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Immobilizacja lipazy metod¹ zol-¿el

Wstêp

Lipazy (EC 3.1.1.3) nale¿¹ do najszerzej stosowanych w bio-
technologii enzymów. Katalizuj¹ one bardzo wiele reakcji [1].
Oprócz typowych, jak enancjoselektywna hydroliza, estryfi-
kacja i transestryfikacja, przyspieszaj¹ tak¿e reakcje laktoni-
zacji, polimeryzacji (polimery optycznie czynne), syntezy ami-
dów i peptydów, a nawet – wydawaæ by siê mog³o – nietypowe
dla nich reakcje utlenienia (synteza peroksykwasów w uk³ad-
ach dwufazowych) [2]. Istniej¹ pewne ograniczenia stosowa-
nia enzymów w ich naturalnej (natywnej) formie. Wiêkszoœæ z
nich udaje siê pokonaæ poprzez zast¹pienie form natywnych
preparatami immobilizowanymi. Spoœród wielu opracowa-
nych do tej pory metod immobilizacji w ostatnich latach coraz
wiêcej uwagi poœwiêca siê tzw. procesowi zol-¿el. Jest to me-
toda zamykania enzymu wewn¹trz trójwymiarowej sieci tlen-
ku metalu, g³ównie krzemu, otrzymywanej na drodze ¿elowa-
nia mieszaniny reakcyjnej, zawieraj¹cej roztwór danego enzy-
mu. Jako zwi¹zki wyjœciowe najczêœciej stosowane s¹ alkilo-
we pochodne kwasu monokrzemowego Si(OH)4 – akloksysila-
ny, o ogólnym wzorze Si(OR)4, w których R oznacza grupê al-
kilow¹. Tworzenie ¿elu jest nastêpstwem hydrolizy alkoksysi-
lanów, prowadz¹cej do utworzenia silanoli (�Si-OH), które
nastêpnie kondensuj¹ miêdzy sob¹ lub z alkoksysilanami,
daj¹c siloksany (�Si-O-Si�) [3].

Tradycyjnie proces ten przeprowadza siê w bloku, który na-
stêpnie poddawany jest suszeniu i rozdrabnianiu. Z uwagi na
niewielkie wymiary otrzymywanych cz¹stek biokatalizatora
(~0,1-0,4mm) oddzielanie go od produktów reakcji i wielo-
krotne u¿ycie przysparza szereg problemów. Celem niniejszej
pracy by³o ich rozwi¹zanie poprzez zastosowanie magnetytu
jako dodatku, umo¿liwiaj¹cego ³atw¹ i skuteczn¹ separacjê,
przy u¿yciu pola magnetycznego (prostego magnesu).

Materia³y i odczynniki

Do otrzymywania immobilizowanego biokatalizatora stoso-
wano nastêpuj¹ce materia³y:
– lipazê z Candida rugosa (Typ VII, numer produktu L1754,

Sigma-Aldrich);
– tetrametoksysilan (TMOS, Fluka), bêd¹cy prekursorem al-

koksysilanowym w metodzie zol-¿el;
– poli(alkohol winylowy), (PVA, Fluka), u¿ywany jako stabi-

lizator;
– fluorek sodu (NaF, Zak³ady Azotowe Tarnów), stanowi¹cy

katalizator;
– magnetyt (Fe3O4 w postaci proszku o rozmiarach ziaren

< 5 !m, Sigma-Aldrich);

W oznaczeniach aktywnoœci biokatalizatora stosowano
octan p-nitrofenylu (pNPA, Sigma-Aldrich). Krzyw¹ wzor-
cow¹ sporz¹dzono dla produktu reakcji p-nitrofenolu (pNP),

który tak¿e pochodzi³ z firmy Sigma-Aldrich. Rozpuszczalni-
kiem do pNPA i pNP by³ 96% etanol czda z POCh S.A.

Metody

Immobilizacja

Znacz¹ce jest zastosowanie komercyjnego magnetytu, któ-
rego w³aœciwoœci magnetyczne umo¿liwiaj¹ prost¹ separacjê
biokatalizatora od roztworu oraz jego wielokrotne u¿ycie. Li-
pazê zazwyczaj immobilizuje siê z u¿yciem 1M roztworu NaF,
a proces ¿elowania trwa od 15 do 120 s [4–6]. Przeprowadzo-
ne wczeœniej badania [7] z mniejszymi stê¿eniami fluorku
sodu pozwalaj¹ stwierdziæ, ¿e czas ¿elowania ulega wyd³u¿e-
niu bez znacz¹cego wp³ywu na aktywnoœæ, co pozwala na
³atwiejsze operowanie mieszanin¹ reakcyjn¹. Zastosowano
wiêc NaF o stê¿eniu 0,01 M. Przygotowano roztwór lipazy
(40 mg/ml) w 0,02 M buforze fosforanowym o pH = 7, po czym
zawieszono w nim magnetyt. Do naczynia reakcyjnego wpro-
wadzono 7,5 ml tej mieszaniny, dodano 1,5 ml 4% roztworu
PVA oraz 0,75 ml roztworu NaF. Mieszanina poddana zosta³a
homogenizacji przez 15s po czym dodano TMOS w iloœci : I se-
ria – 6,5 ml, II seria – 8 ml i dalej homogenizowano. Nastêp-
nie ca³oœæ przeniesiono do plastikowych pojemników. Pojem-
niki zamkniêto i umieszczono w temp. 4oC na czas dojrzewa-
nia ¿elu – 24 h, a nastêpnie otworzono i pozostawiono ¿ele
w tych samych warunkach do wysuszenia – kolejne 7–10 dni.
Gotowe bloki ksero¿eli rozdrobniono w porcelanowym moŸ-
dzierzu i poddano separacji metod¹ analizy sitowej. Frakcjê
o wymiarach 0,1–0,325 mm poddano badaniom aktywnoœci.

Badania aktywnoœci biokatalizatora

Okreœleniu aktywnoœci lipazy pos³u¿y³a reakcja enzyma-
tycznej hydrolizy pNPA do pNP [1, 8]. Odpowiedni¹ nawa¿kê
biokatalizatora wprowadzano do naczynia reakcyjnego, za-
wieraj¹cego 0,02 M bufor fosforanowy o pH = 7, które nastêp-
nie umieszczano na mieszadle magnetycznym i termostato-
wano w temp. 37oC. Gdy mieszanina osi¹gnê³a po¿¹dan¹
temperaturê dodawano 40 !l etanolowego roztworu pNPA.
Reakcja trwa³a 10 min, po czym natychmiast odseparowywa-
no biokatalizator od roztworu za pomoc¹ prostego przyrz¹du
w³asnego pomys³u, skonstruowanego przy zastosowaniu ma-
gnesu. Aktywnoœæ lipazy okreœlano poprzez pomiar absorban-
cji roztworu poreakcyjnego przy d³ugoœci fali ë = 400 nm, ko-
rzystaj¹c ze spektrofotometru UV-VIS (Jasco V-530) oraz
programu Spectra Manager.

Wyniki i ich omówienie

Aktywnoœæ wyra¿ona zosta³a w !mol produktu, tworzonego
przez 1 g biokatalizatora w czasie 1 minuty (!mol pNP � min–1

� g–1
biokat.). Oprócz stê¿enia produktu pNP w roztworze po-

reakcyjnym, obliczanego przez program Spectra Manager,
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uwzglêdniono zatem tak¿e rzeczywiste nawa¿ki biokataliza-
tora i czas trwania reakcji. Sprawdzono dok³adnoœæ metody
oznaczania aktywnoœci poprzez pomiar absorbancji 4 próbek
tego samego biokatalizatora. B³êdy pomiaru by³y nie wiêksze
ni¿ ±3,5% wartoœci rzeczywistej. Zbadano mo¿liwoœæ jego wie-
lokrotnego u¿ycia – po zakoñczeniu reakcji odseparowywano
go magnetycznie od roztworu i umieszczano w œwie¿ej porcji
buforu. Czynnoœæ powtarzano 10 razy, po czym pozostawiono
u¿yty biokatalizator na 3 doby w temp. 4oC i ponownie zmie-
rzono jego aktywnoœæ. Wyniki przedstawiono na rys. 1. Ozna-
czenia s¹ nastêpuj¹ce: nr pomiaru 1–10 oznacza kolejny po-
miar, natomiast 3d – pomiar wykonany na tych samych na-
wa¿kach biokatalizatora po 3 dobach przechowywania ich
w temp. 4oC.

Okreœlono tak¿e wydajnoœæ immobilizacji jako procent ak-
tywnoœci biokatalizatora w odniesieniu do aktywnoœci lipazy
natywnej, przy czym iloœæ enzymu by³a równa jego zawartoœci
w biokatalizatorze, a do porównania wziêto œredni¹ wartoœæ
z 10 kolejnych pomiarów aktywnoœci. Zbadano ponadto mo¿li-
woœæ d³ugotrwa³ego przechowywania biokatalizatora (Rys. 2).

Przygotowano dwie serie biokatalizatora, ró¿ni¹ce siê ilo-
œci¹ TMOS u¿ytego podczas immobilizacji. Oznacza to, ¿e jed-
nakowe nawa¿ki tych biokatalizatorów maj¹ inn¹ zawartoœæ
lipazy i nie mo¿na ich bezpoœrednio ze sob¹ porównywaæ.

Badania obu serii wykaza³y, ¿e biokatalizator w kolejnych
pomiarach zachowuje swoj¹ aktywnoœæ i mo¿na go u¿ywaæ
wielokrotnie. Pocz¹tkowy wzrost aktywnoœci mo¿na t³uma-
czyæ procesem stopniowego zwil¿ania biokatalizatora, czyli
etapem w którym substrat nie dociera jeszcze do wszystkich
cz¹steczek lipazy w sieci ¿elu. Wahania wartoœci w dalszych
pomiarach najprawdopodobniej wynikaj¹ z najwolniejszego
etapu procesu, jakim jest dyfuzja, zale¿na w du¿ej mierze od
mieszania uk³adu, które jest utrudnione z uwagi na magne-

tyczne w³aœciwoœci biokatalizatora. Badanie wykaza³o ponad-
to, ¿e ten sam biokatalizator zachowuje sw¹ aktywnoœæ po
3 dobach przechowywania w temp. 4oC. Wydajnoœæ immobili-
zacji dla I serii biokatalizatora wynios³a 36,2%, dla II zaœ
48,0%.

Wyniki pomiarów aktywnoœci œwiadcz¹, ¿e w ci¹gu pierw-
szych 15 dób przechowywania biokatalizatorów w temp. 4oC
(Rys. 2) aktywnoœæ praktycznie nie ulega zmianie. Dopiero
pomiar po 90 dobach wskazuje na stopniowy spadek aktyw-
noœci, wynosz¹cy dla serii I i II odpowiednio 35,7 i 45,5%
wzglêdem ich aktywnoœci pocz¹tkowej.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badañ stwierdzono, ¿e im-
mobilizacja lipazy z Candida rugosa metod¹ zol-¿el, przy za-
stosowaniu dodatku magnetytu, pozwala uzyskaæ biokatali-
zator, który mo¿na ³atwo i szybko oddzielaæ od roztworu reak-
cyjnego. Jego aktywnoœæ w przypadku wielokrotnego u¿ycia
zostaje zachowana. Ponadto mo¿na go d³ugotrwale przecho-
wywaæ, jednak¿e wówczas aktywnoœæ ulega stopniowej utra-
cie.
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Rys. 1. Wyniki pomiarów aktywnoœci biokatalizatora

Rys. 2. Przechowywanie biokatalizatora
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