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Ocena efektywności pułapkowania katalazy Terminox Ultra 
w żelu alginianu wapnia

Wstęp
Żel alginianu wapnia jest jednym z najczęściej stosowanych noś-

ników do immobilizacji materiału biologicznego. Wynika to stąd, że 
immobilizacja całych komórek i enzymów w granulkach utworzonych 
z żelu alginianowego jest bardzo prostym procesem, który może być 
przeprowadzony w łagodnych warunkach. Zazwyczaj materiał podda-
wany immobilizacji jest mieszany z roztworem alginianu sodu i wkra-
plany do roztworu zawierającego jony wapniowe. W wyniku wymiany 
jonów sodowych na wapniowe zachodzi natychmiastowe żelowanie, 
prowadzące do pułapkowania materiału biologicznego w porach matry-
cy alginianowej, z której utworzone są kuliste granulki. Ze względu na 
znaczne rozmiary porów żele alginianowe nadają się przede wszystkim 
do immobilizacji komórek mikroorganizmów. W przypadku immobi-
lizacji enzymów istnieje możliwość stopniowego ich uwalniania się 
z matrycy alginianowej.

W ostatnich latach, pomimo występujących ograniczeń, podejmo-
wano szereg prób immobilizacji enzymów w żelu alginianu wapnia. 
Stosowano lipazę z Candida rugosa [Knezevic i in., 2002; Betigeri 
i Neau, 2002; Won i in., 2005; Jeganathan i in., 2006], która ma masę 
cząsteczkową 57 kDa. W niektórych przypadkach uzyskiwano nawet 
wysokie sprawności pułapkowania, ale podczas eksploatacji immobili-
zowanego biokatalizatora obserwowano wyraźny spadek jego aktywno-
ści, który tłumaczono uwalnianiem się enzymu z matrycy alginianowej. 
Badania te potwierdziły wcześniejsze obserwacje, które wskazywały 
na dyfuzję albuminy wołowej o masie cząsteczkowej 69 kDa w żelach 
alginianowych [Martinsen i in., 1989; Martinsen i in., 1992; Amsden 
i Turner, 1999]. We wszystkich przypadkach stwierdzono zmniejszanie 
się szybkości dyfuzji ze wzrostem stężenia alginianu. Obserwowano 
także wpływ rodzaju stosowanego alginianu na wartości efektywnego 
współczynnika dyfuzji albuminy wołowej. Publikowane badania na te-
mat immobilizacji różnego rodzaju enzymów [Yi i in., 2005; Catana 
i in., 2005; Mittal  i in., 2005; Arya i Srivastava 2006] w żelu alginianu 
wapnia dawały  zazwyczaj niezadowalające rezultaty. We wszystkich 
przytoczonych przypadkach masa cząsteczkowa enzymów nie przekra-
czała jednak 200 kDa. 

Niniejsza praca dotyczy immobilizacji katalazy z Aspergillus niger, 
której masa cząsteczkowa jest znacznie większa niż wcześniej immo-
bilizowanych enzymów. Dokonano w niej analizy wpływu stężenia al-
ginianu sodu i chlorku wapnia oraz ilości katalazy na efektywność jej 
pułapkowania.

Część doświadczalna
Źródłem katalazy był gotowy produkt Terminox Ultra wytwarzany 

przez Novozymes. Alginian sodu o niskiej lepkości pochodził z fi rmy 
Sigma-Aldrich. Pozostałe odczynniki zakupiono w POCh.

Do badań przygotowano roztwór Terminoxu Ultra rozcieńczony wodą 
destylowaną w stosunku 1:4. Roztwory alginianu sodu o stężeniach 2, 3 
i 4% mas. i roztwory chlorku wapnia o stężeniach 0,5%, 1% i 2% mas. 
przygotowano  przez rozpuszczenie w wodzie destylowanej.

Roztwory alginianu sodu z dodatkiem 1 ml lub 0,5 ml rozcieńczonej 
katalazy były wkraplane za pomocą strzykawki umieszczonej w pompie 
infuzyjnej. W strzykawce zamocowano igłę o średnicy 1,2 mm, której 
koniec był płasko ścięty. Do każdej z szeregu zlewek zawierających po 
10 ml roztworu CaCl2 o odpowiednim stężeniu wkraplano po jednej 

kropli alginianu z katalazą. Roztwory żelujące w zlewkach były mie-
szane za pomocą mieszadełek magnetycznych. Proces żelowania pro-
wadzono w temperaturze pokojowej. W określonych odstępach czasu 
od 0,5 h do 72 h granulki były wyjmowane z roztworu chlorku wapnia, 
przemywane wodą destylowaną i wykorzystywane do oznaczania ak-
tywności pozostałej w nich katalazy. Przed oznaczeniem aktywności 
enzymu granulki roztwarzano w 2 ml roztworu cytrynianu sodu. Do-
datkowo jedną kroplę roztworu alginianu sodu z katalazą wkraplano 
do 2 ml roztworu cytrynianu sodu, aby wykorzystać ją do oznaczenia 
początkowej aktywności katalazy. 

Omówienie wyników doświadczeń
Do oznaczania aktywności katalazy zastosowano metodę wykorzy-

stującą elektrodę tlenową [Miłek, 2011]. Znajomość rzeczywistej ak-
tywności katalazy w kropli alginianu ak i w granulce ag po odpowied-
nim czasie żelowania pozwala na obliczenie bezwymiarowej aktywno-
ści katalazy z zależności
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Aktywność katalazy w granulce oznaczano po jej rozpuszczeniu 
w roztworze cytrynianu sodu, aby wyeliminować opory dyfuzyjne, któ-
re występują przy zastosowaniu całych granulek. Warto zwrócić uwagę 
na to, że wyznaczona w ten sposób bezwymiarowa aktywność bioka-
talizatora jest równoważna sprawności pułapkowania, którą zazwyczaj  
wyraża się w procentach. 

Wpływ stężenia alginianu sodowego
Wpływ stężenia alginianu sodu oraz czasu żelowania na aktywność 

katalazy w granulce biokatalizatora przedstawia rys. 1.

Rys. 1. Wpływ stężenia alginianu na aktywność biokatalizatora podczas żelowania 
przez 24 godziny

Dla wszystkich stosowanych stężeń alginianu obserwuje się stop-
niowe zmniejszanie się aktywności katalazy w granulkach z upływem 
czasu.  Świadczy to o tym, że enzym stopniowo uwalniał się poprzez 
pory żelu do roztworu chlorku wapnia. Najszybszy spadek aktywności 
występował podczas pierwszych 30 min żelowania, kiedy przy przej-
ściu  zolu w żel zmniejsza się objętość granulek.  Między 30 i 120 min 
zmiany były już jednak stosunkowo niewielkie. Ponadto z rys. 2  wyni-
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ka, że wzrost stężenia alginianu sodu z 3% do 4% nie wpływa znacząco 
na sprawność pułapkowania enzymu. Z kolei niższe stężenie alginianu 
(2%) znacznie obniża sprawność pułapkowania obniżając tym samym 
aktywność uzyskanego biokatalizatora. W ten sposób  po 24 godzinach 
aktywność biokatalizatora wyprodukowanego z 4% alginianu zmalała 
o około 35%. Natomiast dla alginianu o stężeniu 2% spadek ten wynosił 
77%.

Wydłużenie przetrzymywania granulek alginianowych w roz- two-
rze chlorku wapnia (Rys. 2) prowadzi do dalszego, stopniowego uwal-
niania się katalazy z granulek. Biokatalizator otrzymany z 2% alginianu 
nie wykazywał po 72 h aktywności katalazy.  Natomiast w biokatali-
zatorach otrzymanych z alginianu 3% i 4% stwierdzono aktywności 
katalazy stanowiące odpowienio 36% i 41% aktywności początkowej. 

Wpływ stężenia chlorku wapnia
Przeanalizowano wpływ stężenia chlorku wapnia w zakresie stężeń 

od 0,5% o 2% na efektywność pułapkowania, a tym samym na aktyw-
ność biokatalizatora.

zmniejszenie ilości dodawanego enzymu nie wpłynęło w istotny sposób 
na efektywność pułapkowania.

Wnioski
Przeprowadzone badania wykazały, że na sprawność pułapkowania 

katalazy w żelu alginianu wapnia ma wpływ stężenie użytego alginianu 
oraz stężenie chlorku wapnia w roztworze żelującym. 

Natomiast ilość użytego roztworu katalazy podczas immobilizacji nie 
wpływała na sprawność pułapkowania. 

Na podstawie przeprowadzonych doświadczeń i wykonanych pomia-
rów można zalecać przy immobilizacji katalazy stosowanie alginianów 
o stężeniu co najmniej 3% mas. i roztworów żelujących o zawartości 
chlorku wapnia 2% mas.
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Rys. 2. Wpływ stężenia alginianu i czasu przetrzymywania granulek biokatalizatora 
w roztworze chlorku wapnia na aktywność katalazy

Rys. 3. Wpływ stężenia chlorku wapnia na aktywność katalazy w 4% granulkach 
alginianowych po 24 h żelowania

Przez cały 24-godzinny okres żelowania zauważono kształtującą 
się prawidłowość – ze wzrostem stężenia chlorku wapnia uzyskiwano 
wzrost efektywności pułapkowania katalazy niezależnie od użytego stę-
żenia alginianu. Reprezentatywne są przedstawione na rys. 3 wyniki 
pomiarów aktywności katalazy po 24 h żelowania dla alginianu o stę-
żeniu 4%.

Wpływ ilości dodawanego enzymu
Biokatalizator otrzymywany przez immobilizację bardzo aktywnej 

katalazy Terminox Ultra (1 ml roztworu) charakteryzował się znaczny-
mi oporami dyfuzyjnymi przy zastosowaniu go do rozkładu nadtlenku 
wodoru. W takiej sytuacji często zmniejsza się ilość stosowanego enzy-
mu. Z tego względu sprawdzono wpływ ilości dodawanego enzymu. Na 
rys. 4 porównano sprawności pułapkowania katalazy dla dla 1 ml oraz 
0,5 ml enzymu użytych podczas immobilizacji. Z rysunku wynika, że 

Rys. 4. Wpływ ilości katalazy na efektywność pułapkowania w 4% alginianie


