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Immobilizacja lipazy metoda zol-zel

Wstep

Lipazy (EC 3.1.1.3) naleza do najszerzej stosowanych w bio-
technologii enzymoéw. Katalizuja one bardzo wiele reakeji [1].
Oprécz typowych, jak enancjoselektywna hydroliza, estryfi-
kacja i transestryfikacja, przyspieszaja takze reakcje laktoni-
zacji, polimeryzacji (polimery optycznie czynne), syntezy ami-
déw 1 peptydéw, a nawet — wydawac by sie mogto — nietypowe
dla nich reakcje utlenienia (synteza peroksykwasow w uklad-
ach dwufazowych) [2]. Istnieja pewne ograniczenia stosowa-
nia enzyméw w ich naturalnej (natywnej) formie. Wiekszosc z
nich udaje sie pokonaé poprzez zastgpienie form natywnych
preparatami immobilizowanymi. Spos§réd wielu opracowa-
nych do tej pory metod immobilizacji w ostatnich latach coraz
wiece] uwagl poSwieca sie tzw. procesowi zol-zel. Jest to me-
toda zamykania enzymu wewnatrz tréjwymiarowej sieci tlen-
ku metalu, gltéwnie krzemu, otrzymywanej na drodze zelowa-
nia mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej roztwor danego enzy-
mu. Jako zwiazki wyjéciowe najczesSciej stosowane sa alkilo-
we pochodne kwasu monokrzemowego Si(OH), — akloksysila-
ny, o ogélnym wzorze Si(OR),, w ktérych R oznacza grupe al-
kilowa. Tworzenie zelu jest nastepstwem hydrolizy alkoksysi-
lanéw, prowadzacej do utworzenia silanoli (=Si-OH), ktére
nastepnie kondensuja miedzy soba lub z alkoksysilanami,
dajac siloksany (=Si-O-Si=) [3].

Tradycyjnie proces ten przeprowadza sie w bloku, ktéry na-
stepnie poddawany jest suszeniu i rozdrabnianiu. Z uwagi na
niewielkie wymiary otrzymywanych czastek biokatalizatora
(~0,1-0,4mm) oddzielanie go od produktéw reakcji i wielo-
krotne uzycie przysparza szereg probleméw. Celem niniejszej
pracy bylo ich rozwigzanie poprzez zastosowanie magnetytu
jako dodatku, umozliwiajacego latwa 1 skuteczna separacje,
przy uzyciu pola magnetycznego (prostego magnesu).

Materialy i odczynniki

Do otrzymywania immobilizowanego biokatalizatora stoso-

wano nastepujace materialy:

— lipaze z Candida rugosa (Typ VII, numer produktu L1754,
Sigma-Aldrich);

— tetrametoksysilan (TMOS, Fluka), bedacy prekursorem al-
koksysilanowym w metodzie zol-zel;

— poli(alkohol winylowy), (PVA, Fluka), uzywany jako stabi-
lizator;

— fluorek sodu (NaF, Zakiady Azotowe Tarnéw), stanowiacy
katalizator;

— magnetyt (Fe;O, w postaci proszku o rozmiarach ziaren
<5 um, Sigma-Aldrich);
W oznaczeniach aktywnos$ci biokatalizatora stosowano

octan p-nitrofenylu (pNPA, Sigma-Aldrich). Krzywa wzor-

cowa, sporzadzono dla produktu reakcji p-nitrofenolu (pNP),

ktory takze pochodzil z firmy Sigma-Aldrich. Rozpuszczalni-
kiem do pNPA i pNP byl 96% etanol czda z POCh S.A.

Metody

Immobilizacja

Znaczace jest zastosowanie komercyjnego magnetytu, kto-
rego wlasciwo$ci magnetyczne umozliwiaja prostq separacje
biokatalizatora od roztworu oraz jego wielokrotne uzycie. Li-
paze zazwyczaj immobilizuje sie z uzyciem 1M roztworu NaF,
a proces zelowania trwa od 15 do 120 s [4—6]. Przeprowadzo-
ne wczeséniej badania [7] z mniejszymi stezeniami fluorku
sodu pozwalaja stwierdzié, ze czas zelowania ulega wydtuze-
niu bez znaczacego wplywu na aktywno$é, co pozwala na
latwiejsze operowanie mieszaning reakcyjna. Zastosowano
wiec NaF o stezeniu 0,01 M. Przygotowano roztwoér 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 zostata
homogenizacji przez 15s po czym dodano TMOS w iloéci : I se-
ria — 6,5 ml, II seria — 8 ml i dalej homogenizowano. Nastep-
nie calo§¢ przeniesiono do plastikowych pojemnikéw. Pojem-
niki zamknieto 1 umieszczono w temp. 4°C na czas dojrzewa-
nia zelu — 24 h, a nastepnie otworzono i pozostawiono zele
w tych samych warunkach do wysuszenia — kolejne 7-10 dni.
Gotowe bloki kserozeli rozdrobniono w porcelanowym moz-
dzierzu i1 poddano separacji metodq analizy sitowe). Frakcje
o wymiarach 0,1-0,325 mm poddano badaniom aktywnosci.

Badania aktywnosci biokatalizatora

Okresleniu aktywnoéci lipazy postuzyla reakcja enzyma-
tycznej hydrolizy pNPA do pNP [1, 8]. Odpowiednia nawazke
biokatalizatora wprowadzano do naczynia reakcyjnego, za-
wierajacego 0,02 M bufor fosforanowy o pH = 7, ktére nastep-
nie umieszczano na mieszadle magnetycznym 1 termostato-
wano w temp. 37°C. Gdy mieszanina osiagneta pozadana
temperature dodawano 40 pl etanolowego roztworu pNPA.
Reakcja trwata 10 min, po czym natychmiast odseparowywa-
no biokatalizator od roztworu za pomoca prostego przyrzadu
wlasnego pomystu, skonstruowanego przy zastosowaniu ma-
gnesu. Aktywnos¢ lipazy okreslano poprzez pomiar absorban-
¢ji roztworu poreakcyjnego przy dlugosci fali A = 400 nm, ko-
rzystajac ze spektrofotometru UV-VIS (Jasco V-530) oraz
programu Spectra Manager.

Wyniki i ich omoéwienie

Aktywno§é wyrazona zostatla w pmol produktu, tworzonego
przez 1 g biokatalizatora w czasie 1 minuty (umol pNP - min™"
g7 hiokar)- Oprécz stezenia produktu pNP w roztworze po-
reakcyjnym, obliczanego przez program Spectra Manager,
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uwzgledniono zatem takze rzeczywiste nawazki biokataliza-
tora i czas trwania reakecji. Sprawdzono dokladno$é metody
oznaczania aktywnoSci poprzez pomiar absorbancji 4 prébek
tego samego biokatalizatora. Btedy pomiaru byly nie wieksze
niz +3,5% wartosci rzeczywistej. Zbadano mozliwo§é jego wie-
lokrotnego uzycia — po zakonczeniu reakeji odseparowywano
go magnetycznie od roztworu i umieszczano w Swiezej porcji
buforu. Czynno&¢ powtarzano 10 razy, po czym pozostawiono
uzyty biokatalizator na 3 doby w temp. 4°C i ponownie zmie-
rzono jego aktywno$é. Wyniki przedstawiono na rys. 1. Ozna-
czenia sg nastepujace: nr pomiaru 1-10 oznacza kolejny po-
miar, natomiast 3d — pomiar wykonany na tych samych na-
wazkach biokatalizatora po 3 dobach przechowywania ich
w temp. 4°C.
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Rys. 1. Wyniki pomiaréw aktywnoéci biokatalizatora

Okreslono takze wydajno$é immobilizacji jako procent ak-
tywnosci biokatalizatora w odniesieniu do aktywnoéci lipazy
natywnej, przy czym ilo§¢ enzymu byla rowna jego zawartoéci
w biokatalizatorze, a do poréwnania wzieto Srednia wartosc
z 10 kolejnych pomiaréw aktywnosci. Zbadano ponadto mozli-
wosc¢ dtugotrwatego przechowywania biokatalizatora (Rys. 2).

Przygotowano dwie serie biokatalizatora, réznigce sie ilo-
$cig TMOS uzytego podczas immobilizacji. Oznacza to, ze jed-
nakowe nawazki tych biokatalizatoréw maja inna zawarto$é
lipazy i nie mozna ich bezpos$rednio ze soba poréwnywac.

Badania obu serii wykazaly, ze biokatalizator w kolejnych
pomiarach zachowuje swoja aktywno$¢ 1 mozna go uzywac
wielokrotnie. Poczatkowy wzrost aktywno$ci mozna tluma-
czy¢ procesem stopniowego zwilzania biokatalizatora, czyli
etapem w ktérym substrat nie dociera jeszcze do wszystkich
czasteczek lipazy w sieci zelu. Wahania warto$ci w dalszych
pomiarach najprawdopodobniej wynikaja z najwolniejszego
etapu procesu, jakim jest dyfuzja, zalezna w duzej mierze od
mieszania uktadu, ktére jest utrudnione z uwagi na magne-
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Rys. 2. Przechowywanie biokatalizatora

tyczne wlaéciwosci biokatalizatora. Badanie wykazato ponad-
to, ze ten sam biokatalizator zachowuje swa aktywno$¢ po
3 dobach przechowywania w temp. 4°C. Wydajno§é immobili-
zacji dla I serii biokatalizatora wyniosta 36,2%, dla II za$
48,0%.

Wyniki pomiaréw aktywnos$ci Swiadcza, ze w ciggu pierw-
szych 15 déb przechowywania biokatalizatoréw w temp. 4°C
(Rys. 2) aktywno$¢ praktycznie nie ulega zmianie. Dopiero
pomiar po 90 dobach wskazuje na stopniowy spadek aktyw-
nosci, wynoszacy dla serii I i II odpowiednio 35,7 i 45,5%
wzgledem ich aktywnoéci poczatkowej.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze im-
mobilizacja lipazy z Candida rugosa metodg zol-zel, przy za-
stosowaniu dodatku magnetytu, pozwala uzyskac¢ biokatali-
zator, ktory mozna tatwo i szybko oddziela¢ od roztworu reak-
cyjnego. Jego aktywno$é w przypadku wielokrotnego uzycia
zostaje zachowana. Ponadto mozna go dlugotrwale przecho-
wywad, jednakze wowczas aktywnos$é ulega stopniowej utra-
cie.
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