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Mikrokapsulkowanie — porownanie
wydajnosci fermentacji alkoholowej
komorek wolnych oraz
Immobilizowanych



Uwaga!

Cwiczenie wymaga kontaktu z mikroorganizmami. Po
zakonczonej pracy wszystkie zawiesiny zawierajace
drozdze (immobilizowane 1 nieimobilizowane) nalezy
zagotowa¢ 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 catkowitego ograniczenia mozliwosci ruchu, poprzez zwigzanie z no$nikiem
czasteczek, substancji, czy tez materialdéw biologicznych. Wyrozniamy trzy gtowne metody:

e unieruchomienie na powierzchni nosnika,
e unieruchomienie wewnatrz nosnia,
e unieruchomienie bez udziatu nosnika.

Immobilizacja na powierzchni no$nika opiera si¢ ona na powinowactwie immobilizowanego
czynnika (mikroorganizm, enzym, substancje zapachowe, itp.) do nosnika. 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 uktad jest stabilny i bardziej trwaly. Wymaga to jednak czgsto zastosowania
czynnikéw wigzacych o wiasciwosciach toksycznych, ktore wykluczaja zastosowanie tej metody w
technologii zywnos$ci. Stosowanymi no$nikami w unieruchamianiu powierzchniowym s3: szklo
porowate, drewno, celuloza, ziemia okrzemkowa, pumeks, polimery syntetyczne, spieki ceramiczne
oraz tlenki metali. Jako czynniki wigzace stosuje si¢ aldehyd glutarowy, bromocyjan, diaminy, kwasy
dikarboksylowe.
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Rys. 1. Immobilizacja na powierzchni nos$nika: A) adsorpcja na powierzchni, B) wigzanie
kowalencyjne.

Zamykanie wewnatrz no$nika opiera si¢ na wykorzystaniu materialow, ktore tworza porowate,
poOtprzepuszczalne membrany, umozliwiajace dyfuzje. W metodzie tej wyrdzniamy trzy grupy:
putapkowanie, mikrokapsutkowanie oraz unieruchomienie pomiedzy 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 um do paru mm.

Mikrokapsutkowanie polega na utworzeniu kapsutek, w ktorych wyrdzniono dwie warstwy;
pierwsza jest rdzen, ktory moze wystgpowacé w postaci gazowej, ciektej 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
materialu w rdzeniu przed oddzialywaniem czynnikow zewnetrznych.

Kolejnym sposobem unieruchomienia jest zamykanie biokatalizatorow wewnatrz przegrod
zbudowanych z  polprzepuszczalnych ~membran, co umozliwia swobodny przeptyw
matoczasteczkowych substratow i produktéw. W przypadku zastosowania mikroorganizmow, metoda
ta nie zmniejsza ich aktywno§$ci oraz nie hamuje ich wzrostu.



Wyzej wymienione metody nie wymagajg uzycia skomplikowanych urzadzen, cechujg si¢
prostota oraz s3 ekonomiczne, jednak posiadaja kilka istotnych wad, uniemozliwiajacych ich szersze
zastosowanie. Kapsuly niecatkowicie spelniaja swojg rtole w przypadku immobilizacji
mikroorganizméw, gdyz ograniczajg ich wzrost i aktywnos¢, a ponadto czes¢ komoérek przenika do
pozywki. Bardzo czgsto juz sam proces sieciowania, przy zastosowaniu syntetycznych nosnikow,
wykazuje toksycznos¢. W przypadku poétprzepuszczalnych membran, duzym minusem jest przenikanie
jedynie matoczasteczkowych 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 no$nika, zwana inaczej flokulacja, polega na tworzeniu agregatow
przez drobnoustroje. W tym procesie wykorzystywana jest naturalna zdolno$¢ mikroorganizméw do
oddziatywania fizycznego Iub chemicznego z grupami funkcyjnymi $cian komoérkowych, w wyniku
czego zostaja one polaczone. W celu zwigkszenia tego zjawiska stosuje sie zmiane pH, sktadu
pozywki, stezenia tlenu, a takze innych czynnikow. Zaleta tej metody jest znaczne zwickszenie
koncentracji biomasy, a co za tym idzie aktywnos$ci mikroorganizméw, bez stosowania nosnikow.

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 osiaggnigcia przewagi technologicznej poprzez wdrazanie innowacyjnych rozwigzan, 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 aktywnosci biokatalizatora/substancji
czynnej,

e latwiejsze oddzielenie koncowego produktu od biomasy,



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

e zwickszenie koncentracji pozadanych substancji w bioreaktorze,

e ulatwienie prowadzenia procesow ciagtych, ich automatyzacje i kontrole,

e zmniejszenie wystgpowania zakazen mikrobiologicznych,

e climinacja niektorych etapow produkcji (mniejsze zapotrzebowanie na energie, sprzgt, site
robocza),

e lepsze wykorzystanie bioreaktora przy procesach ciagtych,

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

e ochrona immobilizowanej substancji,

o kontrolowane uwalnianie produktow.

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

e ograniczenia dyfuzyjne dot. przenikania substratow i produktow,

e trudnosci z utrzymaniem dlugotrwatej stabilno$ci no$nika,

e zmiany metaboliczne wywotane unieruchomieniem i dlugotrwatym wykorzystaniem tych

samych komorek,
e przenikanie/uwalnianie komoérek do pozywki,
e strata aktywnosci biokatalizatoréw wraz z uptywem czasu.

3. Cechy dobrego nos$nika

W procesie unieruchamiania istotnym jest nie tylko dobér odpowiedniej techniki, ale takze
wlasciwego nosnika, ktérego powinno cechowac:

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

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

e zdolno$¢ do efektywnego zatrzymywania komorek/substancji w obrgbie nosnika,

e odpowiednia porowato$¢ (umozliwienie kontrolowanego uwalnianie substancji lub/i
swobodnej dyfuzji substratow i produktow),

e stabilno$¢ chemiczna i mechaniczna,

e mozliwo$¢ regeneracji,

e latwa 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 sa 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 s3: 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$¢ zastosowania syntetycznych
polimeréw. Podobnie jak naturalne, posiadaja liczne oraz o zrdéznicowanym charakterze grupy
funkcyjne. Dodatkowo niewatpliwie ich zaletg jest mozliwo$¢ regulowania ich struktury na poziomie
makromolekularnym, a mianowicie dobor 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$nika, takie jak jego polarnose,
hydrofobowos¢, a takze zmienia¢ charakter chemiczny powierzchni poprzez wystepujace okreslone
grupy funkcyjne. Ponadto nosniki takie moga przybiera¢ najrozniejsze ksztatty (rurki, membrany,
powloki, nosniki o réznych ksztattach od kulistych do owalnych), sa tatwo dostepne i stosunkowo
tanie, jednak majg ograniczong mozliwo$¢ regeneracji, a sam proces ich sieciowania zazwyczaj jest
toksyczny. Dodatkowo polimery takie nie sa z reguly biodegradowalne. NajczeSciej stosowanymi
polimerami syntetycznymi jako no$niki, s3 pochodne polimetakrylanow, poliamin, poliakrylany.

Alginiany

Alginiany sg jednymi z najcze$ciej stosowanych polimeréow naturalnych do immobilizacji.
Pozyskiwane sa w wyniku ekstrakcji ze $cian komorkowych alg, nalezacych do klasy Brunatnic
(Phaeophyceae). Tworza one jednowartosciowe sole kwasu alginowego, np. alginian sodu, ktéry 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$¢ poszczegdlnych
monomerow oraz dlugos¢ regiondw uzalezniona jest od gatunku i rodzaju tkanki, z jakiej zostal
pozyskany alginian. Sktad chemiczny réznych typoéw alginianow wplywa na ich wlasciwosci, a takze
na zele, ktore tworzg. Alginiany zawierajace w swoim sktadzie duza ilo$¢ regionéw G formujg Zele
sztywne 1 kruche, ktore ulegaja synerezie (kurczenie si¢ zelu z wydzieleniem wody), natomiast
alginiany zawierajace duzo regionow M oraz MG, tworzg zele stabe, lecz elastyczne, ktore tatwo sig
deformuja, ale sa odporne na synereze.

Monomery alginianu r6znig si¢ miedzy sobg sposobem wigzania oraz strukturg przestrzenna.
Dlatego regiony M przybieraja ksztalt rozciggnigtej wstazki, natomiast regiony G sa regularnie
pozaginane. Skutkiem tego jest tworzenie pustych przestrzeni pomigdzy dwoma monomerami G,
odpowiadajacymi idealnie rozmiarom jonu wapnia, co wigze si¢ z wykazywaniem wigkszego ich
powinowactwa do tych jondéw (niz do jondw sodu). Dodanie jondéw wapnia do algianianu bogatego w
regiony G powoduje powstanie Zelu. Regiony M posiadajg stabe powinowactwo do jondw wapnia,
przez co w zelu beda tworzyly sie rejony plastyczne lub wreez cieklte. 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.

2+

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$¢ chemiczna, fizyczna oraz biologiczna.
Istotng wada tych nos$nikow jest wystgpowanie matej liczby grup funkcyjnych, co uniemozliwia
dostateczne zwigzanie biokatalizatora, dlatego najczesciej wykorzystuje si¢ je w tworzeniu no$nikow
hybrydowych, zard6wno z polimerami naturalnymi, jak i syntetycznymi. Najczgséciej stosowanymi
nosnikami nieorganicznymi sa: krzemionka, tlenki metali, ceramika, szkto porowate oraz zeolity.

5. Tworzenie kapsul przy wykorzystaniu metody elektrostatycznej

Jest to technika wykorzystywana do wytwarzania kapsul metodg ekstruzji oraz koekstruzji.
Opiera si¢ ona na zasadzie, iz napi¢cie natadowanej cieczy maleje wraz ze wzrostem potencjatu
elektrostatycznego. Potencjal ten jest wytwarzany pomigdzy elektroda zanurzong w roztworze
elektrolitu (np. CaCl2), a igla. Roztwor znajdujacy si¢ w strzykawce wtlaczany jest za pomoca 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 ukiad o
budowie ,igla w igle” mozna tworzy¢é mikrokapsutki przy pomocy techniki koekstruzji
(wspotwytlaczania), w ktérych wyrdézniamy statg otoczke oraz rdzen w postaci cieklej, statej Iub
gazowe;.
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Rys. 6. Schemat dziatania zestawu do koekstruzji (po lewej) oraz zestawu do ekstruzji (po prawej).

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 wpltywa ujemnie na stopien dyfuzji. Wada algiananu wapnia jest jego mala
odporno$¢ na srodki chelatujgce wapn w postaci anionow wielowartosciowych (fosforany, cytryniany,
mleczany) oraz kationy metali, mogace wypiera¢ wapn z polimeru, dlatego stosujac ten rodzaj no$nika
nalezy bra¢ pod uwage warunki srodowiska, w jakich kapsuly si¢ znajdg. 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 mikroorganizméw, 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 nosnikiem, 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 stanowit 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 srednica kapsut, tym
wigksza powierzchnia wymiany w stosunku do objetosci catkowitej kapsuly. Wraz ze zmniejszeniem
srednicy kapsut, aktywnos$¢ biokatalizatora ros$nie, a w przypadku mikroorganizméw zwieksza sie ich
zywotno$¢. Zmniejszenia stezenia alginianu z 10% do 2%, skutkuje zwickszeniem aktywnosci
biokatalizatora. Wysokie stezenie powoduje geste usieciowanie, przez co zwezeniu ulegaja pory,
zostaje ograniczony dostgp substratow, a takze uwalnianie produktow.
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Przebieg ¢wiczenia ¢wiczenia nr 3

1. Cel: Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z metodami immobilizacji w hydrozelach oraz
poréwnanie aktywnos$ci drozdzy immobilizowanych i nieimmobilizowanych na przyktadzie reakcji
fermentacji alkoholowej.

2. Materialy i odczynniki:

- drozdze piekarskie,

- 2% roztwor sacharozy,

- alginian sodu,

- 2,5% roztwor chlorku wapnia,

- nasycony roztwor chlorku sodu,

3. Wykonanie ¢wiczenia:
Cwiczenie 1. Poréwnanie aktywnosci preparatu drozdzy immobilizowanych i drozdzy §wiezych.

1. W kolbce o pojemnosci 100 ml umiesci¢ 40 ml wody destylowanej, doda¢ (powoli!) 0,8g alginianu
sodu. Podczas dodawania alginianu nalezy uzy¢ mieszadto magnetyczne oraz sitko, aby unikng¢
powstawania grudek - miesza¢ do catkowitego rozpuszczenia.

2. Do uzyskanego roztworu doda¢ 10 g pokruszonych drozdzy piekarskich i miesza¢ do uzyskania
jednorodnej zawiesiny. W trakcie mieszania przygotowa¢ 100 ml 2,5% roztworu chlorku wapnia
W zlewce o pojemnosci 250 ml.

4. 7 uzyskanej zawiesiny drozdzy pobra¢ 8 ml do strzykawki i wkrapla¢ powoli do 2,5% roztworu
chlorku wapnia. Nalezy uzyska¢ ztoze w postaci kulek. Pozostatej zawiesiny nie wylewac!

5. Immobilizowane 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 wodg destylowang. Tak przygotowany preparat przechowywaé chwilowo
w wodzie destylowane;j.

Porownanie aktywnos$ci preparatu drozdzy immobilizowanych i drozdzy $wiezych w reakcji
z sacharoza.

1. Do dwoch zlewek o pojemnosci 1 1 wla¢ do 3/4 objetosci nasycony roztwor NaCl. Tym samym
roztworem uzupetni¢ takze dwa cylindry pomiarowe, postugujac si¢ pipeta i krotsza niebieska rurka
w korku cylindra.

2. Cylinder umiesci¢ w kazdej zlewce do gory dnem i umocowaé w statywie. Wyskalowaé poziom
roztworu do poczatku skali za pomocg dtuzszej, niebieskiej rurki (delikatnie wdmuchiwac powietrze).
Schemat podtaczenia:




3. Przygotowac¢ po 100 ml 2% roztworu sacharozy w dwoch kolbach fermentacyjnych.

4. Do pierwszej kolbki doda¢ preparat drozdzy immobilizowanych (przygotowany z 8 ml zawiesiny),
a do drugiej wprowadzi¢ 2 g §wiezych, pokruszonych drozdzy i doktadnie wstrzgsnagé.

5. Kolbki fermentacyjne zamkna¢ natychmiast korkiem z odprowadzeniem gazu, podtaczonym do
cylindra umieszczonego w nasyconym roztworze NaCl. Korek owing¢ bardzo doktadnie parafilmem
aby uszczelni¢ uktad. Umiesci¢ kolbki na mieszadle magnetycznym i miesza¢ na $rednich obrotach
przez caly proces fermentacji.

Schemat podtaczenia:

6. Postep reakcji sledzi¢ zapisujac co 10 min objetos¢ wydzielonego dwutlenku wegla. Po 1 h
zakonczy¢ reakcje.

Pod wpltywem enzymoéw zawartych w drozdzach zachodzi hydroliza sacharozy do glukozy i fruktozy
(inwertaza), a nastgpnie fermentacja alkoholowa (zymaza) z wytworzeniem alkoholu etylowego
i dwutlenku wegla:

CeH1,0 — 2C,H;0H + 2CO,

W wyniku tego procesu powstaje rowniez szereg produktoéw ubocznych, miedzy innymi: gliceryna,
kwas bursztynowy i kwas octowy.
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Na podstawie uzyskanych wynikow wykonaé¢ wykres objetosci wydzielonego CO, w funkcji czasu
reakcji drozdzy nieimmobilizowanych i immobilizowanych w alginianie wapnia (jeden wykres).
Wypisa¢ wnioski uwzgledniajgc m.in. wydajno$¢ procesu fermentacji. Wypisaé masy substancji
uzytych do stworzenia odpowiednich stgzen roztworow.



