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OPTYMALIZACJA PROCESU IMMOBILIZACJI KOMOREK
Saccharomyces cerevisiae W ZELU ALGINIANOWYM

OPTIMIZATION OF IMMOBILIZATION
OF Saccharomyces cerevisiae CELL IN THE ALGINATE GEL

Abstrakt: Celem prezentowanych badaéyta ocena wptywu dwuwardoiowych kationéw wapnia, magnezu
i baru, na zdoln& sieciowaniazelu alginianowego, stosowanego do unieruchamiaoradkek Saccharomyces
cerevisiag oraz oznaczenie aktyw§w enzymatycznej dehydrogenazy bursztynianowej wnailizowanych
komérkach. Do immobilizacji koméreRaccharomyces cerevisiag/korzystywano zawiesinkomérek dradzy
w alginianie sodu, ktéry naginie zelowano roztworami chlorku wapnia (2, 5, 10 i 30@)lorku baru (1, 2, 3, 4
i 5%) oraz chlorku magnezu (5%). Aktywitodehydrogenazy bursztynianowej badano spektrofdiyomie

i mierzono za pomagilosci zredukowanego bkitu metylenowego (sztuczny akceptor elektronéwzyskane
wyniki ujawnity, ze zaréwno stenie, jak i rodzaj stosowanych jondw maistotny wplyw na stopie
usieciowaniazelu alginianowego i w konsekwencji na aktywéiocenzymatycza SDH w unieruchomionych
komoérkach. Spa6d zastosowanych kationéw metali zdolne do sieaita alginianu byly jony wapnia i baru.
Ponadto okazafo gize kationy baru charakteryzugic silniejszym powinowactwem do alginianu, gasilniej
usieciowany zel alginianowy. Wykazanoze zbyt silne usieciowane alginianu #80ogranicz& wymiare
substancji midzy zelem alginianowym a roztworem mieszaniny reakcyjnej konsekwenciji, zaburzgprzebieg
reakcji enzymatycznej.

Stowa kluczowe:immobilizacja komorekzel alginianowy

Wstep

Mikroorganizmy g szeroko stosowane w biotechnologicznej produkcjelw
surowcow, m.in.zywnosci, lekdw, szczepionek czyrodkéw ochrony rélin. Coraz
popularniejsze staje eswykorzystywanie w tych procesach komérek unierusiomych.
Unieruchamianie komérek (immobilizacja) to procesolegajcy ha wjzaniu
drobnoustrojéw z nmikiem w celu ograniczenia ich swobodnego ruchu yprz
jednoczesnym zapewnieniu im dgst do skladnikéw adywczych i odptywu produktow
przemiany. Wykorzystanie komérek immobilizowanycla miele zalet w poréwnaniu
z zastosowaniem w procesach komorek wolnycledEdr innymi pozwala na prowadzenie
procesu w sposob agty, tatwiejsze odzyskanie produktu z mieszaninykoyjnej,
ograniczenie zaka&n mikrobiologicznych, a w konsekwencji zkiszenie wydajneci
procesu i ograniczenie jego kosztow [1]. Unieructmra komérki znalazly zastosowanie
w medycynie [2], w przenfje spaywczym [3, 4] czy w ocenie skaniasrodowiska [5].

Istnieje wiele metod immobilizacji. Najegciej stosuje si [1]:

e unieruchomienie na powierzchnidmika,
e unieruchomienie wewtrz nasnika,
* unieruchomienie bez Anika.
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Najpopularniejszym naturalnym émkiem do unieruchamiania komérek alginiany,
polisacharydy otrzymywane zeian komérkowych morskich brunatnic, gtéwnie z rajge
Macrocystis Fucus Laminaria, Eklonia, Ascophyllumoraz Pelvetig lub produkowane
pozakomérkowo przez bakterie z rodzajdzotobacter i Pseudomonas [6-8].
W biotechnologii i przemile wykorzystuje si gtéwnie sél sodow alginianu [8].
Czasteczka alginianu jest liniowym kopolimerem, zdaym z reszt kwasn-mannurowego
(monomer M) i L-guluronowego (monomer G) pokonych wjzaniem
B-1,4-glikozydowym. Monomery w alginianie wone § w bloki zbudowane wyktznie
z reszt kwasu guluronowego (GGGGG) lub mannurow@gMMMM) oraz mieszane
(GMGMG) [9, 10]. Struktura alginianu, wynikgja z zawartéci poszczego6inych
monomerdw i dlugéci blokéw, zaley od gatunku, rodzaju tkanki i pochodzenia
geograficznego glondw, i istotnie determinuje jegasciwosci jako ndnika [8, 9].
Wzajemne oddziatywanie alginianu z dwu- lub wielowwéciowymi kationami prowadzi
do tworzeniazeli, przy czym w procesie uczestnigedynie homopolimerowe bloki G. Do
zelowania (sieciowania) alginianu najéziej stosuje si jony wapniowe (C%), jednak
proces ten mma réwnie przeprowadd przy wyciu innych jonéw metali, takich jak:
otéw, mied;, kadm, bar, kobalt, stront, cynk, nikiel, mangaglazo i glin [8, 10]. Gtowa
zale putapkowania komérek w alginianie wapnia jest t#s i niskie koszty procesu,
a take nietoksyczn& i wysoka stabilné mechanicznaeli [11].

Dehydrogenaza bursztynianowa (SDH), znana rd&wnj@ko kompleks Il lub
oksydoreduktaza bursztynian-ubichinon, to enzym esgicacy w produkcii,
w warunkach tlenowych, energii w komérkach eukagahych oraz prokariotycznych. Jest
jednym z enzyméw bigcych udziat w cyklu kwaséw tréjkarboksylowych - &bzuje
reakcg utleniania bursztynianu do fumaranu, z jednoczesadukchp dinukleotydu
flawinoadeninowego (FAD). FAD stanowi gruprostetyczg enzymu i jest z nimdcisle
powigzany. Dwa elektrony pochogize z kompleksu dehydrogenaza bursztynianowa -
zredukowany dinukleotyd flawinoadeninowy (SDH - FHAP s3 nastpnie przenoszone na
ubichinon. Dehydrogenaza bursztynianowa wmia st spcgrod pozostatych enzymow
cyklu kwasow trdjkarboksylowych, gdyjako jedyna jest integralnym sktadnikiem
wewretrznej btony mitochondrialnej [12, 13].

Dehydrogenaza bursztynianowa przenosi wodory rie tga fizjologiczny akceptor,
ktorym jest FAD, lecz réwnie na niefizjologiczne (sztuczne) akceptory, takik ja
2,6-dichlorofenoloindofenol (DCIP), sole tetrazalio czy békit metylenowy [12, 14]. Fakt
ten jest wykorzystywany w badaniach dogmzh aktywndci enzymatycznej
dehydrogenazy bursztynianowej. W niniejszej pragraraktywndgci enzymatycznej SDH
byta zmiana zabarwienia diitu metylenowego, ktéry w postaci utlenionej jegtbieski,
za&$ w postaci zredukowanej (po pragkeniu wodorow) jest bezbarwny (biel metylenowa).

Dehydrogenaza bursztynianowa jest stosowana jakorkema enzymatyczny
mitochondriéw, pozwala oké&aé poziom aktywnéci cyklu kwasoéw tréjkarboksylowych
i tancucha oddechowego oraz daje Ah@os$¢ wykrywania zaburze w przebiegu tych
procesoéw [15, 16]. Badanie aktywdwd SDH jest wykorzystywane réwniew ocenie
zywotnasci drozdzy stosowanych w procesach biotechnologicznych [14].

Celem bada byta ocena wplywu dwuwardoiowych kationéw wapnia, magnezu
i baru na zdoln@ sieciowaniazelu alginianowego stosowanego do unieruchamiania
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komorek Saccharomyces cerevisia@raz oznaczenie aktywfm enzymatycznej
dehydrogenazy bursztynianowej w immobilizowanycmikokach.

Materialy i metody badan
Unieruchamianie komérek Saccharomyces cerevisizawalginianowym

Do immobilizacji komérekSaccharomyces cerevisiagykorzystywano 2% wodny
roztwér alginianu sodu (Carl Roth), w ktorym zaw@so komorki S. cerevisiae
w proporcji 1 g na 4 ciroztworu alginianu. Nagpnie za pomog strzykawki pobierano
8 cnt zawiesiny komérek w alginianie i wkraplano do zkewawierajcej 50 cri roztworu
soli sieciugcej. Dozelowania alginianu (sieciowania) stosowano roztwehorku wapnia
o stzeniach 2, 5, 10 i 30%, chlorku baru ezstniach 1, 2, 3, 4 i 5% oraz chlorku magnezu
0 stzeniu 5%. Powstage kulki zelu alginianowego z unieruchomionymi komorkami
kondycjonowano w roztworach soli przez 15 minutnhastpnie odgczano na lejku
Blchnera i przemywano trzykrotnie wpddemineralizowapy w celu usunicia
z powierzchni kulek niezwzanych komoérek [17 - zmodyfikowana]. Dlazk@go s¢zenia
soli przygotowywano kulkizelu alginianowego z unieruchomionymi komoérkami waai
powtdrzeniach.

Badanie aktywnszi dehydrogenazy bursztynianowej w unieruchomiogehdrkach
Saccharomyces cerevisiae

W celu zbadania aktywidoi dehydrogenazy bursztynianowej w unieruchomionych
komérkach S. cerevisiae sporadzono mieszanin reakcyjpy o  skladzie:
10 cni 0,1 M buforu fosforanowego o pH 6,0, 1 T80 mM bursztynianu sodu,
3 cnt 0,16 mM bekitu metylenowego i 31 ciwody demineralizowanej. Dokonywano
pomiaru absorbancji mieszaniny reakcyjnej przy déggfali A = 664 nm (maksimum
absorbancji l@kitu metylenowego wyznaczone d@dadczalnie) wobec wody w celu
okreslenia pocatkowego sgzenia bkitu metylenowego w mieszaninie (préba kontrolna).
Nastpnie do kolbek zawierafych mieszanign reakcyjm wprowadzono kulkizelu
alginianowego z unieruchomionymi komorkasi cerevisiaé inkubowano w tani wodnej
przez 120 min w temperaturze 37°C. Po tym czasiomipwano ponownego pomiaru
wartasci absorbancji mieszaniny reakcyjnej przy digjofali A = 664 nm w celu
oznaczenia stenia kaicowego b¢kitu metylenowego w mieszaninie reakcyjnejeZgnie
pocztkowe i kaacowe bekitu metylenowego w mieszaninie reakcyjnej oznaozaa
pomog rownania krzywej standardowej, opistgj zalenos¢ wartasci absorbanciji od
stezenia bekitu metylenowego (0-0,04 mM). Pomiary spektrofotngczne wykonywano
za pomog spektrofotometru UV/VIS UV-2601 (RayLeigh).

Mikroskopowa ocena struktury Zébaglinianowego z unieruchomionymi komaérkami
Saccharomyces cerevisiae

Kulki zelu alginianowego po reakcji wygjano z mieszaniny reakcyjnej i zamaao
w temperaturze —20°C, a ngshie za pomag mikrotomu mraeniowego (Leica, CM
1100) krojono na skrawki o grubm 20 um. Skrawki umieszczano na szkietku
podstawowym i obserwowano pod mikroskopametinym (Olympus, BX 41).
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Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej men@q testu t-Studenta oraz
jednoczynnikowej analizie wariancji (ANOVA) przyzyciu programu Microsoft Excel,
przyjmujac wyniki za istotne statystycznie na poziomie 0,05.

Wyniki

Whplyw s¢zenia chlorku wapnia na aktywswdehydrogenazy bursztynianowej
w immobilizowanych komorkach Saccharomyces ceaevisi

Pierwszym etapem pracy byta ocena aktysenadehydrogenazy bursztynianowe;j
w immobilizowanych komdrkactBaccharomyces cerevisiag zalenosci od stzenia
chlorku wapnia stosowanego do sieciowan&u alginianowego. Aktywnid enzymu
wyrazano za pomag ilosci zredukowanego bEkitu metylenowego w czasie 120 minut,
obecnego w mieszaninie reakcyjnej. Najezs aktywna¢ dehydrogenaza bursztynianowa
wykazywata w komérkachS. cerevisiaeimmobilizowanych w zelu alginianowym
sieciowanym za pom@c5% roztworu chlorku wapnia. B8z aktywnaé¢ wykazywat
enzym w komérkach unieruchomionychzelu alginianowym za pomac i 10% roztworu
chlorku wapnia, a naj#sz; - gdy do sieciowania zastosowano roztwor solicaestiu 30%

(rys. 1).
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Rys. 1. llé¢ zredukowanego bkitu metylenowego w czasie 120 minut przez dehyenag bursztynianowy
w immobilizowanych komérkaclBaccharomyces cerevisiae zaleznosci od stzenia chlorku wapnia
stosowanego do sieciowanialu alginianowego. Riice istotne statystycznie na pozionge= 0,031
(ANOVA)

Fig. 1. The reduced amount of methylene blue inh#futes by a succinate dehydrogenase in immotilizads
of Saccharomyces cerevisiakepending on the concentration of calcium chlotided to crosslink the
alginate gel. Statistically significant differencasthe level op = 0.031 (ANOVA)
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Wplyw czynnikdw sieciggychzel alginianowy na aktywré dehydrogenazy
bursztynianowej w immobilizowanych komoérkach Samrhgces cerevisiae

Kolejnym etapem prezentowanych badeyta ocena wptywu czynnikéw siecigjych
alginian na aktywnéei dehydrogenazy bursztynianowej w immobilizowanych
komérkach Saccharomyces cerevisiaBo sieciowania alginianu zastosowano roztwory
trzech soli: chlorku wapnia, chlorku magnezu i ckilobaru, wszystkie o &teniu 5%,
poniewa takie stzenie chlorku wapnia okazato¢sioptymalne dla aktywrici SDH
w immobilizowanych komorkach.

W wyniku sieciowania alginianu roztworem chlorkupméa i roztworem chlorku baru
otrzymywano zel alginianowy w formie kulek o podobnej wieladd. W przypadku
roztworu chlorku magnezu uzyskiwanel alginianowy w postaci dyskéw, ktore po
krotkim czasie ulegaly rozpadowi, co wskazuje, zastosowanie tej soli nie powoduje
sieciowania alginianu.
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Rys. 2. llé¢ zredukowanego bkitu metylenowego w czasie 120 minut przez dehyeineg bursztynianow
w immobilizowanych komérkaclaccharomyces cerevisiae zaleznosci od rodzaju soli stosowanej do
sieciowaniazelu alginianowego. Stosowano roztwory soli @zehiu 5%. Ranice istotne statystycznie na
poziomiep = 0,001 (ANOVA)

Fig. 2. The reduced amount of methylene blue inrhffutes by succinate dehydrogenase in immobiliztid of
Saccharomyces cerevisidepending on the type of the salt used for criogsalg of the alginate gel. Salt
solutions were used at a concentration of 5%. Sidily significant differences at the levelpf 0.001
(ANOVA)

Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej, podobnie jak w pegnim
doswiadczeniu, wyraano za pomagilosci zredukowanego bkitu metylenowego w czasie
120 minut, skladnika mieszaniny reakcyjnej. Reakg#alizowana przez dehydrogenaz
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bursztynianow w komérkachS. cerevisiaeimmobilizowanych wzelu alginianowym
sieciowanym za poma@cchlorku wapnia i chlorku baru, powodowata redgkbjekitu
metylenowego do bezbarwnej bieli metylenowej. Jedmaaobserwowanage aktywnadé
SDH w immobilizowanych komoérkach welu alginianowym sieciowanym roztworem
chlorku wapnia byta niemal trzykrotnie eksza w poréwnaniu z aktywlcia enzymu
w komorkach unieruchomionych welu alginianowym sieciowanym roztworem chlorku
baru (rys. 2). Mana zatem wysut przypuszczenieze jony baru wykazuj wicksze
powinowactwo do alginianu hjony wapnia, mocniej siecigijalginian, co w konsekwencji
ogranicza dogp enzymu do substratu i ,sztucznego” akceptora.

Whplyw s¢zenia chlorku baru na aktywgé dehydrogenazy bursztynianowej
w immobilizowanych komérkach Saccharomyces ceagvisi

Otrzymane wyniki dotycce aktywndéci dehydrogenazy bursztynianowej
w komorkachS. cerevisiaeunieruchomionych wzelu alginianowym sieciowanym 5%
chlorkiem baru sktonity do zbadania aktywnbenzymu w komérkach unieruchomionych
w zelu sieciowanym roztworami tej soli ozezych s¢zeniach. W tym celu do sieciowania
alginianu zastosowano roztwory chlorku baruggestiach 1, 2, 3, 4 i 5%.
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Rys. 3.Srednia ilgé zredukowanego bkitu metylenowego w czasie 120 minut przez dehyenog
bursztynianow w immobilizowanych komérkacl$accharomyces cerevisiae zalenosci od stzenia
chlorku baru stosowanego do sieciowaigu alginianowego. Raiice istotne statystycznie na poziomie
p < 0,001 (ANOVA)

Fig. 3. The average reduced amount of methylene lfidu 120 minutes by a succinate dehydrogenase in
immobilized cells ofSaccharomyces cerevisidepending on the concentration of barium chlotised to
crosslink the alginate gel. Statistically significaifferences at the level pf< 0.001 (ANOVA)



Optymalizacja procesu immobilizacji komér8kccharomyces cerevisimezelu alginianowym 295

Zaobserwowano, ze aktywnd¢ SDH, wyraona stopniem redukcji ¢Hitu
metylenowego obecnego w mieszaninie reakcyjneja byhjwiksza w komérkach
immobilizowanych w zelu alginianowym sieciowanym 1% roztworem chlorkarib
i stopniowo spadata wraz ze wzrosterzeshia roztworu soli (rys. 3). Uzyskany wynik
pozwala przypuszcZaze wraz ze wzrostemegenia roztwordw soli nagbuje silniejsze
usieciowaniezelu alginianowego i w konsekwencji mniejszy épsénzymu do substratéw.

Mikroskopowa ocena struktugglu alginianowego z unieruchomionymi komérkami
Saccharomyces cerevisiae

W celu zweryfikowania hipotezy o silniejszym powivactwie jonéw baru do
alginianu w poréwnaniu do jonéw wapnia dokonywanbserwacji mikroskopowej
skrawkéw mraeniowych kulekzelu alginianowego (rys. 4).

Na obrazach mikroskopowych wyrde wida roznice w strukturze kulki zelu
alginianowego z unieruchomionymi komérka8i cerevisiaav zaleznosci od wytej soli.
Sieciowanie alginianiu sodu przyyciu 5% roztworu chlorku baru spowodowatestsze
usieciowanie polimeru i otrzymanie zwartej strulgtup mniejszej licznie poréw
wypetnionych roztworem i komorkami.

Rdéznice w strukturze mikroskopowejelu alginianowego wskazyjna przyczyn
trzykrotnie mniejszej aktywrioi dehydrogenazy bursztynianowej w komoérkachzdzg
immobilizowanych wzelu alginianowym sieciowanym przyyciu 5% roztworu chlorku
baru w poréwnaniu do aktywio enzymu w komoérkach unieruchomionych elu
sieciowanym 5% roztworem chlorku wapniasze usieciowane alginianu z pevcig
ogranicza wymiag substancji midzy zelem alginianowym a roztworem mieszaniny
reakcyjnej i w konsekwencjigdzie miato wptyw na przebieg reakcji enzymatycznej.

a)

Rys. 4. Obraz mikroskopowy skrawka meaiowegozelu alginianowego sieciowanego 5% roztworem chlorku
wapnia (A) i 5% roztworem chlorku baru (B), pow. 4x

Fig. 4. Microscope image of freezing slide of afgan gel cross-linked by 5% solution of calcium cide (A)
and 5% solution by barium chloride (B), magn. 4x
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Podsumowanie i wnioski

W prezentowanych badaniach oceniano wpltyw dwuweitavych kationéw wapnia,
magnezu i baru na stopie usieciowania zelu alginianowego, stosowanego do
unieruchamiania komérekSaccharomyces cerevisjaeoraz o0znaczano aktyw$o
enzymatycza dehydrogenazy bursztynianowej w immobilizowanycltomiérkach.
Uzyskane wyniki ujawnity,ze zaréwno sgtenie, jak i rodzaj stosowanych jonéw maj
istotny wptyw na stopie usieciowaniaelu alginianowego i w konsekwencji na aktywéo
enzymatycza SDH w unieruchomionych komorkach.

Spardd zastosowanych kationéw metali zdolne do sieafa alginianu bylty jony
wapnia i baru, podczas gdy takich ¥davosci nie wykazywaty jony magnezu. Ponadto
okazalo sj, ze kationy wapnia i baru charakteryzigic odmiennym powinowactwem do
alginianu. Jony baru dajzel bardziej usieciowany w poréwnaniu delu otrzymanego
podczas sieciowania jonami wapnia. Potwierdzitaztmcaco nizsza aktywné SDH
w komérkach S. cerevisiae immobilizowanych w zelu sieciowanym jonami baru
w poréwnaniu do aktywri@i oznaczonej w komérkach unieruchomionych 2elu
alginianowym za pomacchlorku wapnia. Wynika to prawdopodobnie z ograoiego
w tych warunkach dogbu enzymu do substratéw, co w§j#ta obserwowana zwarta
strukturazelu widoczna w obrazach mikroskopowych skrawkéw aeniowych badanych
zeli. Dodatkowo badania ujawnityze spéréd stzen chlorku wapnia stosowanego do
sieciowania alginianu (2, 5, 10, 30%) optymalne dlgywndci SDH okazalo si
sieciowanie alginianu za pompb% roztworu soli. Zastosowanie do sieciowaniaragiu
10 i 30% roztwor6éw chlorku wapnia wynasie powodowato spadek aktywsmd SDH
w unieruchomionych komoérkach. Podaltendencj stwierdzano, badag aktywna¢ SDH
w komérkach Scerevisiaeunieruchomionych wzelu sieciowanym chlorkiem baru, im
wyzsze sgzenie zastosowanego roztworu soli, tymsaa aktywné¢ enzymu. Pozwala to
na sformutowanie wnioskuze zbyt silne usieciowanie alginianu ogranicza wymia
substancji midzy zelem alginianowym a roztworem mieszaniny reakcyjnej
i w konsekwenciji zaburza przebieg reakcji enzynmateg.
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OPTIMIZATION OF IMMOBILIZATION
OF Saccharomyces cerevisiae CELL IN THE ALGINATE GEL

Chair of Biotechnology and Molecular Biology, Unisiy of Opole

Abstract: The aim of this study was to evaluate the efféadigalent cations, calcium, magnesium and barium,
for the ability to crosslink the alginate gel. Thlginate gel was used to immobilize cells Sdccharomyces
cerevisiae The enzymatic activity of succinate dehydrogenasethe immobilized cells was determined.
A suspension of yeast cells in sodium alginate, gelation by solutions of calcium chloride (2, B, dnd 30%),
barium chloride (1, 2, 3, 4, and 5%) and magnesthiaride (5%). Succinate dehydrogenase activity teated
spectrophotometrically and measured using a redarezlint of methylene blue (an artificial electrazeptor).
The results revealed that both the concentratiah tgpe of ions employed are important to the degrke
cross-linking of the alginate gel and consequemntiyhe enzymatic activity of the SDH immobilizedlseAmong
the used metal cations capable of crosslinkingaljmate are calcium and barium. It was also shtven the
barium cations have a stronger affinity for therade, to give highly crosslinked alginate gelhdts been shown
that too strong cross-linked alginate may limit #schange of substances between the alginate gethan
solution of the reaction mixture, and consequentigrfere with the course of the enzymatic reaction

Keywords: cell immobilization, alginate gel



