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Mikrokapsulkowanie za pomocg
ekstruzji oraz koekstruzji



’ Uwagal!

Cwiczenie wymaga kontaktu z mikroorganizmami. Po
zakonczonej pracy wszystkie zawiesiny zawierajgce
drozdze nalezy zagotowac na plycie grzejnej (15min.).
Dopiero po zakonczonym procesie gotowania mieszaniny
mozna wyla¢ do zlewu. Uzyte szklo laboratoryjne nalezy
dokladnie umy¢ a stanowisko pracy zdezynfekowac
alkoholem.



1. Immobilizacja

Immobilizacja, inaczej zwana unieruchomieniem, jest zespotem technik, ktére prowadza do
czesciowego lub calkowitego ograniczenia mozliwosci ruchu, poprzez zwigzanie z no$nikiem
czasteczek, substancji, czy tez materiatow biologicznych. Wyrdzniamy trzy gtdéwne metody:

e unieruchomienie na powierzchni nosnika,
e unieruchomienie wewnatrz no$nia,
e unieruchomienie bez udziatu no$nika.

Immobilizacja na powierzchni nosnika opiera si¢ ona na powinowactwie immobilizowanego
czynnika (mikroorganizm, enzym, substancje zapachowe, itp.) do no$nika. W metodzie tej
wyrozniamy dwie grupy: adsorpcj¢ oraz wigzanie kowalencyjne.

Pierwsza z nich polega na wytworzeniu wigzan wodorowych, oddziatywan: elektrostatycznych,
van der Waalsa oraz hydrofobowych. Jest to metoda tania i prosta, jednak bardzo wrazliwa na zmiany
w srodowisku (pH, temp.), w wyniku czego czesto dochodzi do desorpcji.

Immobilizacja poprzez wigzania kowalencyjne polega natomiast na wytworzeniu trwalych wigzan
chemicznych, przez co uklad jest stabilny i bardziej trwaty. Wymaga to jednak czesto zastosowania
czynnikéw wiazacych o wiasciwosciach toksycznych, ktore wykluczaja zastosowanie tej metody w
technologii zywnosci. Stosowanymi no$nikami w unieruchamianiu powierzchniowym sg: szkto
porowate, drewno, celuloza, ziemia okrzemkowa, pumeks, polimery syntetyczne, spieki ceramiczne
oraz tlenki metali. Jako czynniki wiazace stosuje si¢ aldehyd glutarowy, bromocyjan, diaminy, kwasy
dikarboksylowe.
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Rys. 1. Immobilizacja na powierzchni no$nika: A) adsorpcja na powierzchni, B) wigzanie
kowalencyjne.

Zamykanie wewnatrz no$nika opiera si¢ na wykorzystaniu materialow, ktore tworza porowate,
potprzepuszczalne membrany, umozliwiajace dyfuzje. W metodzie tej wyrdzniamy trzy grupy:
putapkowanie, mikrokapsutkowanie oraz unieruchomienie pomig¢dzy membranami.

Putapkowanie (inkluzja) jest metoda, w ktorej dana substancja zostaje zawieszona w zelu
naturalnym badz syntetycznym, po czym powstata mieszanina poddawana jest sieciowaniu. W wyniku
tego powstaja najczesciej kuleczki o wielkosci rzedu kilkudziesieciu pm do paru mm.

Mikrokapsutkowanie polega na utworzeniu kapsulek, w ktéorych wyrdézniono dwie warstwy;
pierwszg jest rdzen, ktory moze wystgpowac w postaci gazowej, cieklej lub statej, natomiast druga
warstwe stanowi otoczka utworzona z zelowego polimeru lub potprzepuszczalnej membrany.
W metodzie tej mozliwe jest utworzenie kilku warstw otoczki, ktorych zadaniem jest lepsza ochrona
materiatu w rdzeniu przed oddzialywaniem czynnikéw zewnetrznych.

Kolejnym sposobem unieruchomienia jest zamykanie biokatalizatorow wewnatrz przegrod
zbudowanych z  pdlprzepuszczalnych membran, co umozliwia swobodny przeptyw
matoczgsteczkowych substratow i produktow. W przypadku zastosowania mikroorganizméw, metoda
ta nie zmniejsza ich aktywno§$ci oraz nie hamuje ich wzrostu.



Wyzej wymienione metody nie wymagaja uzycia skomplikowanych urzadzen, cechujg si¢
prostota oraz s3 ekonomiczne, jednak posiadaja kilka istotnych wad, uniemozliwiajacych ich szersze
zastosowanie. Kapsuly niecatkowicie spetniaja swoja role w przypadku immobilizacji
mikroorganizméw, gdyz ograniczaja ich wzrost i aktywnos¢, a ponadto czg$¢ komodrek przenika do
pozywki. Bardzo czgsto juz sam proces sieciowania, przy zastosowaniu syntetycznych nosnikow,
wykazuje toksycznos¢. W przypadku poétprzepuszczalnych membran, duzym minusem jest przenikanie
jedynie maloczasteczkowych substancji; czasteczki o wigkszych rozmiarach uniemozliwiaja
swobodny przeptyw metabolitow. Jako nos$niki w powyzszych metodach stosuje si¢: alginian,
karageny, agar, chitozan, pektyne, zelatyng, poliakryloamid, poliuretan, pochodne celulozy, membrany
nylonowe, silikonowe, liposomowe, poliwgglanowe.
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Rys. 2. Immobilizacja wewnatrz nosnika: A) putapkowanie, B) mikrokapsutkowanie, C)
unieruchomienie pomigdzy membranami.

Immobilizacja bez udziatu nosnika, zwana inaczej flokulacja, polega na tworzeniu agregatéw
przez drobnoustroje. W tym procesie wykorzystywana jest naturalna zdolno$¢ mikroorganizméw do
oddziatywania fizycznego Iub chemicznego z grupami funkcyjnymi $cian komoérkowych, w wyniku
Czego zostaja one polaczone. W celu zwigkszenia tego zjawiska stosuje si¢ zmiang pH, skladu
pozywki, stezenia tlenu, a takze innych czynnikow. Zaleta tej metody jest znaczne zwickszenie
koncentracji biomasy, a co za tym idzie aktywnos$ci mikroorganizméw, bez stosowania no$nikow.

Rys. 3. Unieruchomienie bez uzycia nosnika: flokulacja.

2. Zalety i wady immobilizacji

W obecnych czasach w roznych galeziach przemystu dazy si¢ do obnizenia kosztow produkcji
oraz osiagnigcia przewagi technologicznej poprzez wdrazanie innowacyjnych rozwiazan, dzigki
czemu rosnie konkurencyjno$¢ danej firmy. Dogodne warunki ku temu stwarza zastosowanie
proceséw immobilizacji, poprzez:

e mozliwo$¢ wielokrotnego wykorzystania biokatalizatora,

o zwigkszenie stabilnosci, reaktywnosci oraz wydluzenie aktywnos$ci biokatalizatora/substancji
czynnej,

e latwiejsze oddzielenie koncowego produktu od biomasy,



eliminacja fazy namnazania, dzigki czemu niemal od razu mikroorganizmy przystepuja do
produkcji pozadanej substancji (dodatkowo ulega skroceniu czas fermentacji),

zwickszenie koncentracji pozadanych substancji w bioreaktorze,

utatwienie prowadzenia proceséw ciaglych, ich automatyzacj¢ i kontrole,

zmniejszenie wystepowania zakazen mikrobiologicznych,

eliminacja niektorych etapow produkcji (mniejsze zapotrzebowanie na energi¢, sprzet, site
robocza),

lepsze wykorzystanie bioreaktora przy procesach ciagtych,

mozliwo$¢ zastosowania wydajniejszego mieszania i napowietrzania medium, co moze
sprzyjac lepszemu wykorzystaniu substratow,

ochrona immobilizowanej substancji,

kontrolowane uwalnianie produktow.

Mimo, iz immobilizacja posiada wiele zalet, napotyka ona takze pewne ograniczenia w bezposrednim
zastosowaniu, m.in. takie jak:

ograniczenia dyfuzyjne dot. przenikania substratow i produktow,

trudnosci z utrzymaniem dtugotrwatej stabilnosci nosnika,

zmiany metaboliczne wywotane unieruchomieniem i diugotrwatym wykorzystaniem tych
samych komorek,

przenikanie/uwalnianie komoérek do pozywki,

strata aktywnosci biokatalizatoréw wraz z uptywem czasu.

3. Cechy dobrego nos$nika

W procesie unieruchamiania istotnym jest nie tylko dobdér odpowiedniej techniki, ale takze

wiasciwego nosnika, ktorego powinno cechowac:

brak toksycznosci w stosunku do immobilizowanych komorek/substancji czynnych
(biokompatybilnos¢),

lagodny i prosty proces unieruchamiania, np.: temperatura, nietoksyczny odczynnik
sieciujacy,

zdolnos$¢ do efektywnego zatrzymywania komorek/substancji w obrebie nosnika,
odpowiednia porowatos¢ (umozliwienie kontrolowanego uwalnianie substancji lub/i
swobodnej dyfuzji substratow i produktow),

stabilno$¢ chemiczna 1 mechaniczna,

mozliwo$¢ regeneracji,

tatwa dostepnos¢ oraz niski koszt.

4. Rodzaje nosnikow

1) Nos$niki organiczne

Naturalne biopolimery ciesza si¢ duzym zainteresowaniem w procesach immobilizacji ze

wzgledu na szereg zalet. Posiadaja wiele grup funkcyjnych, co wplywa na stabilizacje
biokatalizatorOw/substancji w strukturze zelu. Uklady takie sg hydrofilowe, biodegradowalne,
biokompatybilne oraz tanie. Jednak ich niska odporno$¢ mikrobiologiczna, wrazliwo$¢ na

rozpuszczalniki organiczne oraz waski zakres pH, w ktorym nosniki sg stabilne, niestety bardzo czesto



przekresla mozliwos$¢ ich zastosowania. Najchetniej stosowanymi biopolimerami sg: agar, chitozan,
alginian, karageny, pochodne celulozy i inne. W celu polepszenia ich wlasciwosci naturalnych
polimeréw stosuje si¢ liczne modyfikacje, np. nosniki hybrydowe, kopolimery, nowe czynniki
sieciujace.

W ostatnim czasie coraz wigcej uwagi zwraca si¢ na mozliwo$¢ zastosowania syntetycznych
polimeréw. Podobnie jak naturalne, posiadaja liczne oraz o zréznicowanym charakterze grupy
funkcyjne. Dodatkowo niewatpliwie ich zaleta jest mozliwo$¢ regulowania ich struktury na poziomie
makromolekularnym, a mianowicie dobdor wlasciwej masy czasteczkowej, struktury przestrzennej oraz
sposob 1 kolejno$¢ rozmieszczenia poszczegdlnych aktywnych grup funkcyjnych w tancuchu. Na
etapie ich syntezy mozna wplywaé¢ na ich budowe, co moze z kolei w konsekwencji regulowac
porowato$¢, srednice porow oraz inne wilasciwosci fizyczne no$nika, takie jak jego polarnos¢,
hydrofobowos¢, a takze zmienia¢ charakter chemiczny powierzchni poprzez wystepujace okreslone
grupy funkcyjne. Ponadto nosniki takie moga przybiera¢ najrozniejsze ksztatty (rurki, membrany,
powloki, nosniki o réznych ksztattach od kulistych do owalnych), sa tatwo dostepne i stosunkowo
tanie, jednak majg ograniczong mozliwo$¢ regeneracji, a sam proces ich sieciowania zazwyczaj jest
toksyczny. Dodatkowo polimery takie nie sg z reguly biodegradowalne. NajczeSciej stosowanymi
polimerami syntetycznymi jako no$niki, sag pochodne polimetakrylanow, poliamin, poliakrylany.

Alginiany

Alginiany s3 jednymi z najcze$ciej stosowanych polimerow naturalnych do immobilizacji.
Pozyskiwane sg w wyniku ekstrakcji ze $cian komorkowych alg, nalezacych do klasy Brunatnic
(Phaeophyceae). Tworza one jednowartosciowe sole kwasu alginowego, np. alginian sodu, ktoéry jest
szeroko wykorzystywany w réznych dziedzinach przemystu. Czasteczka alginianu jest liniowym
kopolimerem zbudowanym z kwasu a-L-guluronowego (G) i B-D-mannuronowego (M). Te dwa
monomery zawierajace grupy karboksylowe powoduja, iz alginian jest typowym polianionem.
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Rys. 4. Monomery alginianu.

W czasteczce alginianu mozna wyr6zni¢ trzy regiony. Region zbudowany z kwasu
guluronowego (G) lub mannuronowego (M) oraz region mieszany (MG). Zawarto$¢ poszczegdlnych
monomerow oraz dlugos¢ regiondw uzalezniona jest od gatunku i rodzaju tkanki, z jakiej zostal
pozyskany alginian. Sktad chemiczny r6znych typow alginiandw wptywa na ich whasciwosci, a takze
na zele, ktore tworzg. Alginiany zawierajace w swoim sktadzie duza ilo$¢ regionéw G formujg zZele
sztywne i kruche, ktore ulegajg synerezie (kurczenie si¢ zelu z wydzieleniem wody), natomiast
alginiany zawierajace duzo regionow M oraz MG, tworza zele stabe, lecz elastyczne, ktdre tatwo sie
deformuja, ale sa odporne na synereze.

Monomery alginianu r6znig si¢ miedzy sobg sposobem wigzania oraz strukturg przestrzennag.
Dlatego regiony M przybieraja ksztalt rozciagnigtej wstazki, natomiast regiony G sa regularnie
pozaginane. Skutkiem tego jest tworzenie pustych przestrzeni pomi¢dzy dwoma monomerami G,
odpowiadajacymi idealnie rozmiarom jonu wapnia, co wigze si¢ z wykazywaniem wigkszego ich
powinowactwa do tych jondéw (niz do jonéw sodu). Dodanie jonéw wapnia do algianianu bogatego w
regiony G powoduje powstanie zelu. Regiony M posiadajg stabe powinowactwo do jondw wapnia,
przez co w zelu begda tworzyty sie rejony plastyczne lub wrecz ciekle. Algianian sodu dodatkowo



tworzy zele w obecnosci jonéw innych metali wielowartosciowych, np.: baru, kobaltu, cynku, miedzi,
zelaza, glinu, jednak brak biokompatybilnosci tak wytworzonych zeli, powoduje, iz nie sg one
stosowane.

Rys. 5. Schemat reakcji zelowania alginianu sodu.

Alginian wapnia jest jednym z lepszych no$nikéw do immobilizacji biokatalizatoréw. Na fakt
ten wplywaja takie czynniki, jak: obecno$¢ grup karboksylowych, hydrofilowo$¢, naturalne
pochodzenie, stosunkowo dobra wytrzymato§¢ mechaniczna, a takze bardzo tania i tatwa procedura
otrzymywania zelu, ktory jest nietoksyczny i tagodny dla immobilizowanego materiatu.

2) No$niki nieorganiczne

Nosniki nieorganiczne posiadaja duza odporno$¢ chemiczng, fizyczng oraz biologiczna.
Istotng wada tych nos$nikow jest wystgpowanie matej liczby grup funkcyjnych, co uniemozliwia
dostateczne zwigzanie biokatalizatora, dlatego najczgsciej wykorzystuje sie je w tworzeniu nosnikow
hybrydowych, zaréwno z polimerami naturalnymi, jak i syntetycznymi. Najczgséciej stosowanymi
no$nikami nieorganicznymi s3: krzemionka, tlenki metali, ceramika, szkto porowate oraz zeolity.

5. Tworzenie kapsul przy wykorzystaniu metody elektrostatycznej

Jest to technika wykorzystywana do wytwarzania kapsul metoda ekstruzji oraz koekstruzji.
Opiera si¢ ona na zasadzie, iz napi¢cie natadowanej cieczy maleje wraz ze wzrostem potencijatu
elektrostatycznego. Potencjat ten jest wytwarzany pomiedzy elektroda zanurzong w roztworze
elektrolitu (np. CaCl2), a igla. Roztwor znajdujacy si¢ w strzykawce wttaczany jest za pomocg pompy
do igly, na ktorej koncu formuje si¢ kropla. Pod wplywem sit grawitacji oraz pola elektrostatycznego,
kropla ta wpada do roztworu zelujacego, w wyniku czego powstaje kapsutka. Stosujac uktad o
budowie ,igla w igle” mozna tworzy¢é mikrokapsutki przy pomocy techniki koekstruzji
(wspolwytlaczania), w ktorych wyrdzniamy statg otoczke oraz rdzen w postaci ciektej, statej lub
gazowe;.
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Rys. 6. Schemat dziatania zestawu do koekstruzji (po lewej) oraz zestawu do ekstruzji (po prawe;j).

6. Kapsuly alginianowe

Jak wyzej wspomniano nosniki alginianowe charakteryzuja si¢ biokompatybilno$cia oraz
biodegradowalnoscia, a tania, tatwa i nietoksyczna procedura otrzymywania zelu idealnie nadaje sig¢
do immobilizacji biokatalizatorow.

Wiytrzymato$¢ kapsut alginianowych ro$nie wraz ze st¢zeniem oraz zawartoscia regiondw GG,
jednak wzrost ten wplywa ujemnie na stopien dyfuzji. Wada algiananu wapnia jest jego mata
odpornos$¢ na $rodki chelatujace wapn w postaci anionéw wielowartosciowych (fosforany, cytryniany,
mleczany) oraz kationy metali, mogace wypiera¢ wapn z polimeru, dlatego stosujac ten rodzaj no$nika
nalezy bra¢ pod uwage warunki srodowiska, w jakich kapsutly si¢ znajda. Dodatkowo, aby zachowac
stabilno$¢ kapsutl nalezy przechowywac je w srodowisku wodnym, zwlaszcza zele zawierajace duza
ilo$¢ regionow G, ktore ulegaja synerezie.

W metodzie ekstruzji duzym problemem jest ograniczona dyfuzja, co w przypadku
unieruchomienia mikroorganizmoéow, powoduje ograniczeniem ich namnazania si¢ oraz gromadzenie
si¢ komorek na obrzezach kapsulki. Skutkiem tego jest ostabienie struktury zelu, nastgpnie jego
pekanie i uwalnianie biomasy do medium. Inna budowa mikrokapsutki wytworzonej metoda
koekstruzji, moze wplywa¢ na lepszy stopien dyfuzji migdzy nos$nikiem, a Srodowiskiem.
W przypadku matych czasteczek, takich jak cukry proste, wspotczynnik dyfuzji byt 5%-20% nizszy,
niz wspotczynnik dyfuzji w wodzie, natomiast dla witaminy B12 stanowil jedynie 50%. Znacznie
gorsze wyniki uzyskano dla biatek, takich jak albuminy i przeciwciata, co moze by¢ korzystne przy
tworzeniu sztucznych narzadoéw, opartych na immobilizowanych komorkach.

Wielkos¢ mikrokapsul ma takze istotny wptyw na dyfuzje; im mniejsza $rednica kapsut, tym
wigksza powierzchnia wymiany w stosunku do objetosci catkowitej kapsuly. Wraz ze zmniejszeniem
srednicy kapsut, aktywnos$¢ biokatalizatora ro$nie, a w przypadku mikroorganizméw zwieksza sie ich
zywotno$¢. Zmniejszenia stezenia alginianu z 10% do 2%, skutkuje zwickszeniem aktywnosci
biokatalizatora. Wysokie st¢zenie powoduje geste usieciowanie, przez co zwezeniu ulegajg pory,
zostaje ograniczony dostgp substratow, a takze uwalnianie produktow.
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Przebieg ¢wiczenia nr 2

1. Cel: Celem ¢wiczenia jest kapsutkowanie drozdzy za pomoca metod koekstruzji i ekstruzji oraz
porownanie ilosci wyprodukowanego przez drozdze etanolu po 7 dniach ich inkubacji w soku
jabtkowym (w temp. pokojowe;j).

2. Materialy i odczynniki:
- drozdze piekarskie,

- alginian sodu,

- chlorek wapnia,

- sok jabtkowy

3. Wykonanie éwiczenia:

1. Przygotowa¢ 2x100 ml 2,5% roztworu chlorku wapnia w zlewce o pojemnosci 250 ml. Jedng
zlewke umiesci¢ pod urzadzeniem kapsutkujacym metodg koekstruzji, druga postawi¢ na mieszadle
magnetycznym;

KOEKSTRUZJA

2. Przygotowac roztwor na otoczke:

a) W zlewce umiesci¢ 80 ml wody destylowanej, doda¢ (powoli!) 0,7 g alginianu sodu. Podczas
dodawania alginianu nalezy uzy¢ mieszadto magnetyczne oraz sitko, aby unikng¢ powstawania grudek
- miesza¢ do calkowitego rozpuszczenia. Przygotowany roztwor wlac¢ do cylindra z napisem ,,otoczka”
w urzadzeniu kapsutkujacym.

3. Przygotowac roztwor na rdzen:

a) w zlewce o pojemnosci 100 ml umiesci¢ 40 ml wody destylowanej, doda¢ (powoli!) 0,5g alginianu
sodu. Podczas dodawania alginianu nalezy uzy¢ mieszadto magnetyczne oraz sitko, aby uniknaé
powstawania grudek - miesza¢ do catkowitego rozpuszczenia.

b) do uzyskanego roztworu doda¢ 10 g pokruszonych drozdzy piekarskich i miesza¢ do uzyskania
jednorodnej zawiesiny. Zawiesing drozdzy nalezy wla¢ do cylindra z napisem ,,rdzen”.

4. Aby otrzymac zloze kulkowe nalezy zwolni¢ zawory cylindrow i dobra¢ odpowiednio predkosé
wyplywu tak, aby zawiesina drozdzy zostala zamknigta wewnatrz otoczki (w razie potrzeby popros
prowadzacego o pomoc w obstudze urzadzenia).

EKSTRUZJA

5. Przygotowac roztwor alginianu do ekstruzji:

a) w zlewce umies$ci¢ 80 ml wody destylowanej, doda¢ (powoli!) 0,7 g alginianu sodu. Podczas
dodawania alginianu nalezy uzy¢ mieszadlo magnetyczne oraz sitko, aby unikna¢ powstawania grudek
- miesza¢ do catkowitego rozpuszczenia.

b) do uzyskanego roztworu dodaé¢ 10 g pokruszonych drozdzy piekarskich i miesza¢ do uzyskania
jednorodnej zawiesiny.

6. Immobilizowane za pomoca ekstruzji oraz koekstruzji drozdze kondycjonowaé (sieciowac)
w zlewkach z roztworem chlorku wapnia przez 15 minut (liczac od ostatniej utworzonej kulki). Po
tym czasie odsaczy¢ ztoze kulkowe na sitku i przemy¢ kilkakrotnie woda destylowana.

7. Przygotowa¢ dwie kolby. Do kazdej doda¢ 200 ml soku jabtkowego. Immobilizowane drozdze
w kapsutkach przela¢ przez sitko i doda¢ do pierwszej kolby. Do drugiej kolby doda¢ drozdze
immobilizowane za pomocg koekstruzji.

8. Zmierzy¢ pH $wiezego soku.

9. Prowadzi¢ hodowle stacjonarng przez 7 dni w temperaturze pokojowe;.



4. Miareczkowanie

1. Przygotowac 6 kolbek. Do dwoch doda¢ 10 ml $wiezego soku, do kolejnych dwdch 10 ml
soku po 7 dniach z drozdzami immobilizowanymi za pomoca ekstruzji i do dwoch ostatnich
kolbek doda¢ soku z drozdzami immobilizowanymi za pomoca koekstruzji

2. Do kazdej kolbki doda¢ 10 ml wody destylowane;j i kilka kropli fenoloftaleiny.

Zawarto$¢ kolb miareczkowac¢ 0,1M roztworem NaOH lub KOH.

Obliczy¢ 0golng kwasowosc: gdzie:
a- Ilosc zuzytego do miareczkowania NaOH
w cm?® lub KOH

b- Stezenie molowe NaOH lub KOH
c- Objetos¢ wina nie rozcienczonego woda
pobrana do miareczkowania
axbx7,5

% kwasu winnego=

b*6,0
% kwasu octowego= ~—




KARTA PRACY CWICZENIE NR 1

Sok po 7 dniach z drozdzami | Sok po 7 dniach z drozdzami
Swiezy sok immobilizowanymi za immobilizowanymi za pomocg
pomoca ekstruzji koekstruzji

pH

% kwasu
winnego

% kwasu
octowego

Obliczenia:




