13) zawory odpowietrzajgce; (16)
faznia termostatu.

Wtgczy¢ komputer z oprogramowaniem rejestrujgcym parametry procesu.

Zapoznac sie z obstugg panelu sterujgcego (oznaczony jako 2 na Rysunku 2), sposobem
regulacji natezenia objetosciowego przeptywu i innych parametréw procesu. Schemat
panelu sterujacego przedstawiono na Rysunku 3. Upewni¢ sie, ze termostat jest wyfgczony
(TEMPERATURE CONTROL PUMP CIRCULATOR, przetacznik 3 w pozyc;ji ,,0”). Podobnie,
wytgczona powinna by¢ pompa zasilajgca reaktor (FEED PUMP, przetgcznik 7a) i pompa
zasilajaca analizator przeptywowy (FIA PUMP, przetacznik 6a)
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Rysunek 3. (A) Schemat panelu sterujgcego: ekran wyswietlajgcy wartos$¢ absorbancji, rejestrowanej w module
FIA (1); regulator zerowania absorbancji (2); kontroler termostatu (4); wtgcznik termostatu (3); ekran
wyswietlajgcy temperature (5); wiacznik pompy FIA (6a); regulacja szybkosci pompowania FIA (6b); przycisk
maksymalnej predkosci pompowania (6¢); wtgcznik pompy zasilajgcej reaktory (7a); regulacja szybkosci
pompowania (7b); gniazdko wyjscia sygnatu absorbancji (8).

(B) Wyglad ekranu kontrolera termostatu: przyciski umozliwiajgce wprowadzenie zgdanej temperatury (19a-
19¢).

Wigczy¢ zasilanie catego urzadzenia (wtgcznik 1 na Rysunku 2).

Ustawic temperature termostatu: wcisngé lewy przycisk (oznaczony jako 19a na Rysunku 3)
az ukaze sie napis SP (set point), wtedy postugujac sie przyciskami 19b i 19¢c doprowadzic¢
wyswietlang warto$¢ temperatury do wartosci pozadane;j.

Wigczy¢ termostat (przycisk 3 na Rysunku 3).

URUCHOMIENIE REAKTORA

Koncowke wezyka pompy zasilajgcej wtozy¢ do butelki z roztworem sacharozy. Upewnic sie,
ze wezyk dotyka dna butelki i jest nieruchomy. Sprawdzi¢ droznos¢ uktadu (zawor zasilajgcy
reaktor oraz zawér odprowadzajgcy roztwor z reaktora powinny by¢ otwarte). Podstawié
naczynie odbierajgce roztwor produktu. Wtgczy¢é pompe zasilajgcg reaktor. Zanotowac czas.

Osoba wykonujgca krzywgq kalibracyjng powinna wykonac czynnosci z instrukcji zawartej na
koncu , Kolorymetryczne oznaczanie cukrow redukujgcych w reakcji z kwasem 3, 5-
dinitrosalicylowym (metoda DNS)” i w programie Excel wykresli¢ krzywgq kalibracyjng (wykres
absorbancji w funkcji stezenia glukozy).

Wyznaczy¢ natezenie objetosciowe przeptywu roztworu sacharozy zbierajac przez 10 minut
roztwor produktu do cylindra o objetosci 100 mL- odczyta¢ objetosc cieczy i zanotowac
natezenie przeptywu w mL/min.

Po uptywie 20 minut od czasu rozpoczecia dozowania roztworu sacharozy pobra¢ dwie
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probki roztworu wyptywajgcego z kolumny. Probki te zachowac do analizy.

Zmieni¢ temperature prowadzenia procesu (lub inny, wskazany przez prowadzgcego
parametr np. predkos¢ pompowania, wartos¢ pH). Odczekac¢ 20 minut. Pobra¢ dwie prébki
roztworu wyptywajgcego z kolumny. Prébki te zachowac do analizy.

Powtodrzy¢ czynnosci z punktow 12 zmieniajgc temperature procesu, natezenie
objetosciowe przeptywu lub stezenie surowca.

Dokonac¢ analizy zawartosci glukozy w produkcie reakcji wykonujgc czynnosci opisane
w instrukcji ,,Kolorymetryczne oznaczanie cukrow redukujgcych w reakcji z kwasem 3,5-
dinitrosalicylowym (metoda DNS)”dla kazdej zadanej temperatury procesu.

Obliczy¢ stezenie glukozy i wydajnos¢ procesu inwersji dla danej temperatury i natezenia
przeptywu. Wyniki przedstawi¢ w postaci:

RODZAJ KATALIZATORA:
TEMPERATURA REAKCII:
NATEZENIE OBJETOSCIOWE PRZEPLYWU:

PRZYCHOD ROZCHOD
[g/godz] [g/godz]
sacharoza
glukoza
wydajnosé:

Po ostatnim odbiorze produktu bioreaktor przeptuka¢ wodg destylowang.

Do opisu ¢wiczenia zatgczy¢ krzywg kalibracyjng, odczytane wartosci absorbanc;ji i obliczone
stezenie glukozy przy okreslonych warunkach reakcji. Sporzadzi¢ bilans materiatowy dla
jednej godziny ruchu ciggtego dla réznych warunkéw prowadzenia procesu. Obliczy¢
wydajnosci dla jednej godziny ruchu ciggtego.



Immobilizacja biokatalizatoréw w alginianie wapnia.

Jedng z technik unieruchamiania enzyméw lub catych komadrek jest ich immobilizacja w
sieci tworzonej przez polimer (czynnik sieciujgcy). W trakcie tego ¢wiczenia inwertaza jest u
nieruchomiona w alginianie wapnia (soli kwasu alginowego). Kwas alginowy jest liniowym
polimerem, ztozonym z monomeréw kwasu D-mannuronowego i L-guluronowego, pofgczonych
wigzaniem B-1-4 glikozydowym (Rysunek 5). W obecnosci jonéw dwuwartosciowych (w tym jonéw
wapnia) nastepuje wytracanie alginianu wapnia z jednoczesnym sieciowaniem tego polimeru,
prowadzacym do utworzenia tréjwymiarowego zelu, w ktéorym moga zosta¢ uwiezione czgsteczki
enzymow badz cate komorki. Metoda ta jest szeroko stosowana, poniewaz nie prowadzi do
uszkodzenia immobilizowanych biokatalizatoréow. Przy uzyciu alginianu wapnia otrzymuje sie ztoza,
ktorymi wypetnia sie bioreaktory. Ponadto, alginian jest powszechnie uzywany w produkc;ji tzw.
»Sztucznych nasion”, czyli zarodkéw somatycznych ukrytych w ochronnej kapsutce zbudowane;j z
polimeru.

Proces unieruchamiania biokatalizatoréw w alginianie wapnia polega na wymieszaniu
materiatu biologicznego z ptynnym alginianem sodu, a nastepnie wkropleniu otrzymanej zawiesiny
do roztworu zawierajgcego jony wapnia.
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Rysunek 5. Kwas alginowy — liniowy polimer bedacy sktadnikiem $cian komadrkowych alg.
Instrukcja sporzadzenia ztoza zawierajgcego immobilizowany enzym.

UWAGA: kazda grupa ¢wiczeniowa korzysta z preparatu przygotowanego przez poprzednig grupe
studencka (¢wiczenie rozpoczyna sie od czynnosci opisanych punktami 6-7, natomiast w trakcie
¢wiczenia nalezy przygotowac preparat dla nastepnej grupy, wykonujac czynnosci z punktow 1-5).

Rozpusci¢ 0,5 g inwertazy w 300 mL wody destylowanej, delikatnie mieszajgc na mieszadle
magnetycznym.

Do roztworu inwertazy doda¢ 15 g alginianu sodowego — miesza¢ az do uzyskania
jednorodnego, metnego roztworu (ok. jedng godzine ).

Na mieszadle magnetycznym ustawic zlewke 1 L, nala¢ 500 mL 0,2 M roztworu CaCl,,
zmontowac uktad do wkraplania alginianu (wezyk z pompy perystaltycznej powinien by¢
ok. 20 cm ponad lustrem cieczy).

Rozpoczgé powolne wkraplanie roztworu alginianu sodu zawierajgcego inwertaze do
roztworu chlorku wapnia. Obserwowac wytracanie sie peretek alginianu wapnia.

Po zakonczonym wkraplaniu pozostawic¢ zawiesine na jeden dzien.

Zdekantowac roztwor CaCl,. Dwukrotnie zala¢ peretki alginianu (zawierajgcego
unieruchomiong inwertaze) wodg destylowang (2 x500 mL), odsgczy¢.

Napetni¢ bioreaktor kolumnowy ztozem zawierajgcym immobilizowang inwertaze,
uzupetni¢ wodg destylowang, a nastepnie rozpoczg¢ przeptukiwanie ztoza wodg
destylowana. Dalej postepowac jak w instrukcji dotyczgcej pracy na reaktorach
przeptywowych.



Kolorymetryczne oznaczanie cukrow redukujacych
w reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (metoda DNS)

Sprzet Odczynniki

probowki roztwor DNS o nastepujgcym sktadzie:
kolbki miarowe 25 mL 4 szt. kwas dinitrosalicylowy 1,0g
Zlewki 50 mL 3 szt. Na,SO; 50 mg

kolba miarowa 100 mL 1 szt. NaOH 10¢g
pipeta 20,00 mL 1 szt. dopetni¢ wodg do objetosci 100 mL
pipeta 5,00 mL 1 szt.

pompka do pipety 1 szt. ponadto

mikropipeta 0,1-1,0 mL 1 szt. roztwor sacharozy (stez. 2 g/L)
miniaturowy lejek 1 szt. fruktoza

kuwetka szklana glukoza

spektrofotometr winian sodu (roztwor 15%)

I. Wykonanie krzywej wzorcowej

1.
2.
3.

Sporzadzi¢ 100 mL roztworu sacharozy o stezeniu 2 g/L (roztwér A).
Sporzadzi¢ 100 mL roztworu zawierajgcego 1g/L glukozy i 1 g/L fruktozy (roztwor B).
Postugujac sie kolbkami miarowymi (o pojemnosci 25 mL) przygotowac roztwory zawierajace:
Al)  80% roztworu A i 20% roztworu B
A2)  60% roztworu A i 40% roztworu B
A3)  40% roztworu A i 60% roztworu B
A4) 20% roztworu A i 80% roztworu B
Obliczy¢ zawartos$¢ sacharozy, glukozy i fruktozy w kazdym z w.w. roztworow.

. Do szesciu matych oznakowanych probowek wla¢ kolejno po 1,00 mL kazdego z roztwordéw A,

A1-A4, B wymienionych w punktach 1-3.

. Do kazdej probéwki dodac¢ po 1,00 mL roztworu DNS i wymieszac zawartos¢.
. Probowki przykry¢ folig aluminiowag lub wacikiem i wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze

90°C na 10-15 minut.

. Po wyjeciu z tazni wodnej ostudzi¢ i doda¢ po 1 mL wodnego roztworu winianu sodu.
. Dokona¢ pomiaru absorbancji w dtugosci fali 575 nm.
. Wykresli¢ krzywa wzorcowa: zmiane absorbancji w funkcji sumy zawartosci glukozy i fruktozy.

Obliczy¢ wspotczynnik nachylenia i wartos¢ przeciecia krzywej kalibracyjnej metoda
najmniejszych kwadratow.

Wykonanie oznaczen

10. W celu dokonania pomiarow stezenia glukozy i fruktozy otrzymanych w reaktorach

przeptywowych zawierajgcych ztoze chemiczne oraz ztoze enzymatyczne, nalezy (po ustaleniu
stanu stacjonarnego w ruchy ciggtym) pobrac probki o objetosci kilku mililitrow.

11. Z kazdej probki pobrac do analizy po 1,00 mL roztworu i postepowac analogicznie jak w

punktach 5-8.

12. Odczytang wartos¢ absorbancji (575 nm) przeliczyé na zawartos¢ glukozy i fruktozy.



KOLEJNOSC CZYNNOSCI CWICZENIA 29 (biokatalizatory)

Prosze o zaznaczanie (v) wykonanych czynnosci oraz o wpisanie czasu ich rozpoczecia i zakoriczenia

Ip. Czynnosci do wykonania student CZAS

wykonujacy Start Stop

Zapoznanie sie z obstugg aparatury A 9:30 [9:40

Witaczenie zasilania aparatu i komputera.

Sprawdzenie szczelnosci

Pomiar objetosci wtasciwej ztoza z unieruchomionym biokatalizatorem

Przygotowanie roztworu glukozy

AUV W[N]
> Oojwm > >

Zatadowanie reaktora ztozem immobilizowanego enzymu

uwaga: w tym czasie student B wykonuje czynnosci z punktow 19-22 a
student C wykonuje czynnosci z pkt. 23-27

>

7 | Uruchomienie reaktora: nastawienie przeptywu P, i temperatury T,
(w innej wersji zamiast temperatury moze byc¢ zmienione pH lub
nateZenie przeptywu dozowanego roztworu)

8 | Rozruch min. 20 min.

9 | Pomiar predkosci pompowania

10 | Dwukrotny pobdr 20 mL prébki z reaktora.

11 | Zmiana temperatury na T,, rozruch min. 20 min.

12 | Dwukrotny pobdr 20 mL prébki z reaktora.

13 | Powtdrzenie czynnosci z pkt 11-12 (dla temperatury Ts).

14 | Powtdrzenie czynnosci z pkt 11-12 (dla temperatury T,).

Przeptukiwanie ztoza woda,

15 | Wytgczenie termostatu

16 | Przygotowanie prébek do oznaczen zawartosci glukozy (wg instrukcji)

17 | Dozowanie DNS, inkubacja prébek

18 | Studzenie prébek i pomiar absorbancji.

19 | Zmontowanie zestawu do immobilizacji enzymu

20 | Przygotowanie roztworu enzymu w alginianie sodu

21 | Wytracanie immobilizowanego enzymu w roztworze Cacl,

22 | Demontaz zestawu do immobilizacji, mycie szkta.

23 | Przygotowanie roztworéw wzorcowych do krzywej kalibracyjnej

24 | Dozowanie DNS, inkubacja roztwordéw standardowych

25 | Studzenie prébek i pomiar absorbancji

Nnlolo|jlojm @@ O|O|oO|> D> > > > P> > D>

27 | Wykreslenie krzywej kalibracyjnej

28 | Obliczenie zawartosci glukozy w roztworze poreakcyjnym

>
@

29 | Mycie szkfa. A,B

30 | Rozliczenie szkta i sprzetu. wszyscy

31 | Wypetnienie arkusza wynikow. wszyscy

32 | Sprawdzenie pokoju wagowego. wszyscy 12:55 | 13:00




imie i nazwisko

CWICZENIE NR 29 - ARKUSZ WYNIKOW

(Biokatalizatory i ich zastosowanie w przemysle)

parametry prowadzenia procesu

objetos¢ bioreaktora cm?®
objetos¢ witasciwa biokatalizatora %
nastawa pompy zasilajgcej -
predkos¢ przeptywu cm’/godz
stezenie roztworu sacharozy g/L
Wykonanie krzywej kalibracyjnej
masa nawazki glukoza (G) : mg, fruktoza (F): mg, objetos¢: ......... cm’®
nr prébki stez. G+F absorbancja
g/L
1
2
3
4
5
6
rownanie krzywej kalibracyjnej:
Pomiary stezenia glukozy i fruktozy
Temperatura probka 1 prébka 2
Absorbancja Stezenie Absorbancja Stezenie

podpis asystenta:



Opis do ¢wiczenia powinien zawieraé:

1.
2.
a.
b.
C.

Cel ¢wiczenia

Opis eksperymentu zawierajacy

opis wykonywanych czynnosci oraz warunki i parametry prowadzenia procesu

wyniki pomiaréw (arkusz wynikéw)

krzywa kalibracyjng, odczytane wartosci absorbancji i obliczone stezenie glukozy przy

okreslonych warunkach reakgji.

™ O oL VO T A~ O TOTOW

. Opracowanie wynikoéw - w tym:

. réwnania reakcji

. rachunkowe opracowanie otrzymanych wynikéw

. bilans materiatowy dla 1 godz. ruchu ciggtego dla réznych warunkéw prowadzenia procesu
. wykres Gantta (wg zasad zamieszczonych ponizej)

. Dyskusje otrzymanych wynikoéw.

. wydajnos¢ procesu dla jednej godziny ruchu ciagtego

. Zrodfa btedow

. obliczenie parametrow kinetycznych reakcji (state szybkosci, energia aktywacji)
. Wnioski. W szczegdlnosci nalezy skomentowaé:

. wady i zalety procesu

. strone ekonomiczng procesu

. strone ekologiczng (poréwnanie z innymi metodami przemystowymi)

. czy cel ¢wiczenia zostat osiggniety.
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Instrukcja wykonania wykresu Gantta
Wykres Gantta jest diagramem dwuwymiarowym stanowigcym metode wizualnego opisu projektu.

Na prawidtowo wykonanym wykresie mozna szynko odczytac podziat projektu na zadania oraz ich rozplanowanie w czasie (czasy rozpoczecia i
zakonczenia dziatan, ich czas trwania, kolejnos$¢, nastepstwo). Wykres Gantta moze by¢ wykonany odrecznie (na papierze milimetrowym) lub
komputerowo. Zawsze konieczne jest jednoznaczne okreslenie przedziatéw czasowych. Wykres wykonywany jest na podstawie arkusza, w ktérym
zanotowano poczatek i koniec kazdej czynnosci:

nazwa czynnosci poczatek koniec
A 8:30 8:45
B 8:35 8:45
N 12:25 12:50
0 12:50 13:00

Na osi rzednych prosze umiesci¢ nazwy czynnosci a na osi odcietych skale czasu (np. godziny z podzialem na minuty, kwadranse itp):

CZYNNOSC 8:00 11:30 12:00 12:30 13:00
A
B
c
D
E
F
G
H
[
J
K -
L
M ]
N
0
13:00 13:30 14:00 14:30 15:00 15:30 16:00 16:30 17:00 17:30 18:00




