Immobilizacja lipazy w sieci silikazelu

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2011, 65, 4, 343-346

Wstep

Wykorzystanie enzymdédw w ich naturalnej natywnej formie
w procesach biotransformacji napotyka na wiele ograniczen, sposréd
ktorych najbardziej istotne sa problemy z oddzieleniem ich od pro-
duktow reakgji oraz zwigzany z tym problem braku mozliwosci ich
powtdrnego uzycia. Dobrym rozwigzaniem sa metody immobiliza-
cji, wiazace lub zamykajace enzymy w uktadach heterogenicznych,
nierozpuszczalnych w wodzie, ale zapewniajacych dyfuzje substra-
tow i produktéw. Biezaca praca skupiona jest na metodzie pufap-
kowania lipazy wewnatrz tréjwymiarowej, porowatej sieci tlenku
krzemu, powstatej w procesie hydrolizy i polikondensacji najbardziej
znanego przedstawiciela alkoksysilanéw (organicznych pochod-
nych kwasu krzemowego) — tetrametoksysilanu (TMOS). Metoda
ta nazywana jest procesem zol-zel, poniewaz na skutek hydrolizy
alkoksysilanéw Si(OR), do silanoli (=Si-OH) powstaje zol, ktéry na-
stepnie, w wyniku wzajemnej kondensacji silanoli lub ich konden-
sacji z alkoksysilanami, przechodzi w zel [I]. Znane s3 trzy metody
hydrolizy TMOS: kwasowa [2, 3], zasadowa [4] oraz zachodzaca
pod wptywem roztworéw soli fluorkowych, takich jak fluorek sodu
(NaF) [5+7]. Pierwsze dwie pozwalaja tylko na przeprowadzenie
immobilizacji lipazy w bloku. W takim przypadku roztwér enzymu
wprowadzany jest razem z hydrolizatem TMOS do buforu, co wy-
wotuje natychmiastowe zelowanie. Trzecia metoda, ktéra w jednej
operacji faczy reakcje hydrolizy i proces polikondensacji, stwarza
nowe mozliwosci prowadzenia procesu immobilizacji lipazy meto-
da emulsyjng, z pominigciem procesu kruszenia bloku. Katalizato-
rem stosowanym powszechnie w tej metodzie jest roztwér NaF
o stezeniu | M. Przy tak duzym stezeniu natychmiastowa hydroli-
za i polikondensacja TMOS prowadzi do zelowania catej mieszaniny
[5, 6, 8], wiec immobilizacja réwniez moze by¢ prowadzona tylko
w bloku. Celem pracy byto spowolnienie procesu zelowania, poprzez
zastosowanie bardziej rozcienczonych roztworéw NaF oraz spraw-
dzenie, jaki wptyw moze to mie¢ na aktywnos$¢ biokatalizatora. Po-
wodzenie spowolnienia procesu stwarzatoby mozliwos¢ manipulacji
zelujaca mieszaning i prowadzenia procesu zol-zel w emulsji.

Materiaty

Enzym: lipaza z Candida rugosa (Typ VII, numer produktu: L1754,
Sigma-Aldrich), tetrametoksysilan (TMOS, Fluka), fluorek sodu (NaF,
POCh), poli(alkohol winylowy) (PVA, Fluka), tributyryna (Sigma),
wodorotlenek sodu nawazka analityczna 0,1 M (NaOH, POCh), chlo-
rek wapnia(CaCl,, POCh), chlorek potasu (KCI, POCh), diwodoro-
fosforan(V) sodu (NaH,PO,, POCh), wodorofosforan(V) dwusodu
dwunastowodny (Na,HPO,-12H,0, POCh), fenoloftaleina (POCh).

Metody
Immobilizacja

Do naczynia reakcyjnego wprowadzono wodny roztwér lipazy
(29,4 mg/ml) i dodano do niego 4% wodny roztwor poli(alkoholu
winylowego) i fluorku sodu o stezeniach: | mol/dm?3, 0,1 mol/dm?
oraz 0,01 mol/dm?’. Uktad poddano intensywnemu mieszaniu przez
kilka sekund dla dokfadnego wymieszania sktadnikéw, po czym do-
dano tetrametoksysilan (TMOS) i dalej mieszano. Nastepnie mie-
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szanine reakcyjna szybko przelewano do plastikowych pojemnikow
z zamknieciem i umieszczono w lodéwce, w temperaturze 4°C
w celu dojrzewania zelu, na okres 2 h. Pojemniki otworzono i pozo-
stawiono na |0 dni do wysuszenia. Uzyskane bloki kserozeli kruszono
w porcelanowym mozdzierzu, a otrzymany drobnokrystaliczny pro-
szek poddano analizie sitowej. Do badan aktywnosci wybrano frakcje
o wymiarach ziaren: 0,1-0,2 mm oraz 0,325-0,5 mm.

Oznaczanie aktywnosci biokatalizatorow
Sprawdzaniu aktywnosci immobilizowanej lipazy postuzyta reakcja
modelowa — hydroliza tributyryny do glicerolu i kwasu mastowego:
Wydzielony w reakcji kwas mastowy okreslano ilosciowo metoda

CHy-0-CO-CHy CHCH;  fipars 2 CHy0H
HC—0-CO-CH;CHyCH; ——— 3HC—CHy CHy € + HC—OH
CHy-0-CO-CHy CHz CH, OoH CHyOH
tribubyryna lowvas madhowy glicerd

Rys. . Reakcja hydrolizy tributyryny

miareczkowania alkalimetrycznego wobec fenoloftaleiny. Jako titrant
stosowano wodny roztwor wodorotlenku sodu (NaOH) o stezeniu
0,05 mol/dm?>.

Dyskusja wynikow

Wyniki obserwacji jakosciowych szybkosci tworzenia sie trwatego
zelu biokatalizatora zestawiono w tablicy |. Pokazuja one, ze zasto-
sowanie dziesiecio- i stukrotnego rozciericzenia roztworu katalizato-
ra — fluorku sodu — spowodowato wydtuzenie czasu zelowania, ktéry
wzrastat proporcjonalnie do wzrostu rozcienczenia.

Tablica |
Wyniki obserwacji jakosciowych czasu zelowania
Czas zelowania, min.
Stezenie NaF, mol/dm?
Préba | Préba 2

1,00 0,08 0,08

0,10 3,00 4,00

0,01 20,00 17,50

Zaobserwowano zmniejszenie objetosci zelu podczas jego su-
szenia, a takze jego popekanie, spowodowane stresem kapilarnym,
powstatym na skutek nieréwnomiernego rozktadu dziafania sit kapi-
larnych na $ciany poréw o zmiennej srednicy. Zaskakujaca okazata sig
zaleznos$¢ zaobserwowanej gestosci peknieé¢ w kserozelu od uzytego
stezenia katalizatora — fluorku sodu (rys. 2).

Gestos¢ ta malata wraz ze spadkiem stezenia fluorku sodu, uzy-
tego do hydrolizy TMOS. Podczas kruszenia zaobserwowano takze
zmienng twardos¢ i wytrzymato$é mechaniczng blokéw. Najtwardszy
i najbardziej wytrzymaty okazat sie blok otrzymany w wyniku uzycia
roztworu NaF o stezeniu 0,1 mol/dm®. Najmniej wytrzymaly, i naj-
bardziej kruchy, okazat sie blok otrzymany przy uzyciu roztworu NaF
o stezeniu | mol/dm?, zas blok otrzymany przy uzyciu roztworu NaF
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o stezeniu 0,01 mol/dm?, charakteryzowat sie posrednia twardoscia
i wytrzymatoscia mechaniczng. Wiedza ta pozwolifa zaplanowac ba-
dania nad procesem zol-zel prowadzonym w emulsji.

Rys. 2. Fotografia popekanych blokéw biokatalizatoréw przygotowa-
nych z uzyciem katalizatora - fluorku sodu o nastepujacych steze-
niach (od lewej): | mol/dm3; 0,1 mol/dm?® oraz 0,01 mol/dm?

Aktywnos¢ wyrazono jako liczbe pmoli kwasu mastowego, two-
rzonego przez |Img lipazy zawartej w biokatalizatorze, w czasie
I h. Typowe wyniki badan aktywnosci biokatalizatoréw przygo-
towanych z uzyciem katalizatora o 3 stezeniach przedstawiono
na rysunku 3. Sprawdzono takze zalezno$¢ pomiedzy wymiarem
liniowym ziaren biokatalizatora, a jego aktywnoscia. Dla kazdego
z 3 biokatalizatoréw wybrano dwie frakcje ziaren — o wymiarach
0,1-0,2 mm oraz 0,325-0,5 mm. Badania (rys. 3) wykazaty najwigk-
sza aktywnos¢ biokatalizatora, do przygotowania ktérego uzyto
roztwor NaF o stezeniu 0,1 mol/dm?, mniejsza 0,01 mol/dm?, zas
najmniejszg | mol/dm3. Réznice nie byty jednak duze. Ponadto bio-
katalizator o wiekszym wymiarze liniowym, w obu przypadkach
wykazywat mniejsza aktywnos¢.
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Rys. 3. Wplyw stezenia uzytego podczas immobilizacji roztworu NaF
i rozmiarow ziaren biokatalizatoréw na ich aktywnos¢

Spowodowane byto to mniejsza dostepnoscia czasteczek enzymu,
umiejscowionych w gtebi wiekszych ziaren, dla substratu, a co za tym
idzie, wystepowaniem wigkszych oporéw dyfuzyjnych.
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Rys. 4. Zmiany aktywnosci biokatalizatora podczas przechowywania
w temperaturze otoczenia (20°C) oraz 4°C

Przeprowadzono cykl pomiaréw aktywnosci, majacych okresli¢
wplyw warunkéw przechowywania biokatalizatora na jego stabilnos¢.
W tym celu biokatalizator przechowywano w dwéch pojemnikach:
w temperaturze otoczenia (ok. 20°C) oraz 4°C i w okreslonych odste-
pach czasu dokonywano pomiaréw jego aktywnosci. Wyniki przedsta-
wiono na rysunku 4.
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Zmiany aktywnosci w czasie byty podobne dla wszystkich trzech
biokatalizatoréw — zaobserwowano wigksza utrate aktywnosci pod-
czas przechowywania w temperaturze otoczenia, powodowang za-
pewne szybsza dezaktywacjg enzymu.

Podsumowanie i wnioski
Podsumowujac przeprowadzone badania procesu immobilizac;i li-

pazy metoda zol-zel oraz badania aktywnosci i stabilnosci otrzymanych

biokatalizatoréw, mozna sformutowa¢ nastepujace wnioski:

¢ Zastosowanie mniejszego stezenia katalizatora (NaF) skutkuje
spowolnieniem procesu zelowania i ma nieznaczny wptyw na ak-
tywnosc¢ otrzymanego biokatalizatora

¢ Wielkos¢ ziaren biokatalizatora ma niewielki wptyw na jego aktyw-
nos¢

¢ Temperatura przechowywania biokatalizatora ma istotny wptyw
na jego stabilnos¢.
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