alginianu wapnia

Immobilizacja katalazy z Aspergillus niger w zelu

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2011, 65, 4, 305-308

Wstep

Obserwuije sig szybko wzrastajace zuzycie H,O, w réznych gate-
ziach przemystu [, 2]. Najwieksze jego ilosci stosuje sie¢ w przemysle
celulozowo—papierniczym, do delignifikacji i bielenia mas celulozo-
wych. W przemysle witdkienniczym H,O, stuzy do bielenia wiokien
naturalnych i sztucznych. Stosowany jest takze jako $rodek bakterio-
bdjczy w przemysle spozywczym i farmaceutycznym.

W wiekszosci przypadkéw niezbedne jest usunigcie pozostatosci
H,O,. Tradycyjnie stosowane metody chemiczne czesto powoduja
powstawanie niepozadanych produktéw ubocznych; dlatego alterna-

tywa moze by¢ uzycie katalazy (E.C. I.11.1.6) — enzymeu nalezacego
do grupy oksydoreduktaz i katalizuje rozktad H,O, zgodnie z reakcja:
2H,0, = >2H,0,+0, (1)

Przemystowe zastosowanie katalazy ogranicza sie do formy na-
tywnej [3, 4]. Podejmowano jednak liczne préby immobilizacji tego
enzymu [2+7], by umozliwi¢ jego wielokrotne uzycie w procesach
rozkfadu H,O,, ale zastosowane metody immobilizaciji byty zbyt skom-
plikowane i drogie.

Przedmiotem niniejszego opracowania jest immobilizacja kata-
lazy z Aspergillus niger przez putapkowanie w zelu alginianu wapnia.
Metoda ta jest wyjatkowo prosta i tania, a alginian mozna odzyskiwaé
ze zdezaktywowanego biokatalizatora i ponownie uzywac¢ do immo-

bilizacji [8].

Materiaty i metodyka badan
Do badan wykorzystano katalaze Aspergillus niger C3515 oraz algi-
nian sodu o niskiej lepkosci A2 158 z Sigma-Aldrich.

Immobilizacja katalazy

Przygotowano po 25 ml roztwordw alginianu sodu o zawartosci
2% mas. i 4% mas. Do kazdego z roztwordw dodano 30 ul katalazy.
Calos¢ mieszano przez 5 min. Tak przygotowane mieszaniny wkrapla-
no kolejno do zlewki z CaCl, o stezeniu 0,| mol/dm?, ktorej zawar-
to$¢ mieszano mieszadtem magnetycznym. Przy wkraplaniu lepkich
roztworéw alginianu sodu wykorzystywano umieszczong w pompie
infuzyjnej strzykawke z igta o $rednicy 1,2 mm. W wyniku wymiany
jonéw sodowych na wapniowe zachodzito natychmiastowe zelowanie
kropel alginianowych. Otrzymane granulki biokatalizatora oddzielono
od roztworu CaCl, na sicie i przechowywano w lodéwce w tempera-
turze 4°C.

Oznaczenie aktywnosci biokatalizatora

Aktywnos¢ biokatalizatora oznaczano podczas rozktadu H,O,
o stezeniu poczatkowym 0,015 mol/dm?. Do 10 ml roztworu H,0,,
ktory intensywnie mieszano wprowadzono 0,2 g granulek biokataliza-
tora i po 30 min. oznaczono stgzenie H,O, metoda manganometrycz-
na. Aktywnos$¢ wyrazano w Umol rozfozonego H,0, na | g biokatali-

zatora w okresie | minuty.

Wptyw pH, temperatury i czasu przechowywania
na aktywnos¢ biokatalizatora

Pomiary aktywnosci biokatalizatora, przy zmiennym pH (od 5 do 8),
prowadzono w temperaturze 30°C. Niezaleznie wykonano oznaczenie
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aktywnosci w temperaturach 20°C, 30°C i 40°C przy pH=7. Spadek
aktywnosci biokatalizatora podczas przechowywania w temperaturze
4°C wykonano po |, 7 i 14 dobach.

Zmiana aktywnosci biokatalizatora podczas
wielokrotnego uzycia

Pomiary wykonano podobnie jak przy oznaczaniu aktywnosci.
Proces rozktadu H,O, prowadzono w temperaturze 20°C przez okres
10 min i przy pH 7. Dla kazdej porcji biokatalizatora (2% i 4% zelu
alginianu wapnia) wykonano dziesieé¢ pomiardw, przektadajac kolejno
granulki do nowej porcji H,O, o stezeniu 0,015 mol/dm?.

Omoéwienie wynikow

Przeprowadzone pomiary wykazaly, ze maksymalng aktywno$¢
katalazy z Aspergillus niger w postaci immobilizowanej w 2% i 4% zelu
alginianu wapnia uzyskuje sie przy pH 7. Obydwa rodzaje immobilizo-
wanego biokatalizatora nie wykazywaly wiekszych spadkéw aktywno-
$ci niz o 6% przy zmianie pH o | wzgledem odczynu obojetnego. Jest
to zgodne z wynikami innych autoréw [5, 9].

W tablicy | przedstawiono wyniki badan wptywu temperatury
na aktywnos$¢ immobilizowanej katalazy. Przedstawiono je w postaci
znormalizowanej, jako iloraz iloci roztozonego H,O, w danej tempe-
raturze do maksymalnej ilosci roztozonego H,0,.

Tablica |
Wplyw temperatury na aktywnos¢ immobilizowanej katalazy
Aktywnosc¢ biokatalizatora [-]
Temperatura,
°C
Alginian wapnia 2% Alginian wapnia 4%
20 0,77 0,77
30 1,00 0,93
40 0,87 1,00
1.0 5 W 2% zel alginianu wapnia
3 4% zel alginianu wapnia

0,8 -

0,6 +

0,4 47

Aktywnos$¢ wzgladna katalazy immobilizowanej

0,0 -

1 7 14
Doba

Rys. |. Zmiana aktywnosci wzglednej katalazy immobilizowanej
przechowywanej w temperaturze 4°C
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Z danych zamieszczonych w tablicy | wynika, ze katalaza immobi-
lizowana w zelu 4% uzyskuje maksymalng aktywnos¢ w temperaturze
wyzszej niz w zelu 2%. Wzrost temperatury maksymalnej $wiad-
czy o zwigkszeniu sie stabilnosci enzymu. Potwierdzaja to takze
pomiary zmian aktywnosci podczas przechowywania biokataliza-
tora (rys. 1).

Rowniez i w tym przypadku bardziej stabilny byt biokatalizator
o zawartosci 4% alginianu wapnia. Jednak ze wzgledu na stopniowy
spadek aktywnosci, biokatalizator z uptywem czasu nie powinien by¢
przechowywany dtuzej niz 7 déb.

B 2% zel alginianu wapnia
_; D 4% zel alginianu wapnia

umol H,O, (min-g boikatalizatora)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
los¢ szarz

Rys. 2. Zmiana aktywnosci katalazy immobilizowanej podczas
wielokrotnego uzycia

Na rysunku 2 przedstawiono zmiany aktywnosci immobilizowa-
nej katalazy podczas kolejnych dziesieciu operacji rozktadu H,O,.
Maksymalna szybko$¢ rozktadu H,O, przez biokatalizator z 2% za-
wartoscig alginianu wapnia wynosita 30,5 umolH,O./g:min; natomiast
20,8 umolH, O, /g'min dla biokatalizatora z 4% zelu. Mozna zaobser-
wowac, ze poczatkowa aktywnos¢ katalazy w 2% zelu alginianu wap-
nia jest wyzsza niz w 4% zelu. Swiadczy to o mniejszych oporach dy-
fuzyjnych dla substratu, ktére wystepuja w zelu o mniejszej zawartosci
alginianu. Luzniejsza strukture zelu o zawartos$ci 2% alginianu wapnia
potwierdza takze stopniowy spadek aktywnosci biokatalizatora w ko-
lejnych operacjach, zwiazany z uwalnianiem sie katalazy z poréw zelu.
Biokatalizator o zawartosci 4% alginianu wapnia wykazywat praktycz-
nie stafg aktywnos¢. Zatem katalaza z Aspergillus niger, majaca mase
czasteczkowa 385 kDa [10], ktéra jest znacznie wieksza niz w wiek-
szodci stosowanych enzymoéw, moze by¢ skutecznie putapkowana
w zelach o odpowiedniej zawartosci alginianu.

Bezposrednie poréwnanie stabilnosci otrzymanego biokataliza-
tora z innymi preparatami jest utrudnione, poniewaz badacze prowa-
dzili zazwyczaj rozktad H,O, w odmiennych warunkach, rézniacych
sie temperaturg i stgzeniem H,O,. W wigkszosci publikowanych
prac, uzyskiwano znacznie gorsze rezultaty, poniewaz obserwowa-
no wyrazny spadek aktywnosci immobilizowanego biokatalizatora
po 100 min. eksploatacji [11, 12].

Whioski

Przeprowadzone badania potwierdzity mozliwos¢ skutecznej im-
mobilizacji katalazy z Aspergillus niger przez putapkowanie w 4% zelu
alginianu wapnia. Otrzymany biokatalizator wykazywat maksymalna
aktywnos¢ w temperaturze 40°C i przy pH=7. Stwierdzono przydat-
nos$¢ immobilizowanego biokatalizatora do wielokrotnego uzycia przy
rozkfadzie H,O, w reaktorze okresowym.
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