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Bioencapsulation of biologically active compounds in matrices ob-
tained by sol-gel metod and its application

Summary

The encapsulation of biomolecules, e.g. enzymes, whole living cells or mi-
croorganisms in sol-gel derived monolithic silica, has been widely studied in re-
cent years. Upon encapsulation, biomolecules retain their spectroscopic prop-
erties and biological activity. Sol-gel matrices are thermally and chemically sta-
ble and can be obtained in a variety of forms, such as optically transparent
monoliths, granulates, microparticles or thin films. Sol-gel immobilization is
characterized by physical entrapment without chemical modification. Immobi-
lizing substances by physically trapping in individual pore of a matrix permits
their molecules to be isolated and stabilized. The advantages of sol-gel encap-
sulated biologicals might give them applications such as optical and electro-
chemical sensors, diagnostic devices, catalysts, and even bioartificial organs.
While the relatively large biomolecules are immobilized within the silica net-
work, small ions or molecules are transported into the interior of the matrix.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich dwdch dekadach ros$nie zainteresowanie unieru-
chamianymi enzymami w wielu dziedzinach przemystu chemicz-
nego, farmaceutycznego i spozywczego. W przemyste spozyw-
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czym zastosowanie takich biokatalizatoréw zalezy od rodzaju proceséw technolo-
gicznych stosowanych przy produkcji i przetwarzaniu zywnosci, ktére w wiekszosci
przypadkéw z natury majg charakter enzymatyczny. Istotny wptyw na rozwoéj wspot-
czesnej biotechnologii ma immobilizacja biokatalizatoréw. Pierwsza technologig
przemystowa biotransformacji mikrobiologicznej, w ktérej wykorzystano unieru-
chomiony biokatalizator, byta produkcja octu. Polegata ona na konwersji etanolu do
kwasu octowego przy udziale komdrek bakterii z rodzaju Acetobacter immobilizowa-
nych na widrach bukowych. Ztoza biologiczne z unieruchomiong biomasa od ponad
stu lat wykorzystywane sg réwniez w technologii oczyszczania Sciekow.

Unieruchomione enzymy wykorzystuje sie w przemysle farmaceutycznym do
produkcji antybiotykdw, hormondw, niektérych witamin oraz kwaséw organicznych
stuzacych do produkcji lekéw (1-3). Poszukiwanie coraz to nowszych technologii
majacych na celu zmniejszenie zanieczyszczen doprowadzito do wykorzystania im-
mobilizowanej peroksydazy do degradacji odpadéw fenolowych, powstajacych w fa-
brykach celulozy (4,5).

Chibata i Tosa w roku 1967 (6) opisali technologie produkcji L-aminokwaséw
z odpowiednich racematow przy zastosowaniu aminoacylazy z grzyb6w nitkowa-
tych osadzonej na DEAE-Sephadex metoda adsorpcji. Za pomoca réznych technik
immobilizacji, oprécz enzymoéw, z powodzeniem unieruchamiano komorki bakteryj-
ne, grzybowe, roslinne i zwierzece lub protoplasty roslinne czy tez organelle ko-
morkowe, wykorzystujac do tego modyfikacje metod opracowanych pierwotnie do
immobilizacji enzymdw (7).

Techniczne wykorzystanie biokatalizatoréw w natywnej formie jest ograniczo-
ne, zarbwno poprzez koszty ich otrzymywania, jak tez przez niemozliwosc ich wie-
lokrotnego zastosowania. Ponadto labilnos¢ struktury molekularnej enzymoéw
utrudnia i znacznie podwyzsza koszty zastosowania wielu enzymdw w przemysle.
Biokatalizatory unieruchomione na hydrofobowych lub hydrofilowych matrycach
uzyskuja wiasciwosci podobne do enzymdw zwigzanych z btonami lipidowo-biatko-
wymi w komorkach. Przez taczenie grup funkcyjnych biatek enzymatycznych z po-
wierzchnig matrycy z grupami czynnymi, znajdujagcymi sie wewnatrz nosnika, po-
wstajg uktady przestrzenne zblizone w swojej konformacji do uktadu przestrzenne-
go biatek w btonach biatkowo-lipidowych.

Enkapsulacja w matrycach otrzymywanych metodg zol-zel nalezy obecnie do naj-
prezniej rozwijajacych sie metod unieruchamiania czasteczek aktywnych biologicz-
nie. Pod pojeciem enkapsulacji nalezy rozumie¢ wedtug terminologii zalecanej przez
IUPAC (Interantional Union of Pure and Applied Chemistry) zamykanie, stosuje sie
rowniez termin ,,putapkowanie” (ang. entrappment), duzych czasteczek w potprze-
puszczalnej btonie, zwykle okragtego ksztattu. Z kolei zamkniecie biomolekut w la-
biryncie polimerycznej tréjwymiarowej sieci (zelu) definiuje sie jako immobilizacje
przez inkluzje, a przytaczenie za pomocg wytacznie sit adsorpcji, jako immobilizacje
adsorpcyjng (8). Poniewaz w metodach opartych na réznych odmianach technik
zol-zel, procesy te moga wystepowac réwnoczesnie, a nawet konkurowacé ze sobg
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na réznych etapach tworzenia sie i p6zniejszego starzenia zelu, w obecnym artykule
przyjeto termin enkapsulacja. Za pomocg metod zol-zel mozna immobilizowac
w zelu molekuty aktywne biologicznie, to znaczy majace wptyw na zywe organizmy
(enzymatyczny, toksyczny, farmaceutyczny, etc.). Moga to by¢ czasteczki zaréwno
nieorganiczne jak i organiczne. W przypadku immobilizacji duzych czasteczek orga-
nicznych w literaturze przyjgt sie termin bioenkapsulacja.

Szerokie wykorzystanie bioenkapsulacji wiaze sie gtdwnie z tym, ze duze bio-
molekuty w matrycy krzemionkowej sg zatrzymane fizycznie, badz tez za pomocg
na tyle stabych oddziatywan chemicznych, ze nie ulegaja zmianie ich zasadnicze
wiasciwosci (na przyktad aktywno$é enzymu, albo obecnos$¢ pasma Soreta w wid-
mach porfiryn i pasma tryptofanu w widmach biatek), jednoczesnie w materiatach
otrzymanych metodg zol-zel, do duzej czasteczki zatrzymanej w ,,putapce”, do-
chodza otwarte pory petnigce funkcje kanatdw, przez ktére mate czasteczki moga
sie dosta¢ do biomolekut. Tym samym duze czasteczki organiczne wchodzg w reak-
cje z matymi i dziatajg jako, na przyktad, odwracalny katalizator lub odczynnik anali-
tyczny, jednoczesnie wzrasta ich odpornos$¢ na degradacje chemiczna, biologiczna,
i termiczng. Ponadto mozna kontrolowaé, co prawda w ograniczony sposéb, selek-
tywnos¢ takiego uktadu poprzez kontrole porowatosci matryc otrzymanych metoda
zol-zel. Uzyskuje sie to poprzez dobdr odpowiedniego prekursora lub domieszek.
R6znorodnos¢ form i ksztattow otrzymanego materiatu jest praktycznie nieograni-
czona. Moga to by¢ zaréwno transparentne monolity, jak i cienkie filmy, czy tez gra-
nulaty. Wszystko to stanowi o szeregu mozliwych zastosowan tego rodzaju ukia-
déw. Mozna je wykorzysta¢ do konstrukcji czujnikéw optycznych i elektrochemicz-
nych, w katalizie, a takze w medycynie do kontrolowanego uwalniania lekéw, a na-
wet do budowy sztucznych organdw.

2. Metoda zol-zel

Technologia zol-zel polega na otrzymywaniu substancji szklistych z roztworéw
i opiera sie na procesie przechodzenia roztworu koloidalnego (zolu) w zel. Po utwo-
rzeniu zelu poddaje sie go najpierw dojrzewaniu (ang. ageing), podczas ktérego do-
chodzi do wyrzucania cieczy z wnetrza zelu (synerezy). W ten spos6b mozna otrzy-
mac alkozele, w ktérych powstajgce pory sg poczatkowo napetnione gtownie alko-
holami z dodatkiem wody, w nastepnym etapie mamy do czynienia z hydrozelami
(pory napetnione sg wodg z dodatkiem alkoholi). Dalszym etapem jest suszenie
w celu otrzymania kserozelu i catkowite usuniecie z poréw rozpuszczalnikow,
w wyniku czego otrzymuje sie materiat 0 niespotykanie matej gestosci zwany ae-
rozelem, czy tez wypalanie kserozelu w wysokich temperaturach w wyniku ktérego
powstaje normalne szkto (9). Nalezy podkresli¢, ze o ile fatwo jest okresli¢ skrajne
etapy procesu zol-zel, to rozstrzygniecie czy mamy do czynienia z czystym alko-
albo hydrozelem, lub ksero- albo aerozelem nie jest proste. Ogdlny schemat otrzy-
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Rys. 1. Schemat otrzymywania réznych materialéw za pomoca metody zol-zel (10).

mywania réznego typu materiatow za pomoca technologii zol-zel przedstawiono na
rysunku 1.

Substancjami wyjSciowymi (tak zwanymi prekursorami), stosowanymi w proce-
sie zol-zel sg alkoholany o ogélnym wzorze M(OR)n, gdzie: M oznacza pierwiastek
przejSciowy lub metal, (przy czym otrzymano zele dla nastepujacych pierwiastkow:
Si, Ti, Al, B, Ge, Zr, Y i Ca); R w grupie alkoholanowej -OR, to rodnik alkilowy;
n = wartosciowo$¢ metalu. Do najczesciej stosowanych prekursoréw nalezg alko-
holany krzemu: tetrametoksy- i tertraetoksysilan o wzorach Si(OCH3)4
i Si(0C2H50H)4, w skrocie TMOS i TEOS, Tertraetoksysilan, ktérego wzor i strukture
przestrzenng przedstawiono na rysunku 2, ma te przewage, ze w procesach hydroli-
zy i kondensacji uwalnia etanol, ktory jest mniej toksyczny anizeli inne alkohole.
Mniejsze znaczenie praktyczne majg alkoholany krzemu bedace pochodnymi wyz-
szych alkoholi, jak réwniez alkoholany innych pierwiastkéw. Wynika to po pierwsze
z ceny tych zwigzkow, a po drugie z faktu, ze wiasciwosci ich zeli sg analogiczne do
zeli krzemionkowych. TMOS i TEOS wystepuja w warunkach normalnych w postaci
cieczy, wyzsze alkoholany moga by¢ ciatami statymi, jednak zaréwno ciekle jak
i state alkoholany uzywa sie w postaci roztworéw, w ktdrych rozpuszczalnikami sg
zazwyczaj etanol lub metanol, rzadziej wyzsze alkohole: propanol czy butanol. Po-
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CHg

HoC 0

CHo

Rys. 2. Wzdr oraz struktura przestrzenna czasteczki tertraetoksysilanu (TEOS).

przez dobér odpowiedniego rozpuszczalnika i zmiane stezenia alkoholanu mozna,
do pewnego stopnia, kontrolowaé szybko$¢ tworzenia sie zelu (11).

We wszystkich odmianach metody zol-zel (12) mozna wyrdzni¢ nastepujace etapy:

- przygotowanie homogenicznego roztworu prekursora w rozpuszczalniku or-
ganicznym mieszajgcym sie z woda;

- przeksztatcenie roztworu w zol za pomocg odpowiedniego reagenta, na przy-
ktad wody z HCI;

- przejscie zolu w zel w reakcjach hydrolizy i polikondensacji;

- ksztattowanie zelu (lub lepkiego zolu) w odpowiednie formy na przyktad w po-
sta¢ monolitu, cienkiej warstwy (na nosniku z metalu, szkla czy tworzywa sztuczne-
go), widkna lub ziaren;

- dojrzewanie (zwane tez starzeniem) i suszenie zelu.

jesli wysuszony zel ma by¢ przeprowadzony w szkto lub materiat ceramiczny, to
spiekanie uksztattowanego zelu przebiega w temperaturach zazwyczaj znacznie
nizszych (~ 500°C) niz zazwyczaj stosowane w konwencjonalnych metodach cera-
micznych.

Z chemicznego punktu widzenia proces zol-zel rozpoczyna sig juz po rozpusz-
czeniu alkoholanu w odpowiednim rozpuszczalniku i dodaniu wody. W omawianym
procesie majg miejsce reakcje hydrolizy i kondensacji alkoholanéw. W przypadku al-
koholandw krzemu reakcje te mozna przedstawi¢ nastepujgco:

hydroliza SilIOR)* + nUjO — (OR)4_~-Si-(OH)* -- nROH i
gdzie R jest grupg alkilows;

kondensacja  (R0O)3Si-OR - HO-Si(OR)3 -> (R0)3Si-0-Si(OR)3 -- ROH [2al

lub
(RO)3Si-OH -I- HO-Si(OR)3 (R0)3Si-0-Si(0R)3 + H20 [2bl

Hydrolize i kondensacje alkoholanéw krzemu przy$piesza sie¢ za pomoca katali-
zatoréw kwasowych lub zasadowych. Kwasy nieorganiczne protonujg (odwracalnie)
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obdarzone fadunkiem grupy alkoholanowe -OR w stanie przejsciowym i powoduja
wzrost szybkosci reakcji, w wyniku ktorej odtgczaja sie te grupy zgodnie z réwna-
niem:

H

H30+ -I- =Si-OR © =Si-OR+ < =Si-OH + ROH -h H' 3]
H20

Proton przyciggany przez atom tlenu grupy -OR powoduje przesuniecie chmury
elektronowej w wigzaniu =Si-0- w kierunku atomu tlenu. W ten sposéb wzrasta tadu-
nek dodatni na atomie krzemu, do ktérego przytgcza sie czagsteczka wody, tworzac
kompleks aktywowany krzemu w jego pieciokoordynacyjnym stanie przejsciowym.
W rezultacie wzrasta szybkosci reakcji w wyniku ktérej grupy -OR ulegaja odigcze-
niu (reakcja [1]). Katalizatory zasadowe dostarczajg silnych nukleofilowych grup
OH', ktore w trakcie reakcji hydrolizy deprotonuja grupy silanolowe, tworzac =Si-0'
w obecnosci nadmiaru wody, co zwieksza szybko$¢ kondensacji (reakcja [2]) (11).

Tak zatem, katalizator kwasowy sprzyja hydrolizie, prowadzac do utworzenia
Si(OH)4. Z kolei kondensacja zachodzi szybciej w obecnosci katalizatorow zasado-
wych. Nalezy podkresli¢, ze reakcje hydrolizy i polikondensacji przebiegajg réwno-
czesnie, a szybkos¢ poszczegblnych reakcji zalezy od pH $rodowiska. W wyniku po-
stepujacej polikondensacji nastepuje wzrost czasteczek polimeru w roztworze, az
do utworzenia tréjwymiarowej sieci krzemionki. Stopniowo zatem ma miejsce przej-
Scie do stanu koloidalnego, zwanego zolem, w ktérym zgodnie z ogdlnie akcepto-
wang definicjg rozmiary czastek fazy rozproszonej zawierajg sie w przedziale od
1 do 1000 nm (11). Zol nastepnie przechodzi w zel, a probka powoli zwigksza me-
chaniczng spdjnos¢ i zachowuje ksztatt nadany przez naczynie, w ktérym sie znaj-
duje.

W praktyce procesy hydrolizy i polimeryzacji przebiegajg réwnoczes$nie, dlatego
tez zel trzeba podda¢ procesowi dojrzewania, ktére zwieksza odpornos¢ probki na
pekanie w pézniejszych etapach. Podczas tego procesu nastepuje synereza, czyli
uwalnianie wody i alkoholu z poréw, a w konsekwencji zmniejszenie sie objetosci
zelu, co wigze sie bezposrednio ze zmniejszeniem wielkosci poréw. Kolejnym eta-
pem obrdbki materiatu zol-zelowego jest suszenie, ktérego rezultatem sg ksero-
zele, o czesto nawet kilkukrotnie mniejszej objetosci niz wyjsciowa prébka. Mozna
je podda¢ wypalaniu w wysokiej temperaturze (nawet do 1250°C), a uzyskany wow-
czas materiat niczym nie rozni sie od klasycznego, topionego szkta.

Bardzo wazng zaletg metody zol-zel jest mozliwo$¢ otrzymania monolitycznych
i transparentnych optycznie zeli, zwanych alko-, hydro-, aero- i kserozelami, przy
czym te ostatnie maja juz whasciwosci szkla, a réznig sie od szkta znacznie mniejsza
gestoscia. Whasnie z powodu nowej jakosci takiego materiatu IUPAC wprowadzit
nowg definicje szkla, w mys$l ktorej, kserozel nie jest szkiem, chociaz posiada
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Rys. 3. Préobki monolitycznych zeli krzemionkowych domieszkowanych mieszaninami tetrametylo-
pirydyloporfiryny Cu(ll) z konkanawaling A, o réznych stezeniach (od 2,5 x 10"~ do 1,5 x 10-s M) i 0 roz-
nym stosunku molowym: 1:2 (1), 1:1 (2), 2:1 (3) i 3:1 (4), po szeéciu miesiacach suszenia w temp. 25°C
A2,

wszystkie jego whasciwosci, poniewaz Jest materiatem, ktory nie ulegt transformac;ji
termicznej. Jednakze wiasnie ten brak transformacji termicznej powoduje, ze w ze-
lach mozna zamyka¢ biomolekuty nie niszczac ich struktury. Przykiady monolitycz-
nych zeli krzemionkowych z porami wypetionymi kompleksem porfiryna-biatko
pokazano na rysunku 3. Poniewaz pory te sg otwarte dla mniejszych czgsteczek,
kompleks ten moze wchodzi¢ w szereg reakcji z matymi czasteczkami, a przezro-
czystos¢ materiatu pozwala na $ledzenie przebiegu tych reakcji zaréwno za pomocg
widm absorpcyjnych Jak i emisyjnych.

3. Zele domieszkowane zwigzkami organicznymi

Zwigzki organiczne i bioorganiczne mozna wprowadzi¢ do materiatow otrzyma-
nych metodg zol-zel trzema sposobami:

1) poprzez adsorpcje na powierzchni zelu, niezaleznie od tego czy wystepuje on
w postaci cienkiej warstwy czy tez granulatu;

2) poprzez zwigzanie wprowadzanych do zelu czasteczek z podtozem za po-
mocg wigzan kowalencyjnych, w wyniku czego powstaje trwaty zwigzek bioczas-
teczki z podtozem;

3) na drodze enkapsulacji, zwanej czasami ,,putapkowaniem” (ang. entrapment).

Stosunkowo najtatwiejsza w realizacji Jest adsorpcja, ale posiada tez wiele wad.
Najwazniejsza z nich to stosunkowo stabe zwigzanie immobilizowanej czasteczki
z powierzchnig adsorbenta, ponadto liczba zaadsorbowanych biomolekut o duzych
wymiarach Jest stosunkowo mata. Z kolei trwale zwigzanie bioczasteczki z pod-
fozem, za pomocg wigzania chemicznego wymaga dotgczenia do niej odpowiednich
grup funkcyjnych umozliwiajgcych wytworzenie takiego wigzania. Jest to trudne do
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wykonania i prowadzi zwykle do zmian struktury immobilizowanej czasteczki,
a w konsekwencji do zaniku aktywnosci katalitycznej, czy tez zdolnosci do petnie-
nia funkcji analitycznego reagenta w czujniku.

Ostatnia metoda jest szczego6lnie interesujgca, gdyz dzieki niej mozna zamykac
w materiatach zelowych molekuty o rozmaitych ksztattach, wielkosciach i tadunkach
elektrycznych. Wprowadzenie duzej bioczasteczki juz na etapie formowania zolu
i dalsze przeprowadzenie uktadu w zel powoduje bowiem okludowanie molekuty
w tworzacej sie sieci trojwymiarowych wigzan =Si-0-Si=. Bardzo istotng cechg mate-
riatdw zelowych jest niska temperatura procesu ich suszenia. Zazwyczaj proces ten
przeprowadza sie¢ w temperaturze pokojowej, zapewnia trwato$¢ immobilizowa-
nych substancji. Stosujgc temperature suszenia nawet ponizej 100°C mozna uzyska¢
suche i transparentne optycznie kserozele (9).

Istotg metody zol-zel jest przeprowadzenie w temperaturze pokojowej réwno-
czesnych reakcji hydrolizy i polikondensacji zwigzkdéw organometalicznych. Otrzy-
many na tej drodze materiat jest porowata matryca, zawierajacag potaczone ze sobg
pory o ksztatcie ,,butelek z cienkg szyjka”, zwanych tez czasami porami ,,wnekowy-
mi i klatkowymi” (ang. cavity and cages). Pory te sg utworzone przez tréjwymiarowg
sie¢ krzemionkowa, a rozmiar tych poréw zalezy przede wszystkim od wielkosci za-
mykanej w nich czasteczki. Moéwiac obrazowo, sie¢ krzemionkowa ,,opakowuje”
duze molekuty. Bioenkapsulacja jest zatem metoda, ktdra taczy zalety dwdch pierw-
szych metod immobilizacji czastek o biologicznej aktywnosci, a rownoczesnie, jak
sie wydaje, jest pozbawiona ich wad. Do bioenkapsulacji wykorzystywano gtéwnie
polimery organiczne (takie jak polichlorek winylu, polistyren i poliakrylany), a nie-
organiczne polimery nie wzbudzaly zainteresowania do czasu Kklasycznej juz pracy
Avnira z roku 1990 (15). Od tego czasu rozpoczeto sie zainteresowanie bioenkapsu-
lacjg przy wykorzystaniu metody zol-zel (16-18), co wynika z szeregu korzystnych
cech, jakie posiadajg polimery krzemionkowe w poréwnaniu z polimerami organicz-
nymi. Do najwazniejszych nalezg;

- znaczna odpornos¢ mechaniczna;

- wytrzymato$¢ na chemiczng i biologiczng degradacje;

- mozliwos¢ pracy w srodowisku gazowym, ciektym (ukifady wodne, organiczne
i mieszane) oraz w warunkach pod- i nadkrytycznych;

- petna immobilizacja w porach duzych bioczasteczek, przy jednoczesnym za-
chowaniu ich struktury i whasciwosci;

- zwiekszenie odpornosci biomolekut na denaturacje termiczng i chemiczna,
a takze wydtuzenie czasu ich aktywnosci;

Rys. 4. Schemat bioenkapsulacji czasteczek aktywnych biologicznie (np. biatek) w zelach otrzyma-
nych metoda zol-zel (R = grupa alkilowa). Autorzy wyrazaja podziekowanie wydawnictwu Elsevier za
pozwolenie wykorzystania rysunku z artykutu (10).
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- mozliwos$¢ kontrolowania whasciwosci fizycznych i chemicznych porowatego
materiatu poprzez ogromng ilo$¢ réznego rodzaju prekursoréw, modyfikatordw,
domieszek, a takze zmiane warunkéw polimeryzacji.

Dos¢ czesto jako substratow w procesie zol-zel uzywa sie organicznie modyfiko-
wane alkoholany krzemu o ogélnym wzorze R’xSi(OR)4 x, gdzie R i R’, to w praktyce
prawie wszystkie znane rodniki organiczne. Zwigzki te zawierajg niepolarne wigza-
nia =Si-C= nieulegajgce zerwaniu w trakcie hydrolizy i kondensacji. Dzieki nim moz-
na utworzy¢ potaczenia hybrydowe organiczno-nieorganiczne znane jako krzemiany
modyfikowane organicznie (ang. ormosil = organically modified silicate) lub kserozele
modyfikowane organicznie (ang. OMX = organically modified xerogel). Chemia tych
zwigzkdéw byta centrum zainteresowania wielu autoréw (19-21), znane sg tez prace,
w ktorych do takich nieorganiczno-organicznych materiatow wprowadzano miedzy
innymi, porfiryny (22-24). W wielu przypadkach za stosowaniem prekursoréw mody-
fikowanych organicznie przemawia mniejsza porowato$¢ i zwiekszona odpornos¢
mechaniczna, ktéra pozwala na ich ciecie, rozdrabnianie i polerowanie (25). Wiele
barwnikéw organicznych, ktore znalazty zastosowanie w technice laserowej, z do-
brym skutkiem byto putapkowanych w tego typu materiatach, nie tylko ze wzgledu
na wiekszg elastycznos$¢ hybrydowych zeli zawierajacych duzy procent substancji or-
ganicznych, ale takze z uwagi na podobienstwo chemiczne organicznej czesci matry-
cy i zastosowanego barwnika (26). Schemat postepowania w procesie enkapsulacji
biologicznie aktywnych materiatow w matrycach zol-zelowych pokazano na rysunku 4.

Bardzo czesto tego typu materiaty otrzymane na drodze zol-zel pozwalajg na ko-
walencyjne zwigzanie bioczasteczek na powierzchni nosnika. Przyktadem moze byé
immobilizacja enzymu - acylazy penicylinowej G w organicznie modyfikowanym
kserozelu, utworzonym przez zmieszanie tetraetoksysilanu i pochodnej aminowej
w postaci (3-aminopropyl)trimetoksysilanu, (MeO)3Si(CH2)3NH2 (27). Kowalencyjne
przytaczenie enzymu do powierzchni tego nosnika bytlo mozliwe dzieki wczesniej-
szej aktywacji za pomocg aldehydu glutaralowego (rys. 5). Ukiad ten znalazt prak-
tyczne zastosowanie w biokatalizie.

OMX Aktywacja aldehydem Immobilizacja kowalencyjna

Rys. 5. Struktura organicznie modyfikowanego kserozelu (OMX) i proces wielopunktowej immobili-
zacji acylazy penicylinowej G (PGA) na jego powierzchni. Autorzy wyrazajg podziekowanie wydawnictwu
Elsevier za pozwolenie wykorzystania rysunku z artykutu (27).
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3.1. Zastosowanie bioenkapsulacji do konstrukcji czujnikéw analitycznych

Atrakcyjnym i najszybciej rozwijajacym sie aspektem wykorzystania technologii
zol-zelowej jest mozliwo$¢ konstruowania réznego rodzaju czujnikéw do pomiaru
rozmaitych parametrow fizycznych i chemicznych. Zasada dziatania takiego czujni-
ka opiera sie na zamknieciu substancji aktywnej (sensorycznej) w matrycy otrzyma-
nej metoda zol-zel. Tym samym duza molekuta biosensora jest opakowana, czy tez
uwieziona w strukturze krzemionkowej, podczas gdy mate, reagujace z nig czas-
teczki moga swobodnie do niej dotrze¢ poprzez pory matrycy. Ze wzgledu na sy-
gnat zwrotny, konstruowane w ten sposéb czujniki dzielimy na: optyczne (zwane
optodami) i elektrochemiczne. Matryca zol-zelowa jest materiatem transparentnym
optycznie, czyli moze by¢ zintegrowana z metodami spektroskopii absorpcyjnej
i emisyjnej, stad zastosowanie jej do budowy tak zwanych optod zastuguje na
szczegOlng uwage. Do innych zalet-matryc krzemionkowych, ktdre stanowig o ich
uzytecznosci w konstrukcji biosensorow, zaliczy¢ mozna:

- niskg temperature otrzymywania oraz odporno$¢ termiczna;

- porowato$é, duza zwilzalnos¢, hydrofobowos¢ i hydrofilowosé;

- mozliwo$¢ wprowadzania jako domieszek metali, tlenkéw metali lub grafitu,
do konstruowania biosensoréw amperometrycznych;

- mozliwo$¢ formowania nosnika o réznych ksztattach.

Szczegolne interesujgce sg sensory wykorzystujace w reakcji analitycznej immo-
bilizowane zwigzki 0 znaczeniu biologicznym. Szeroki przeglad mozliwosci zamy-
kania biatek hemowych w zol-zelowych matrycach zostat przedstawiony w pracy
Lana i wsp. (16). Takie uklady mogg by¢ wykorzystane do konstrukcji czujnikéw
optycznych (28,29), w ktérych biatka hemowe zachowujg wszystkie swoje funkcje:
biokatalityczne, chemiczne utleniajaco-redukujace, oraz mozliwosci przytaczania
takich ligandéw jak 02, CO i NO. W tabeli | przedstawiono przyktady czujnikow
opartych na matrycach krzemionkowych z unieruchamianymi biatkami i enzymami.

Tabela 1

Optyczne i elektrochemiczne czujniki oparte na zwigzkach biologicznie aktywnych immobilizowanych w ma-
trycach otrzymanych metodg zol-zel

Enkapsulowany biosensor  Typ matrycy zol-zelowej  Substancja wykrywana Typ czujnika Literatura
! 2 3 4 5
dysmutaza i peroksydaza Si02 rodniki ponadtlenkowe optyczny (fluorescencyjny) (36)
ponadtlenkowe

oksydaza glukozowa Si02/poliuretan NO amperometryczny 37)
lucyferaza Si02/glukoza ATP optyczny (fluorescencyjny) (38)
oksydaza glukozowa Si02/polimer celulozowy glukoza optyczny (UV-Vis) (39)
peroksydaza chrzanowa APTMS/TEOS* H20, amperometryczny (40)
ureaza, peroksydaza Si02 kwas moczowy optyczny (fluorescencyjny) (41)
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1 2 3 4 5

dehydrogenaza mleczanowa Si02 L-mleczan optyczny (fluorescencyjny) (42)
lakaza** Si02 fenole, aryloaminy optyczny (UV-Vis) (43)

katalaza Si02 H=0. optyczny (UV-Vis) (44)
cytochrom ¢ Si02 NO optyczny (UV-Vis) (44)
ureaza Si02 mocznik optyczny (UV-Vis) (45)

oksydaza i dehydrogenaza Si02 mleczan, pirogronian  optyczny amperometryczny — (46)

mleczanowe

* 3-aminopropyltrimetoksysilan/tetrametoksysilan
** benzenodiol: 0. oksydoreduktaza (EC 1.10.3.2)

Najbardziej znanym kierunkiem wykorzystania enzymdw unieruchomionych w a-
nalityce sg tzw. elektrody enzymowe (30). Stanowig one najwazniejsza grupe czujni-
kéw enzymatycznych o duzych perspektywach i mozliwosciach zastosowan, zwilasz-
cza w diagnostyce medycznej, biotechnologii i ochronie srodowiska. Sg to uklady
ztozone z odpowiedniego (dla oznaczanego substratu) enzymu, unieruchomionego
w bezposredniej bliskosci elektrody czutej na dany substrat, potgczone z jonoselek-
tywnymi lub czutymi na okreslone gazy elektrodami, mierzacymi bezposrednie ste-
zenie jondw H+, NH4+ lub gazdw takich jak NO2, 02, SO2, CO2 (31). Zalety elektrod
enzymatycznych wynikajg z potgczenia dwoch zasadniczych cech: specyficznosci
substratowej enzymu oraz precyzji, prostoty i szybkosci pomiaru sygnatu elektrycz-
nego elektrody. Zakres ich dziatania mozna poszerzy¢ przez wspélng immobilizacje
dwu lub wiecej enzymow. Przykladami elektrod multienzymatycznych sg: elektroda
z unieruchomiong oksydaza glukozows i glukoamylaza, stuzgca do oznaczania glu-
kozy, maltozy oraz wielocukrow ulegajacych hydrolizie pod wptywem glukoamylazy
(31). Schemat dziatania czujnika do oznaczania glukozy pokazano na rysunku 6.
W dalszych badaniach zmierza sie w kierunku zwigkszania czutosci oznaczen, zwiek-
szania szybkosci odpowiedzi elektrody oraz miniaturyzacji elektrod, pozwalajacych
na oznaczenia in vivo w tkankach migsniowych, zytach i tkance mdzgowej (31).

Ze wzgledu na fagodne warunki procesu bioenkapsulacji w matrycach zol-zelo-
wych, zwlaszcza pokojowej temperatury zelowania, mozliwe jest wprowadzenie do
wyjsciowego zolu takze porfiryn i ich nawet nietrwatych, komplekséw z metalami.
Dzieki swym receptorowym wiasciwosciom, czasteczki porfiryn zamkniete w po-
rach powstajacego zelu moga by¢ zastosowane w technice sensorowej i wykorzysta-
ne do konstrukcji czujnikow wykrywajacych tlen (32), jony rteci (33), aminy (34), jak
réwniez do oznaczania pH (35). Matryce krzemionkowe sa materiatem transparent-
nym optycznie w zakresie 300-800 nm, dlatego sg dobrym materiatem do immobili-
zacji porfiryn i ftalocyjanin poniewaz pasma absorpcji i emisji tych zwigzkdw sg
potozone w tym zakresie.

Duza biokompatybilnos¢ matryc krzemionkowych umozliwia zamykanie w nich
zywych komorek, tkanek i mikroorganizméw (47-49). Wykorzystanie bakterii, jako
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Rys. 6. Immobilizacja oksydazy glukozowej w zelu Si02 i schemat dziatania czujnika wykrywajacego
glukoze. Autorzy wyrazajg podziekowanie wydawnictwu Elsevier za pozwolenie wykorzystania rysunku
z artykutu (28).

czynnikéw sensorycznych zamknietych w zol-zelu przedstawiono w wielu doniesie-
niach (50-52), Takie czujniki wykorzystujace wtasciwosci fluorescencyjne niektérych
biatek moga by¢ wykorzystywane do réznych celéw, na przyktad do oznaczania tle-
nu singletowego, ktéry powoduje wygaszanie fluorescencji. Wykazano, ze zamknie-
te w matrycy krzemionkowej bakterie zachowujg dos¢ duzg zywotnos¢, a jednoczes-
nie traca zdolnos¢ podziatu. Jest to szczegdlnie istotne, gdy chcemy by sygnat przez
nie przekazywany byt miarodajny i odtwarzalny.

Niestety matryce zol-zelowe wykazujg pewnie niedogodnosci podczas stosowa-
nia ich do konstruowania czujnikdw, w tym (53):

- dhugi czas odpowiedzi, ograniczony przez dyfuzje reagujacych czasteczek do
wnetrza poréw;

- mimo ze elucja sensora z matrycy krzemionkowej jest ograniczona i niewielka
w poréwnaniu z innymi rodzajami no$nikow, to jednak wcigz istnieje i moze wpty-
na¢ na intensywnos¢ sygnatu;

- w kserozelu, otrzymanym metodg zol-zel z prekursoréw czterofunkcyjnych,
dtugo po zzelowaniu bedzie przebiega¢ proces kondensacji, powodujac kurczenie
nosnika. Skutkiem tego nastgpi zmniejszanie sie jego poréw, a przez to ogranicze-
nie ilosci dyfundujacych przez nie czasteczek reagenta;

- zamkniecie w zelach moze jednak wptywac na wiasciwosci chemiczne i spek-
troskopowe zamknietej w porach czasteczki, ze wzgledu na ograniczenie stopni
swobody czasteczek w porach (czasami mogg wystgpic trudnosci z okreSleniem licz-
by faz w regule Gibbsa), a ponadto istnieje mozliwos¢ oddziatywania uwiezionej
czastki z siecig krzemionki.
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3.2. Przykfady zastosowania bioenkapsulacji w katalizie

Matryce krzemionkowe otrzymane metodga zol-zel nadaja sie doskonale na nos-
niki katalizatorow w katalizie heterogenicznej. Wynika to z faktu, ze materiaty te
odznaczajg sie wysokg porowatosciag, duzg powierzchnig whasciwa, duzg czystoscia,
matg gestoscig oraz niskg temperaturg i fatwoscig otrzymywania. Istotna jest row-
niez ich duza jednorodnos$¢, umozliwiajaca réwnomierny rozktad sktadnikow ak-
tywnych. Prowadzono badania nad wykorzystaniem aerozeli dotowanych katalizato-
rami nieorganicznymi w postaci tlenkéw metali, mieszanin tlenkéw metali, jak row-
niez katalizatoréw typu metal-tlenek metalu. Uktady takie byty stosowane do katali-
zowania reakcji uwodornienia, hydrolizy, czeSciowego utlenienia, syntezy amonia-
ku, syntezy Fischera-Tropscha oraz wielu innych (54).

Wiele bioproceséw komercyjnych opiera sie na wykorzystaniu katalizatoréw zam-
knietych w r6znego rodzaju nosnikach, w tym réwniez w matrycach zol-zelowych.
Nalezg do nich miedzy innymi: produkcja glicerydéw, fosfolipidéw, peptydow, bia-
ek, aminokwasow, antybiotykow, szeregu farmaceutykéw oraz chiralnych potpro-
duktéw (14). Przemystowe procesy biokonwersji czesto wymagajg biokatalizatorow
heterogenicznych, ktore dajg sie formowac¢ w pozadane ksztatty, wykazujg wysoka
aktywnosc¢ i dtugotrwatg stabilnos¢ w specyficznych warunkach, réwniez w rozpusz-
czalnikach organicznych. Warunki te, jak sie wydaje, spetniajg katalizatory immobi-
lizowane w matrycach krzemionkowych otrzymanych metoda zol-zel. Ukfady oparte
na tego typu kserozelach mozna formowa¢ w postaci monolitéw, granulek, mi-
kroczastek, grubych i cienkich filméw. Zaleta tego typu nosnikow jest mozliwosc¢
zwiekszenia stabilnosci chemicznej i termicznej katalizatora, nie ograniczajac
w znacznym stopniu jego wydajnosci. Wykazano, ze wydajnosé takich enzymow jak:
oksydaza glukozowa, fosfataza, trypsyna, aspartaza i anhydraza weglanowa w for-
mie ,,uwiezionej” w kserozelu krzemionkowym wynosita od 30 do 100% ich wydaj-
nosci w formie natywnej (55). Przyktady procesoéw katalizowanych przy uzyciu enzy-
mow unieruchomionych w matrycach zol-zelowych zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Przyktady enzyméw enkapsulowanych w matrycach otrzymanych metoda zol-iel
Enkapsulowany biokatalizator Typ matrycy zol-zelowej Proces katalizowany Literatura
1 2 3 4
acylaza penicylinowa G Si02/pochodna aminowa hydroliza benzylopenicyliny (39)
chloroperoksydaza Si02 enancjoselektywne utlenianie siarczkow — (57)
za pomocg H-0.
chloroperoksydaza Si02 nadtlenkowe fluorowcowanie i epoksy-  (58)
dowanie alkenoéw bez pomocy jonéw ha-
logenkowych
peroksydaza chrzanowa Si02 tworzenie grup nadtlenkowych (59)
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1 2 3 4

peroksydaza chrzanowa Si02 asymetryczne utlenianie tioanizolu (60)
w acetonitrylu za pomocg H-0:

p-glukuronidaza, arylosulfataza Si02 rozprzezanie koniugatow zawartych (61)
w moczu

proteinazy serynowe (trypsyna, subtyli- Si02 transestryfikacja N-acetylo-L-fenyloala-  (62)

zyna Carlsherga, a-chymotrypsyna) ninianu etylu z 1-propanolem w cyklo-
heksanie

mioglobina, peroksydaza, cytochrom c, Si02 S-utlenianie dibenzotiofenu (63)

hemoglobina,

dehydrogenazy: formaldehydowa, Si02 konwersja CO do metanolu (64)

alkoholowa

lipaza z Burkholdelia cepacia MTMS/TMOS* transestryfikacja laurynianu winylu (65)

TMOS z 1-octanolem
lipazy MTMS/TMOS reakcja estryfikacji kwasu laurynowego (66)

7 1-octanolem

* metylotrimetoksysilan/tetrametoksysilan

Z punktu widzenia sposobu prowadzenia procesu katalizy pozadane jest umiesz-
czenie katalizatora na kolumnie (56), zapewniajgce ciagto$¢ procesu oraz mozliwosé
regeneracji kolumny, co najtatwiej uzyska¢ poprzez przeprowadzenie biodotowane-
go kserozelu w posta¢ drobnych ziaren.

Wazng grupa katalizatoréw stosowanych w formie immobilizowanej w matry-
cach zol-zelowych sg porfiryny i ich pochodne. Zazwyczaj katalize w ktérej uczest-
niczg porfiryny nazywamy biomimetyczng, poniewaz czesto imitujg one enzymy
w tego typu ukfadach (67). W ten sposob porfiryny moga katalizowa¢ na przykitad
utlenianie alkandw i alkenéw fancuchowych (68,69) oraz cykloalkenéw (70).

3.3. Zastosowanie bioenkapsulacji w medycznych materiatach zelowych
do celéw medycznych

Porowate kserozele krzemionkowe, jako catkowicie biokompatybilne, sg bardzo
atrakcyjnym materiatem do zastosowan medycznych. Wiele badan z tego zakresu
dotyczy zastosowania tego typu matryc jako uktadéw nosnikowych dla réznego ro-
dzaju lekéw (71). Przykladem moze by¢ wykorzystanie sztucznie skonstruowanych
wysepek Langerhansa do powolnego dozowania insuliny u diabetykéw (72,73). Na
podstawie przeprowadzonych eksperymentdw in vitro dowodzi sie, ze kserozele
krzemionkowe moga uwalniac leki o niskiej masie czasteczkowej, takie, jak antybio-
tyki (np. wankomycyna o masie czasteczkowej 2,8 kDa) (74,75). Rowniez wieksze
czasteczki, takie, jak biatka i czynniki wzrostu (masa czasteczkowa okoto 20 kDa),
moga by¢ uwalniane z odpowiednio przygotowanych matryc krzemionkowych, przy
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czym podczas ich ,,wychodzenia” z pordéw nie nastepuja uszkodzenia (76,77). Is-
totng zaletg tego typu uktadow jest mozliwos¢é kontroli szybkosci uwalniania leku
z poréw. Z badan Radin i wsp. (78) wynika, ze kserozele doskonale sprawdzajg sie
jako noéniki w kontrolowanym uwalnianiu lekéw takze in vivo, co zostato wykorzy-
stane m.in. w leczeniu infekcji kostnych. Szeroki przeglad zastosowar materiatow
otrzymanych metodg zol-zel w medycynie do takich celéw jak kontrolowane uwal-
nianie lekéw czy tez pokrywanie cienkimi warstwami metalicznych implantéw zo-
stal przedstawiony w pracy Salina i wsp. (79).

Zamkniete w matrycach zol-zelowych enzymy znalazty zastosowanie w analityce
medycznej do oznaczania substancji bedacych substratami, aktywatorami lub inhibi-
torami enzymow. Uzycie odpowiednich enzymoéw pozwala na selektywne i czute
oznaczanie we krwi, moczu, a takze bezposrednio w tkankach, waznych fizjologicz-
nych zwigzkéw, takich jak: mocznik, kwas moczowy, glukoza i inne cukry, lipidy,
fosfolipidy, cholesterol i antybiotyki (3-5). Wykorzystana tu zostata zdolnos¢ enzy-
mu, na przyklad peroksydazy, do barwnych reakcji z substratami. W wielu przypad-
kach zadziwia czuto$¢ stosowanych uktadéw detekcji, np. lucyferaze immobilizo-
wang na zmodyfikowanych kuleczkach szklanych, ktérymi wypetniono szklang rurke
wykorzystano do wykrywania ultrasladowych ilosci NADH (koenzym wielu reakcji
enzymatycznych), w tym przypadku dolna granica czutosci wynosita 1,3 X 10"
mola.

Maruszewski i wsp. (80) otrzymali zele krzemionkowe, zawierajgce immobilizo-
wang karbocyjanine, bedaca obiecujgcym fotouczulaczem dla terapii fotodynamicz-
nej (PDT). Celem ich badan byto podniesienie fotostabilnosci tego barwnika poprzez
zamkniecie go w matrycy zol-zelowej. Okazuje sie bowiem, ze to co stanowi o0 anty-
nowotworowej aktywnosci danego fotouczulacza, czyli produkcja cytotoksycznego
tlenu singletowego, jednoczesnie powoduje niszczenie uczulacza w reakcji fotolizy
(81). W wyniku enkapsulacji w matrycy krzemionkowej proces rozktadu barwnika,
zwany fotowybielaniem (ang. photobleaching), ulega znacznemu spowolnieniu. Tak
zatem, unieruchomienie badanego przez fotouczulacza w zol-zelu prowadzito do
znacznego zwiekszenia jego fototrwatosci.

Podbielska i wsp. (82) poszli o krok dalej w wykorzystaniu zeli krzemionkowych
dotowanych fotosensybilizatorami w terapii fotodynamicznej. Opracowana przez
nich metoda polega na immobilizacji barwnikéw porfirynowych (opartych na prepa-
ratach uzyskanych z chlorofilu) w matrycy krzemionkowej. Pokryli oni cienkg war-
stwa koncowke Swiattowodu, ktdrym doprowadzane jest $wiatto lasera w poblize
komorek nowotworowych. W ten sposob kofcdwka tego urzadzenia staje sie row-
niez dodatkowo Zzrodtem czasteczek fotosensybilizatora, a podczas naswietlania,
takze generatorem tlenu singletowego niszczacego komérki nowotworowe.
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4. Podsumowanie

Uniwersalno$¢ enkapsulacji czasteczek aktywnych biologicznie w matrycach uzy-

skanych metoda zol-zel w stosunku do rodzaju unieruchamianej substancji, a takze
ré6zne mozliwosci zastosowania tak otrzymanych ukiaddw, dajg ogromne nadzieje
na przysztos¢. Dodatkowym atutem metody jest prostota oraz brak modyfikacji che-
micznej immobilizowanej substancji. Czasteczki, zywe komérki, a nawet mikroorga-
nizmy uwiezione fizycznie w sztywnej strukturze tego rodzaju matryc zachowujg
swoje wihasciwosci spektroskopowe, a takze aktywnos$¢ biologiczna.
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