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Zastosowanie procesu frakcjonowania pianowego
do zatezania lakazy z Cerrena unicolor

Wstep

Wydzielanie, zatgzanie i oczyszczanie produktéw biologicznych,
znane pod pojgciem downstream processing, jest najbardziej energo-
chlonnym i kosztownym elementem ich produkcji [Roque i in.,
2004]. Czasteczki pochodzenia biologicznego, takie jak enzymy, sa
bardzo nietrwate i wrazliwe na wiele czynnikéw $rodowiskowych,
takich jak podwyzszona temperatura, ekstremalne wartosci pH, czy
niektére odczynniki chemiczne [Eijsinck i in., 2005]. Przez to stan-
dardowe metody chemiczne, takie jak ekstrakcja lub destylacja nie
maja zastosowania w procesach oczyszczania enzymow.

Frakcjonowanie pianowe FF (Foam Fractionation) jest nowatorska
metoda, ktéra moze by¢ wykorzystywana do bezpiecznego odzyski-
wania produktéw biologicznych z zanieczyszczonych mieszanin,
ktérego dodatkowa zaleta jest tatwos$¢ odzysku z bardzo rozcienczo-
nych roztworéw, dzigki czemu jest wygodnym pierwszym krokiem
w wielostopniowych procesach oczyszczania [Merz i in., 2011]. Jest
to jeden z procesdw separacji pgcherzykowej, w ktérym czgs§¢ sktad-
nikéw mieszaniny migruje do powierzchni migdzyfazowej pomigdzy
ciecza a gazem [Lemlich, 1968]. Polega on na zasilaniu kolumny
zawierajacej rozpuszczony produkt inertnym gazem (najczgsciej
powietrze lub azot), w wyniku czego wytwarza si¢ piana, ktéra mi-
gruje w goére kolumny, a nastgpnie jest odbierana w fazie ciekle;j.
W rezultacie kondensat piany (foamate) zawiera podwyzszone st¢ze-
nie sktadnikéw powierzchniowo czynnych, takich jak biatka, ewentu-
alne surfaktanty, itp. [Gerken i in., 2006]. Dob6r odpowiednich pa-
rametrow procesu frakcjonowania pianowego, takich jak pH, tempe-
ratura, czy odpowiednie detergenty, pozwala na selektywne oczysz-
czanie pozadanych skladnikéw 2z mieszanin, dzigki czemu
w kolumnie moze zachodzi¢ efekt rozdzialu chromatograficznego
[Maas, 1973].

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu procesu frakcjono-
wania pianowego na zat¢zanie lakazy z ptynu pohodowlanego szcze-
pu Cerrena unicolor.

Badania doswiadczalne
Materiaty

Szczep Cerrena unicolor byt hodowany na ptytkach agarowych
przez 7 dni. Nastgpnie grzybni¢ homogenizowano z woda z predko-
$cia 8000 rpm i przenoszono do kolb
zawierajacych 200 ml podtoza Linde-
berg-Holm [1952]. Po 10 dniach zawar-
tos¢ kolb filtrowano, a przesaczony ptyn
pohodowlany, zawierajacy lakazg, za-
mrazano w celu zachowania aktywnosci

—podcisnienie
—  enzymu.
Bromek cetylotrimetyloamoniowy
(CTAB) oraz 2,2-azynobis(3etylobenzo
kondensat tiazolino-6-sulfonowy kwas) (ABTS)
piany firmy Sigma-Aldrich.
Woda do rozcienczen préb byla
I oczyszczana za pomoca uktadu Milli-Q
gaz-::3 Synthesis A10 (Millipore).
kontrola
przeplywu Oznaczanie aktywnosci

Aktywno$¢ oznaczana byla metoda
spektrofotometryczng z uzyciem ABTS
jako substratu [Majcherczyk i in., 1999].
Mierzono zmiang utlenienia czasteczek

Rys. 1. Schemat aparatury
do frakcjonowania piano-
wego [Burghoff, 2011]

ABTS w czasie za pomoca aparatu Multiskan FC firmy Thermo
Scientific. Wspétczynnik ekstynkcji dla ABTS przy dlugosci fali 420
nm wynosi € = 0,04321 1/(mmol-cm). Wszystkie pomiary aktywnosci
wykonywano w trzech powtdrzeniach.

Aktywno$¢ byla definiowana jako ilo$¢ enzymu katalizujaca reak-
cje utleniania 1 pmol ABTS przez minutg, a obliczano ja z uzyciem
nastgpujacego wzoru:

{U } _AE-D-V, (1)
act| — |=——
I] AtV -d-e
gdzie:
AE — zmiana absorbancji; D — wspélczynnik rozcienczenia [-];
V, — objgto$¢ proby [ul]; 4¢ — czas pomiaru [min]; V — objgtos¢ préb-
ki enzymu [pl]; d — wysokos$¢ proby w zaglebieniu [mm]; &€ — wspot-
czynnik ekstynkcji [I/mmol cm].

Aparatura

Aparat do frakcjonowania pianowego stanowita kolumna sktadaja-
ca sig z czgsci cieczowej (dlugos$¢ 18cm i $rednica 3 cm) wyposazo-
nej w element rozpraszajacy gaz, wykonany ze szkla spiekanego,
oraz z czg$ci pianowej (dtugo§¢ S6cm i $rednica 1,6cm) wyposazonej
w odbieralnik do piany (Rys. 1.).

Eksperyment rozpoczynano od wiaczenia przeptywu gazu i ustale-
nia jego natgzenia na poziomie 2,41/h. Nastgpnie napelniano czg$é
cieczowa kolumny roztworem o objgtosci 80 ml. Wytworzona piang
odbierano za pomoca kolby ssawkowej wyposazonej w lejek, co
pozwalato na rozbicie piany do fazy ciektej. Eksperymenty prowa-
dzono do momentu, w ktérym piana rozpadata si¢ przed dotarciem do
odbieralnika, po czym odbierano préby kondensatu piany oraz reten-
tatu pozostatego w kolumnie.

Wszystkie eksperymenty prowadzono w temperaturze pokojowe;j.

Wyniki i dyskusja

Podstawowym parametrem charakteryzujacym skuteczno$¢ zatg-
zania enzymu jest wspdtczynnik podziatu aktywno$ci K, definio-
wany jako stosunek aktywnoS$ci enzymatycznej w kondensacie piany
do aktywnosci w retentacie.

gty (@)

act LlCtR
gdzie:

actp — aktywno$¢ w kondensacie piany, [U/1]
acty — aktywno$¢ w retentacie, [U/1]

Drugim parametrem jest wspétczynnik odzysku Y, ktéry definiuje
si¢ jako stosunek aktywno$ci enzymu w kondensacie piany do ak-
tywnosci enzymu wprowadzonego do uktadu.

y = Ve acty 3)
Vi - acty,
gdzie:
Vi — objeto$¢ kondensatu piany, [ml]
actyp — aktywno$¢ w kondensacie piany, [U/1]
Y,; - objgtos¢ wprowadzonej mieszaniny, [ml]
act;,; — aktywno$¢ wprowadzonej mieszaniny, [U/1]

Badanie wptywu pH

Celem pierwszej serii eksperymentéw bylo znalezienie optymalnej
warto$ci pH dla uktadu. Do ptynu pohodowlanego nie wprowadzano
zadnych dodatkéw przed umieszczeniem go w kolumnie.

Biatka odznaczaja si¢ najwigksza hydrofobowoscia w pH réwnym
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Tab. 1. Badani 1§ H
al adanie wptywu p. FrakaR
objgtosc objetosé Retentat
czas J¢ )< wspétczynnik | wspéiczynnik Pr. zerowa
pH [min] kondensatu retentatu odzialu. K odzysku. ¥ v
piany [ml] [ml] p > Kact ysku,

7,0 Niewystarczajaca stabilno$¢ piany

6,0 Niewystarczajaca stabilno$¢ piany

5,0 Niewystarczajaca stabilno$¢ piany % 400

4,0 23 5 73 3,26 0,13 8

35 34 4,1 75 2,50 0,11 E'

< 200

3,0 Niewystarczajaca stabilno$¢ piany
ich punktowi izoelektrycznemu [Bhattacharya i in., 1991]. Szczep
Cerrena unicolor produkuje przynajmniej 2 izoformy lakazy, ktérych od
punkty izoelektryczne znajduja si¢ w przedziale pH 3,5+4,0 [Mich- o2 8 48 . : 7 8 Refentat Pr.zerowa

. . .. rakcja

niewicz i in., 2005]. g

Zbadano zachowanie uktadu dla 6 ré6znych wartosci pH w zakresie Rys. 3. Aktywnosé enzymu w cyklicznie pobieranych frakcjach

3,0+7,0. Wyniki przedstawiono w tab. 1.

Tylko w przypadku warto$ci pH 3,5 1 4,0 stabilno$¢ piany byta wy-
starczajaca, aby zaszed! proces frakcjonowania pianowego. Uzyskane
ilosci kondensatu piany byty niewielkie ze wzgledu na brak dodatku
detergentu, co skutkowato bardzo matymi wspétczynnikami odzysku
enzymu. Dla pH 4,0 stgzenie enzymu w kondensacie piany bylo
ponad trzykrotnie wyzsze niz w retentacie. Odzysk byt nieznacznie
lepszy niz w przypadku pH 3,5.

Wptyw CTAB

Do kolejnych préb ptynu pohodowlanego dodawano detergent —
bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) w odpowiednich stgze-
niach, aby okre§li¢ jak dodatek surfaktantu wptywa na wydajnos¢
procesu frakcjonowania. Przetestowane zostaly cztery stgZenia
CTAB: 0,4 mM; 0,6 mM; 0,8 mM; 1,0 mM. Wszystkie proby miaty
warto$¢ pH ustalona na 4,0. Wyniki przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 2. Wpltyw réznych stgzen CTAB

Najwigkszy wspotczynnik podziatu zaobserwowano dla st¢zenia
detergentu 1,0 mM, wynoszacy okoto 4. Wraz ze zwigkszaniem
stgzenia CTAB we wprowadzanej mieszaninie, obserwowano stop-
niowy wzrost wspéiczynnika odzysku enzymu. Dla stgzenia CTAB
réwnego 1,0 mM siggal on 56%, co wskazuje na dobra wydajnosé
procesu w wyzszym st¢zeniu detergentu.

Zmiana wydajnosci frakcjonowania pianowego w czasie

Ostatnim krokiem bylo przeprowadzenie eksperymentu, w ktérym
odbierano proby kondensatu pianowego w réwnych odstgpach czasu
i poréwnywano aktywnosci enzymu w poszczegdlnych frakcjach.
Warto$¢ pH ustalono na 4,0, a stgzenie CTAB na 0,4 mM. Frakcje
odbierano co 5 minut od momentu odbioru pierwszej porcji piany do
momentu catkowitego wypienienia, co dato 8 frakcji. Aktywnosci
poszczegdlnych frakcji, pozostalego retentatu oraz wprowadzanej
mieszaniny przedstawiono na rys. 3.

Z rys. 3. mozna wywnioskowac¢, ze transport enzymu do piany jest
podobny w trakcie trwania calego procesu, poniewaz aktywnosci
poszczegdlnych frakcji sa do siebie zblizone.

Whnioski

Ptyn pohodowlany ze szczepu Cerrena unicolor zawiera wystar-
czajaco substancji powierzchniowo czynnych, aby proces frakcjono-
wania pianowego zaszedt bez dodatku detergentéw, ale stabilna piana
pojawia si¢ dopiero w warto$ciach pH bliskich punktowi izoelek-
trycznemu zawartej w nim lakazy.

Dodatek CTAB w stgzeniu 1,0 mM pozwala na uzyskanie podob-
nych wspétczynnikéw podziatu co w przypadku czystego ptynu
pohodowlanego, ale z ponad czterokrotnie wyzszym odzyskiem.

Eksperyment z odbieraniem frakcji piany w réwnych odstgpach
czasowych wykazat, ze uktad badanego enzymu i badanego detergen-
tu nie wykazuje istotnych zmian w przenoszeniu enzymu do piany
w trakcie trwania procesu.
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