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Ocena efektywnosci putapkowania katalazy Terminox Ultra
w zelu alginianu wapnia

Wstep

Zel alginianu wapnia jest jednym z najczesciej stosowanych nos-
nikéw do immobilizacji materiatu biologicznego. Wynika to stad, ze
immobilizacja calych komoérek i enzymow w granulkach utworzonych
z zelu alginianowego jest bardzo prostym procesem, ktéry moze by¢
przeprowadzony w tagodnych warunkach. Zazwyczaj material podda-
wany immobilizacji jest mieszany z roztworem alginianu sodu i wkra-
plany do roztworu zawierajacego jony wapniowe. W wyniku wymiany
jonéw sodowych na wapniowe zachodzi natychmiastowe zelowanie,
prowadzace do putapkowania materiatu biologicznego w porach matry-
cy alginianowej, z ktorej utworzone sa kuliste granulki. Ze wzgledu na
znaczne rozmiary porow zele alginianowe nadaja si¢ przede wszystkim
do immobilizacji komorek mikroorganizméw. W przypadku immobi-
lizacji enzymdw istnieje mozliwos¢ stopniowego ich uwalniania sig¢
z matrycy alginianowe;.

W ostatnich latach, pomimo wystgpujacych ograniczen, podejmo-
wano szereg prob immobilizacji enzymow w zelu alginianu wapnia.
Stosowano lipaz¢ z Candida rugosa [Knezevic i in., 2002, Betigeri
i Neau, 2002; Won i in., 2005, Jeganathan i in., 2006], ktéra ma masg¢
czasteczkowa 57 kDa. W niektorych przypadkach uzyskiwano nawet
wysokie sprawnosci putapkowania, ale podczas eksploatacji immobili-
zowanego biokatalizatora obserwowano wyrazny spadek jego aktywno-
$ci, ktory thumaczono uwalnianiem si¢ enzymu z matrycy alginianowe;j.
Badania te potwierdzity wczesniejsze obserwacje, ktore wskazywaly
na dyfuzjg albuminy wotowej o masie czasteczkowej 69 kDa w zelach
alginianowych [Martinsen i in., 1989; Martinsen i in., 1992; Amsden
i Turner, 1999]. We wszystkich przypadkach stwierdzono zmniejszanie
si¢ szybkosci dyfuzji ze wzrostem stgzenia alginianu. Obserwowano
takze wplyw rodzaju stosowanego alginianu na wartosci efektywnego
wspotczynnika dyfuzji albuminy wotowej. Publikowane badania na te-
mat immobilizacji réznego rodzaju enzymow [Yi i in., 2005; Catana
iin., 2005; Mittal iin., 2005; Arya i Srivastava 2006] w zelu alginianu
wapnia dawaly zazwyczaj niezadowalajace rezultaty. We wszystkich
przytoczonych przypadkach masa czasteczkowa enzymow nie przekra-
czata jednak 200 kDa.

Niniejsza praca dotyczy immobilizacji katalazy z Aspergillus niger,
ktorej masa czasteczkowa jest znacznie wigksza niz wczes$niej immo-
bilizowanych enzymdw. Dokonano w niej analizy wplywu stezenia al-
ginianu sodu i chlorku wapnia oraz ilo$ci katalazy na efektywnosc jej
putapkowania.

Czesc¢ doswiadczalna

Zrodlem katalazy byt gotowy produkt Terminox Ultra wytwarzany
przez Novozymes. Alginian sodu o niskiej lepkosci pochodzit z firmy
Sigma-Aldrich. Pozostate odczynniki zakupiono w POCh.

Do badan przygotowano roztwor Terminoxu Ultra rozcienczony woda
destylowana w stosunku 1:4. Roztwory alginianu sodu o stgzeniach 2, 3
1 4% mas. i roztwory chlorku wapnia o st¢zeniach 0,5%, 1% i 2% mas.
przygotowano przez rozpuszczenie w wodzie destylowane;.

Roztwory alginianu sodu z dodatkiem 1 ml lub 0,5 ml rozcieficzonej
katalazy byty wkraplane za pomoca strzykawki umieszczonej w pompie
infuzyjnej. W strzykawce zamocowano iglg o srednicy 1,2 mm, ktorej
koniec byt ptasko $cigty. Do kazdej z szeregu zlewek zawierajacych po
10 ml roztworu CaCl, o odpowiednim stgzeniu wkraplano po jednej

kropli alginianu z katalaza. Roztwory zelujace w zlewkach byty mie-
szane za pomoca mieszadetek magnetycznych. Proces zelowania pro-
wadzono w temperaturze pokojowej. W okre§lonych odstgpach czasu
od 0,5 h do 72 h granulki byly wyjmowane z roztworu chlorku wapnia,
przemywane woda destylowana i wykorzystywane do oznaczania ak-
tywnosci pozostatej w nich katalazy. Przed oznaczeniem aktywnosci
enzymu granulki roztwarzano w 2 ml roztworu cytrynianu sodu. Do-
datkowo jedna kroplg roztworu alginianu sodu z katalaza wkraplano
do 2 ml roztworu cytrynianu sodu, aby wykorzysta¢ ja do oznaczenia
poczatkowej aktywnosci katalazy.

Omoéwienie wynikow doswiadczen

Do oznaczania aktywnosci katalazy zastosowano metodg wykorzy-
stujaca elektrodg tlenowa [Mitek, 2011]. Znajomos¢ rzeczywistej ak-
tywnosci katalazy w kropli alginianu g, i w granulce a, po odpowied-
nim czasie zelowania pozwala na obliczenie bezwymiarowej aktywno-
$ci katalazy z zaleznos$ci

g
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Aktywno$¢ katalazy w granulce oznaczano po jej rozpuszczeniu
w roztworze cytrynianu sodu, aby wyeliminowa¢ opory dyfuzyjne, kto-
re wystepuja przy zastosowaniu catych granulek. Warto zwréci¢ uwage
na to, ze wyznaczona w ten sposob bezwymiarowa aktywnos¢ bioka-
talizatora jest rownowazna sprawnosci putapkowania, ktdra zazwyczaj
wyraza si¢ w procentach.

Wptyw stezenia alginianu sodowego
Wplyw stgzenia alginianu sodu oraz czasu zelowania na aktywnos¢
katalazy w granulce biokatalizatora przedstawia rys. 1.

Rys. 1. Wplyw stezenia alginianu na aktywno$¢ biokatalizatora podczas zelowania
przez 24 godziny

Dla wszystkich stosowanych stezen alginianu obserwuje si¢ stop-
niowe zmniejszanie si¢ aktywnosci katalazy w granulkach z uptywem
czasu. Swiadczy to o tym, ze enzym stopniowo uwalniat si¢ poprzez
pory zelu do roztworu chlorku wapnia. Najszybszy spadek aktywnosci
wystepowal podczas pierwszych 30 min zelowania, kiedy przy przej-
sciu zolu w zel zmniejsza si¢ objetos¢ granulek. Migdzy 30 i 120 min
zmiany byly juz jednak stosunkowo niewielkie. Ponadto z rys. 2 wyni-
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Rys. 2. Wplyw stgzenia alginianu i czasu przetrzymywania granulek biokatalizatora
w roztworze chlorku wapnia na aktywno$¢ katalazy

ka, ze wzrost stezenia alginianu sodu z 3% do 4% nie wptywa znaczaco
na sprawnos$¢ putapkowania enzymu. Z Kkolei nizsze st¢zenie alginianu
(2%) znacznie obniza sprawno$¢ putapkowania obnizajac tym samym
aktywno$¢ uzyskanego biokatalizatora. W ten sposob po 24 godzinach
aktywnos$¢ biokatalizatora wyprodukowanego z 4% alginianu zmalata
o0 okoto 35%. Natomiast dla alginianu o stgzeniu 2% spadek ten wynosit
77%.

Wydluzenie przetrzymywania granulek alginianowych w roz- two-
rze chlorku wapnia (Rys. 2) prowadzi do dalszego, stopniowego uwal-
niania si¢ katalazy z granulek. Biokatalizator otrzymany z 2% alginianu
nie wykazywat po 72 h aktywnosci katalazy. Natomiast w biokatali-
zatorach otrzymanych z alginianu 3% i 4% stwierdzono aktywnosci
katalazy stanowiace odpowienio 36% i 41% aktywnosci poczatkowej.

Wptyw stezenia chlorku wapnia
Przeanalizowano wptyw st¢zenia chlorku wapnia w zakresie st¢zen

od 0,5% o 2% na efektywno$¢ putapkowania, a tym samym na aktyw-
nos$¢ biokatalizatora.
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Rys. 3. Wptyw stgzenia chlorku wapnia na aktywnos¢ katalazy w 4% granulkach
alginianowych po 24 h zelowania

2%

Przez caly 24-godzinny okres Zelowania zauwazono ksztaltujaca
si¢ prawidtowos¢ — ze wzrostem stgzenia chlorku wapnia uzyskiwano
wzrost efektywnosci putapkowania katalazy niezaleznie od uzytego stg-
zenia alginianu. Reprezentatywne sa przedstawione na rys. 3 wyniki
pomiaréw aktywnosci katalazy po 24 h Zelowania dla alginianu o stg-
zeniu 4%.

Wplyw ilosci dodawanego enzymu

Biokatalizator otrzymywany przez immobilizacje bardzo aktywnej
katalazy Terminox Ultra (1 ml roztworu) charakteryzowat si¢ znaczny-
mi oporami dyfuzyjnymi przy zastosowaniu go do rozktadu nadtlenku
wodoru. W takiej sytuacji czesto zmniejsza sig ilos$¢ stosowanego enzy-
mu. Z tego wzgledu sprawdzono wpltyw ilosci dodawanego enzymu. Na
rys. 4 poroéwnano sprawno$ci putapkowania katalazy dla dla 1 ml oraz
0,5 ml enzymu uzytych podczas immobilizacji. Z rysunku wynika, ze
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Rys. 4. Wptyw ilosci katalazy na efektywno$¢ putapkowania w 4% alginianie

zmniejszenie ilosci dodawanego enzymu nie wplyngto w istotny sposob
na efektywnos¢ putapkowania.

Whioski

Przeprowadzone badania wykazaly, ze na sprawnos$¢ putapkowania
katalazy w zelu alginianu wapnia ma wplyw stezenie uzytego alginianu
oraz st¢zenie chlorku wapnia w roztworze zelujacym.

Natomiast ilo$¢ uzytego roztworu katalazy podczas immobilizacji nie
wplywala na sprawnos¢ putapkowania.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen i wykonanych pomia-
réw mozna zaleca¢ przy immobilizacji katalazy stosowanie alginianéw
0 stezeniu co najmniej 3% mas. i roztwordw zelujacych o zawartosci
chlorku wapnia 2% mas.
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