Kapsutkowanie immobilizowanych
In situ endolipaz Mucor

Tadeusz Antczak”

Joanna Bugkfi

Wiestaw Szejan

Edward Galas®

lInstytut Biochemii Technicznej

Politechnika to6dzka

todz

~Katedra Technologii Chemicznej Wegla i Ropy Naftowej
Politechnika Slaska

Gliwice

1. Wstep

nie w syntetycznej chemii organicznej (1-3). Do najbardziej efektywnych
biokatalizatorow stosowanych w syntezie organicznej nalezg lipazy [EC 3.1.1.31
(4-6). Wykazuja one aktywnos¢ zarowno w srodowisku wodnym jak i rozpu-
szczalnikdw organicznych. Stosowane sa w reakcjach hydrolizy lub estryfika-
cji, np. do kinetycznego rozdzialu racematéw, modyfikacji ttuszczéw, a takze
do otrzymywania réznorodnych substanciji biotogicznie aktywnych. Reakcje pro-
wadzi sie z uzyciem natywnych enzymoéw pochodzenia rostinnego, zwierzecego
lub mikrobiologicznego. Lipazy moga wystepowacé w postaci rozpuszczalnej lub,
czesciej, immobilizowanej (7-11).

Enzymy immobilizowane — w tym i lipazy — wykazujg szereg zalet, a do
najwazniejszych naleza: mozliwos¢ wielokrotnego stosowania oraz znaczne
uproszczenie metodyki wydzielania produktéw. Niestety, w wyniku unieru-
chomienia niejednokrotnie obserwuje sie zmniejszenie selektywnosci i aktyw-
nosci enzymow. Wybdér metody immobilizacji i, co za tym idzie, ostateczna
forma enzymu, w wielu przypadkach narzuca ograniczenia jego praktycznego
zastosowania. Przykladowo metody sorpcji na nosnikach nie zabezpieczajg
enzymu przed degradacjg mikrobiologiczna, z kolei kopolimeryzacja hamuje
dyfuzje powstajacej wody w procesie syntezy, co ogranicza stosowanie lipaz
w rozpuszczalnikach organicznych (12).

Endolipazy zwigzane ze strukturami komoérkowymi drobnoustrojow wy-
kazuja znacznie wiekszg aktywnos¢ niz enzymy wydzielone w czystej postaci.

Metody enzymatyczne i chemoenzymatyczne znajduja szerokie zastosowa-
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w wielu pracach (13-16) wykazano, ze lipazy immobilizowane in situ moga
by¢ z powodzeniem stosowane w reakcjach hydrolizy i estryfikacji. Ograni-
czeniem stosowania wewnatrzkomoérkowych lipaz w postaci immobilizowanych
in situ preparatéw mycelialnych jest ich niewielka wytrzymatos¢ mechanicz-
na, co znacznie utrudnia ich wielokrotne wykorzystanie.

Celem podjetych badan bylo opracowanie metody kapsutkowania endoli-
paz Mucor immobilizowanych in situ w celu otrzymania biokatalizatorow aktyw-
nych i stabilnych w srodowisku niewodnym. Wybrano nie opisang dla lipaz
technike kapsutkowania w hydrofitowych zelach alginianowych i karagenia-
nowych. Metoda ta jest szeroko stosowana do otrzymywania immobilizowanych
enzymow i drobnoustrojow katalizujgcych przemiany w srodowisku wodnym.
Zamiarem naszym byla ocena zakresu jej stosowania w rozpuszczalnikach
organicznych.

2. Metodyka badan

2.1. Materiat biologiczny

W badaniach stosowano endolipazy Mucor jauanicus T45 (MJ.) i Mucor
racemosus A37 (M.r.)) immobilizowane in situ, w postaci odwodnionego my-
celium. Otrzymywano je za pomoca opisanej metody w pracach (14,17,18).
Lipazy stosowano w formie natywnej oraz poddano impregnacji kwasem olei-
nowym. Do 250 mg lipazy dodawano 4 cm” 0,885 M kwasu oleinowego
w eterze naftowym. Po 30 minutach impregnacji enzym przemywano kilka-
krotnie eterem naftowym i suszono w temperaturze 37°C.

2.2. Kapsutkowanie lipaz w alginianie

Lipaze w ilosci 250 mg dodano do 10 cm” 1% roztworu alginianu sodu
(prod. Aldrich, o lepkosci 3% roztworu wodnego 200-400 cps) i sieciowano
jonami wapnia przez wkraplanie do 30 cm”™ 2% roztworu CaCl2. Czas kon-
dycjonowania wynosit 30 min. Nastepnie otrzymane kapsutki odsgczono
i przemyto woda. Tak uzyskany biokatalizator stosowano w reakcji hydrolizy.
Lipazy uzywane w reakcjach syntezy poddawano suszeniu przez 18 godzin
w temperaturze 37°C.

2.3. Kapsutkowanie lipaz w karagenianie

Kapsutkowanie w karagenianie (typ 1, prod. Sigma) prowadzono analogi-
cznie jak kapsutkowanie w alginianie. Stosowanymi czynnikami sieciujgcymi
byty: 2,2% KCI i 2% CaCl2. Dalej tak jak w pkt. 2.2.
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2.4. Warunki prowadzenia reakcji hydrolizy i syntezy

Reakcje prowadzono w szczelnie zamknietych naczyniach o pojemnosci
30 cm”™ mieszanych z szybkoscig 225 min'c w temperaturze 37°C. Postep
reakcji okreslano metodg alkalimetryczng oznaczajgc kwas tluszczowy (14).
Reakcje syntezy przeprowadzono w obecnosci adsorbenta wody (sito molek-
kularne 4 A lub Na2s04).

2.4.1. Synteza oleinianu butylu

W naczyniu umieszczano: 2 mmol kwasu oleinowego, 2 mmol 1-butanolu,
5 cm” rozpuszczalnika, 1 g substancji wigzacej wode oraz lipaze kapsutko-

wang wedlug pkt. 2.2 i 2.3.

2.4.2. Hydroliza oliwy z oliwek

Reakcje hydrolizy prowadzono w naczyniach jw. w ukitadzie dwufazowym
uzywajac: 0,5 cm” oliwy, 5 cm” eteru naftowego, 0,5 cm”™ wody i lipaze

kapsutkowana wedilug pkt. 2.2 i 2.3.

3. Wyniki

Aktywnos¢ w srodowisku niewodnym jest wypadkowa oddzialtywania en-
zymu z elementami otoczenia, z ktoérych znaczgca rote odgrywaja dwa skiad-
niki fazy ciekiej: rozpuszczainik organiczny i woda (10). Znaczenie wody jest
szczegollnie wazne w przypadku reakcji estryfikacji katalizowanej przez lipa-
zy, gdyz jest ona zaréwno niezbednym skiadnikiem Srodowiska reakcji jak
i jednym z jej produktéw, ktérego stezenie wzrasta podczas syntezy estru.
Wydzielona woda w srodowisku hydrofobowym moze: wysycac¢ rozpuszczalnik
(po wysyceniu tworzy¢ odrebng faze), lokalizowac¢ sie w rejonach hydrofilo-
wych (np. nosnik enzymu, substrat, produkt) lub oddzialywa¢ bezposrednio
z lipaza. Woda ta moze w sposob posredni lub bezposredni wpltywaé na
aktywnosc¢ lipaizy: zmienia¢ kierunek reakcji z syntezy na hydrolize, zwie-
ksza¢ szybkos¢ syntezy estru lub inaktywowac lipaze.

Lipazy Mucor immobilizowane in situ w srodowisku niewodnym wykazujg
bardzo wysoka termostabilnos¢. Po jednogodzinnej inkubacji w temperaturze
100°C w rozpuszczalnikach organicznych [log P z przedzialu 2-4,5] (19), za-
chowujg 82-87% aktywnosci wyjsciowej (13,20). Ich aktywnos¢ jest takze
uzalezniona od budowy syntezowanego estru (14).

W ,preferowanym” dla badanych enzymoéw zakresie log P poszukiwano
optymalnego rozpuszczalnika organicznego, w ktéiym kapsutkowane lipazy
Mucor wykazywaly najwyzsza aktywnosc¢ katalityczng w reakcji syntezy olei-
nianu butylu. W zwigzku z tym, ze lipazy kapsutkowano w matrycy hydro-
filowej to takze optymatizowano czynnik wigzacy wode.
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Na aktywnos¢ syntetyczng immobilizowanych in situ lipaz Mucor wywiera
wpltyw woda wydzielona w reakcji syntezy. Jej okresowe zaleganie w komorce
moze by¢ powodem przebiegu reakcji rewersji (14). Zjawisko to mogtoby wy-
stepowac zwilaszcza w przypadku kapsutkowania lipaz w hydrofilowym zelu
alginianowym i karagenianowym. Prowadzac synteze wymuszano dyfuzje po-
wstale] wody poza kapsutke przez zastosowanie czynnika wigzacego wode,
co zapobiegato zmianie kierunku przemiany katalizowanej przez lipaze. Taki
sposob prowadzenia reakcji umozliwia odpowiedZz na pytanie: czy lipaza po
kapsutkowaniu zachowuje niezmieniong konformacje katalityczng? Odpowiedz
na nie byta szczegélnie wazna, poniewaz pomimo suszenia po kapsutkowaniu
preparatow lipazy, hydrofilowy charakter matrycy stwarzat niebezpieczenstwo
zatrzymywania wydzielonej wody, co tworzytoby srodowisko prefemjace aktyw-
nos¢ hydrolityczng enzymu. W takim srodowisku brak postepdw reakcji estry-
fikacji mogt by¢ interpretowany jako inaktywacja biokatalizatora.

Wydajnosci syntezy oleinianu butylu katalizowanego przez natywng lipaze
M. Javanicus zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1

Whpiyw rodzaju rozpuszczalnika oraz czynnika wigzagcego wode na postep syntezy oleinianu butylu
w REAKCJI KATALIZOWANEJ PRZEZ IMMOBILIZOWANA in situ. NATYWNA LIPAZE Mucorjavanicus

Czas syntezy (h)

Rozpuszczalnik Czynnik sorbujacy wode 24 48 96
stopien konwersji (%)

eter di-n-butylowy sita mol. 4 A 42 65 87

eter di-n-butylowy Naz2Soa 74 76 75

eter di-izo-propylowy Na2So4 — 54 54

eter naftowy sita mol. 4 A 76 92 90

eter naftowy Naz2So4 89 92 92

Zastosowanie czynnika wigzgcego wode i rozpuszczalnego w niej niesie
ze sobg niebezpieczenstwo wnikniecia jego molekut do warstwy wody nie-
zbednej tlipazy, co z kolei moze wplywaé¢ na aktywnos¢ enzymu. Substancje
whnikajac w warstwe niezbednej wody moga wpltywaé¢ na aktywnosé syntety-
czng poprzez zmiany pH warstwy lub jej modyfikacje chemiczng (15).

Na podstawie uzyskanych wynikéw wskazuje sie, ze optymalnym $rodo-
wiskiem dla prowadzenia reakcji estryfikacji jest eter naftowy z dodatkiem
bezwodnego siarczanu sodu, jako czynnika usuwajgcego wode.

Lipazy Mucor immobilizowane in situ wykazujg niewielka stabilnos¢ me-
chaniczng i ulegajg nadmiernemu rozdrobnieniu (powstaje trudna do roz-
dzielenia mieszanina, co uniemozliwia wykorzystanie ich w kolejnych synte-
zach). Stosowanie endolipaz w procesach ciggtych Ilub jako wypetienie re-
aktora z mieszaniem jest ograniczone. Warunki otrzymywania kapsutkowa-
nych lipaz dobrano w ten sposéb, aby zapewni¢ dobrg wytrzymatlos¢ mecha-
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Rys. 1. Wplyw impregnacji kwasem oleinowym immobilizowanych in situ lipaz Mucor na
postep syntezy oleinianu butylu w reakcji katalizowanej przez enzymy kapsutkowane w alginianie
wapnia.

niczng (w warunkach, w ktérych byly prowadzone badania) przy minimalnej
zawartosci jonow sieciujgcych, gdyz mozna sie bytlo spodziewaé, ze stopien
usieciowania wptywa na szybkos¢ dyfuzji, a przez to réwniez na szybkosé
reakcji estryfikacji. Dobrano zatem minimalny czas kondycjonowania pozwa-
lajacy osiggna¢ zatlozony cet.

Lipazy Mucor inkludowano w zelu alginianu wapnia, a nastepnie odwadniano
uformowane granulki. Stwierdzono, ze tak otrzymane enzymy zapewniajg w
temperaturze 37°C wysoki stopien konwersji substratéw. Nie stwierdzono wpty-
Wwu zmiany czasu suszenia preparatow na efektywnos¢ dziatania lipaz.

W pracy (14) stwierdzono zblizone szybkosci reakcji estryfikacji kwasu
oleinowego alkoholem butylowym oraz hydrolizy trioleinianu glicerolu kata-
lizowanych przez lipazy Mucor. Wynikato to prawdopodobnie z podobnej zdol-
nosci enzymoéw do rozpoznawania tancucha kwasu oleinowego w substra-
tach. Wiasciwos¢ te wykorzystano podczas otrzymywania kapsutkowanych
lipaz w celu zabezpieczenia i stabilizacji ich konformacji katalitycznej pod-
czas formowania kapsutek. Przeprowadzono dwustopniowa modyfikacje en-
zymow. Najpierw lipazy impregnowano kwasem oleinowym by, po odmyciu
jego nadmiaru, przeprowadzi¢ operacje kapsuitkowania. Uzyskane rezultaty
zamieszczono na rysunku 1.

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono, ze enzymy tgczone z substra-
tem, a nastepnie inkludowane w polimer wykazuja wieksza efektywnos¢ katali-
tyczna. Kapsutkowane lipazy charakteryzuja sie duzg odpornoscia mechaniczna,
a uzyte w kolejnych cyklach reakcji nie tracg swej aktywnosci (tab. 2).
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— w karagenianie wapnia m 7z kw. oleinowym w karagenianie potasu

z kw. oleinowym w karagenianie wapnia

Rys. 2. Postep reakcji estryfikacji oleinianu butylu katalizowanej przez lipaze Mucorjavanicus
kapsutkowang w zelu karagenianowym.

Tabela 2
Postep reakcji syntezy oleinianu butylu katalizowanej przez lipazy Mucor PROWADZONEJ
w DWOCH CYKLACH DLA ENZYMOW NIEIMPREGNOWANYCH | IMPREGNOWANYCH KWASEM OLEINOWYM

Mucorjavanicus Mucor racemosus
Czas (h) nieimpregnowany impregnowany nieimpregnowany impregnowany
1 cykl 11 cykl 1 cykl Il cykl 1 cykl Il cykl 1 cykl 11 cykl
stopien konwers;ji (%)
24 19 22 67 43 5 11 — 5
48 — 22 — 56 9 28 11 17
96 49 — 69 — 21 — 28 —
120 — 47 — 86 — 30 — 31
144 56 — 73 — 43 — 58 —
168 — 59 — 88 — 36 — 41

Zaobserwowany w kolejnych cyklach dla wielu przypadkéw estryfikacii,
wzrost aktywnosci kaesutkowanej lipazy jest prawdopodobnie wyiiikien; po-,
stepujacego procesu formowania porow zelu. Jest to zjawisko korzystne po-
niewaz umozliwia swobodng diduzje substratéw i produktéw przy jednoczes-
nie zachowanej duzej wytrzymalosci mechanicznej kapsutek.

Powszechnie wiadomo, ze jony wapniowe sg aktywatorami wielu enzymow.
Zbadano wpfyw jondw sieciujacych zel karagenianu na dziatanie katalityczne
lipazy. Roztwdr polisacharydu z zawieszonym w nim enzymem sieciowano jo-

biotechnologia 1 (44) 99



178 Tadeusz Antczak i inni

—e— natywny B w karagenianie potasu w alginianie wapnia

Rys. 3. Postep reakcji hydrolizy oliwy z oliwek katalizowanej przez lipaze M. racemosus.

nami potasu lub wapnia. Na podstawie otrz3nnanych wynikéw dla lipazy M. ja-
vanicus (rys. 2) mozna stwierdzi¢, ze deeydujgey wplyw na efektywnos¢ dzia-
tania kapsutkowanyeh lipaz wywiera impregnacja lipazy kwasem oleinowym.

W wyniku opracowanej metody zamykania lipaz w kapsutkach zeléw algi-
nianowych i karagenianowych oraz suszenia otrzymano preparaty, ktére moga
by¢ stosowane w reakcjach syntezy estrow. Przeprowadzono takze proby za-
stosowania niesuszonych kapsutkowanyeh lipaz M. racemosus do hydrolizy
oleju oliwkowego (rys. 3). Lipazy kapsutkowane w alginianie wapnia wykazuja
wiekszg aktywnos¢ w porodwnaniu z kapsutkowanymi w karagenianie potasu.
O aktywnosci hydrolitycznej w srodowisku wodnym decydujacy jest wymiar
porow kapsutek umozliwiajgcych dostep acyloglicerolu do inkludowanej lipazy.

4. Podsumowanie

Zaproponowana metoda kapsutkowania lipaz w hydrofilowych zelach poli-
sacharydéw: alginianie wapnia i karagenianie potasu polega na inkludowa-
niu w sie¢ polimeru impregnowanych kwasem oleinowym immobilizowanych
in situ lipaz Mucor. Zastosowany czas kondycjonowania oraz stezenie roz-
twordw sieciujgcych pozwolily otrzymac¢ preparaty aktywne w reakcji hydro-
lizy acylogliceroli, ktére po wysuszeniu w temperaturze 37°C wykazujag takze
wysoka aktywnos¢ w reakcji syntesy estrow w srodowisku rozpuszczalnikdéw
organicznych. Metoda ta jest prosta w wykonaniu i tania. Pozwala ona uzy-
ska¢ aktywne w dluzszym czasie biokatalizatory, ktére cechuje duza wytrzy-
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malos¢ mechaniczna, co umozliwia ich uzycie do wielokrotnego stosowania
w procesach okresowych i ciggtych.
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Encapsulation of immobilised in situ intracellurar lipases of Mucor
Summary

Endolipases associated with the cell structures of microorganisms are more active in com-
parison with purified enzymes. Due to the weak mechanical resistance lipases immobilised in
situ cannot be used many times.

The method of lipases encapsulation in polysacharides hydrophilic gels was elaborated. The
lipases Mucor immobilised in situ were treated with oleic acid in hexane and then dispersed in
an aqueous solution of sodium alginate or karagenate. Immobilisation of enzymes was achieved
by intermolecular cross-linking of the polysacharide chains using the solution of calcium or
potassium salts. The biocatalysts prepared under proposed conditions were active in hydrolysis
of esters, as well as in esterification reaction. It was found that immobilised enzymes were active
for a long time, were mechanically resistant and could be used many times in periodic and
continuous processes.

Key words:
lipases, immobilization encapsulation, ester hydrolysis, esterification, alginate, karagenate.
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