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Zastosowanie procesu frakcjonowania pianowego  
do zatężania lakazy z Cerrena unicolor 

 

Wstęp 

Wydzielanie, zatężanie i oczyszczanie produktów biologicznych, 
znane pod pojęciem downstream processing, jest najbardziej energo-
chłonnym i kosztownym elementem ich produkcji [Roque i in., 

2004]. Cząsteczki pochodzenia biologicznego, takie jak enzymy, są 
bardzo nietrwałe i wrażliwe na wiele czynników środowiskowych, 
takich jak podwyższona temperatura, ekstremalne wartości pH, czy 
niektóre odczynniki chemiczne [Eijsinck i in., 2005]. Przez to stan-
dardowe metody chemiczne, takie jak ekstrakcja lub destylacja nie 
mają zastosowania w procesach oczyszczania enzymów. 

Frakcjonowanie pianowe FF (Foam Fractionation) jest nowatorską 
metodą, która może być wykorzystywana do bezpiecznego odzyski-
wania produktów biologicznych z zanieczyszczonych mieszanin, 
którego dodatkową zaletą jest łatwość odzysku z bardzo rozcieńczo-
nych roztworów, dzięki czemu jest wygodnym pierwszym krokiem 
w wielostopniowych procesach oczyszczania [Merz i in., 2011]. Jest 
to jeden z procesów separacji pęcherzykowej, w którym część skład-
ników mieszaniny migruje do powierzchni międzyfazowej pomiędzy 
cieczą a gazem [Lemlich, 1968]. Polega on na zasilaniu kolumny 
zawierającej rozpuszczony produkt inertnym gazem (najczęściej 
powietrze lub azot), w wyniku czego wytwarza się piana, która mi-
gruje w górę kolumny, a następnie jest odbierana w fazie ciekłej. 
W rezultacie kondensat piany (foamate) zawiera podwyższone stęże-
nie składników powierzchniowo czynnych, takich jak białka, ewentu-
alne surfaktanty, itp. [Gerken i in., 2006]. Dobór odpowiednich pa-
rametrów procesu frakcjonowania pianowego, takich jak pH, tempe-
ratura, czy odpowiednie detergenty, pozwala na selektywne oczysz-
czanie pożądanych składników z mieszanin, dzięki czemu 
w kolumnie może zachodzić efekt rozdziału chromatograficznego 
[Maas, 1973]. 

Celem niniejszej pracy było zbadanie wpływu procesu frakcjono-
wania pianowego na zatężanie lakazy z płynu pohodowlanego szcze-
pu Cerrena unicolor. 

Badania doświadczalne 
Materiały 

Szczep Cerrena unicolor był hodowany na płytkach agarowych 
przez 7 dni. Następnie grzybnię homogenizowano z wodą z prędko-

ścią 8000 rpm i przenoszono do kolb 
zawierających 200 ml podłoża Linde-

berg-Holm [1952]. Po 10 dniach zawar-
tość kolb filtrowano, a przesączony płyn 
pohodowlany, zawierający lakazę, za-
mrażano w celu zachowania aktywności 
enzymu.  

Bromek cetylotrimetyloamoniowy 
(CTAB) oraz 2,2-azynobis(3etylobenzo 
tiazolino-6-sulfonowy kwas) (ABTS) 
firmy Sigma-Aldrich.  

Woda do rozcieńczeń prób była 
oczyszczana za pomocą układu Milli-Q 

Synthesis A10 (Millipore). 

Oznaczanie aktywności 

Aktywność oznaczana była metodą 
spektrofotometryczną z użyciem ABTS 
jako substratu [Majcherczyk i in., 1999]. 
Mierzono zmianę utlenienia cząsteczek 

ABTS w czasie za pomocą aparatu Multiskan FC firmy Thermo 

Scientific. Współczynnik ekstynkcji dla ABTS przy długości fali 420 
nm wynosi ε = 0,04321 l/(mmolּcm). Wszystkie pomiary aktywności 
wykonywano w trzech powtórzeniach.  

Aktywność była definiowana  jako ilość enzymu katalizująca reak-
cję utleniania 1 µmol ABTS przez minutę, a obliczano ją z użyciem 
następującego wzoru:  
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gdzie:  
∆E – zmiana absorbancji; D – współczynnik rozcieńczenia [-];  
Vt – objętość próby [µl]; ∆t – czas pomiaru [min]; Vs – objętość prób-
ki enzymu [µl]; d – wysokość próby w zagłębieniu [mm]; ε – współ-
czynnik ekstynkcji [l/mmol cm].  

Aparatura  

Aparat do frakcjonowania pianowego stanowiła kolumna składają-
ca się z części cieczowej (długość 18cm i średnica 3 cm) wyposażo-
nej w element rozpraszający gaz, wykonany ze szkła spiekanego, 
oraz z części pianowej (długość 56cm i średnica 1,6cm) wyposażonej 
w odbieralnik do piany (Rys. 1.).  

Eksperyment rozpoczynano od włączenia przepływu gazu i ustale-
nia jego natężenia na poziomie 2,4l/h. Następnie napełniano część 
cieczową kolumny roztworem o objętości 80 ml. Wytworzoną pianę 
odbierano za pomocą kolby ssawkowej wyposażonej w lejek, co 
pozwalało na rozbicie piany do fazy ciekłej. Eksperymenty prowa-
dzono do momentu, w którym piana rozpadała się przed dotarciem do 
odbieralnika, po czym odbierano próby kondensatu piany oraz reten-
tatu pozostałego w kolumnie.  

Wszystkie eksperymenty prowadzono w temperaturze pokojowej. 

Wyniki i dyskusja 

Podstawowym parametrem charakteryzującym skuteczność zatę-
żania enzymu jest współczynnik podziału aktywności Kact, definio-
wany jako stosunek aktywności enzymatycznej w kondensacie piany 
do aktywności w retentacie.  
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gdzie:  
actF – aktywność w kondensacie piany, [U/l]  
actR – aktywność w retentacie, [U/l] 

Drugim parametrem jest współczynnik odzysku Y, który definiuje 
się jako stosunek aktywności enzymu w kondensacie piany do ak-
tywności enzymu wprowadzonego do układu. 
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gdzie:  
VF    – objętość kondensatu piany, [ml]  
actF  – aktywność w kondensacie piany, [U/l]  
Yini    – objętość wprowadzonej mieszaniny, [ml]  
actini – aktywność wprowadzonej mieszaniny, [U/l] 

Badanie wpływu pH 

Celem pierwszej serii eksperymentów było znalezienie optymalnej 
wartości pH dla układu. Do płynu pohodowlanego nie wprowadzano 
żadnych dodatków przed umieszczeniem go w kolumnie.  

Białka  odznaczają się największą hydrofobowością w pH równym 

Rys. 1.  Schemat aparatury 
do frakcjonowania piano-
wego [Burghoff, 2011] 
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Tab. 1.  Badanie wpływu pH 
 

pH czas 
[min] 

objętość 
kondensatu 
piany [ml] 

objętość 
retentatu 

[ml] 
współczynnik 
podziału, Kact 

współczynnik 
odzysku, Y 

7,0 Niewystarczająca stabilność piany 
6,0 Niewystarczająca stabilność piany 
5,0 Niewystarczająca stabilność piany 
4,0 23 5 73 3,26 0,13 
3,5 34 4,1 75 2,50 0,11 
3,0 Niewystarczająca stabilność piany 

ich punktowi izoelektrycznemu [Bhattacharya i in., 1991]. Szczep 
Cerrena unicolor produkuje przynajmniej 2 izoformy lakazy, których 
punkty izoelektryczne znajdują się w przedziale pH 3,5÷4,0 [Mich-

niewicz i in., 2005]. 
Zbadano zachowanie układu dla 6 różnych wartości pH w zakresie 

3,0÷7,0. Wyniki przedstawiono w tab. 1. 
Tylko w przypadku wartości pH 3,5 i 4,0 stabilność piany była wy-

starczająca, aby zaszedł proces frakcjonowania pianowego. Uzyskane 
ilości kondensatu piany były niewielkie ze względu na brak dodatku 
detergentu, co skutkowało bardzo małymi współczynnikami odzysku 
enzymu. Dla pH 4,0 stężenie enzymu w kondensacie piany było 
ponad trzykrotnie wyższe niż w retentacie. Odzysk był nieznacznie 
lepszy niż w przypadku pH 3,5. 

Wpływ CTAB  

Do kolejnych prób płynu pohodowlanego dodawano detergent −  
bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) w odpowiednich stęże-
niach, aby określić jak dodatek surfaktantu wpływa na wydajność 
procesu frakcjonowania. Przetestowane zostały cztery stężenia 
CTAB: 0,4 mM; 0,6 mM; 0,8 mM; 1,0 mM. Wszystkie próby miały 
wartość pH ustaloną na 4,0. Wyniki przedstawiono na rys. 2. 

 
Rys. 2.  Wpływ różnych stężeń CTAB 

 

Największy współczynnik podziału zaobserwowano dla stężenia 
detergentu 1,0 mM, wynoszący około 4. Wraz ze zwiększaniem 
stężenia CTAB we wprowadzanej mieszaninie, obserwowano stop-
niowy wzrost współczynnika odzysku enzymu. Dla stężenia CTAB 
równego 1,0 mM sięgał on 56%, co wskazuje na dobrą wydajność 
procesu w wyższym stężeniu detergentu. 

Zmiana wydajności frakcjonowania pianowego w czasie 

Ostatnim krokiem było przeprowadzenie eksperymentu, w którym 
odbierano próby kondensatu pianowego w równych odstępach czasu 
i porównywano aktywności enzymu w poszczególnych frakcjach. 
Wartość pH ustalono na 4,0, a stężenie CTAB na 0,4 mM. Frakcje 
odbierano co 5 minut od momentu odbioru pierwszej porcji piany do 
momentu całkowitego wypienienia, co dało 8 frakcji. Aktywności 
poszczególnych frakcji, pozostałego retentatu oraz wprowadzanej 
mieszaniny przedstawiono na rys. 3. 

Z rys. 3. można wywnioskować, że transport enzymu do piany jest 
podobny w trakcie trwania całego procesu, ponieważ aktywności 
poszczególnych frakcji są do siebie zbliżone. 

 
Rys. 3.  Aktywność enzymu w cyklicznie pobieranych frakcjach 

Wnioski 

Płyn pohodowlany ze szczepu Cerrena unicolor zawiera wystar-
czająco substancji powierzchniowo czynnych, aby proces frakcjono-
wania pianowego zaszedł bez dodatku detergentów, ale stabilna piana 
pojawia się dopiero w wartościach pH bliskich punktowi izoelek-
trycznemu zawartej w nim lakazy. 

Dodatek CTAB w stężeniu 1,0 mM pozwala na uzyskanie podob-
nych współczynników podziału co w przypadku czystego płynu 
pohodowlanego, ale z ponad czterokrotnie wyższym odzyskiem.  

Eksperyment z odbieraniem frakcji piany w równych odstępach 
czasowych wykazał, że układ badanego enzymu i badanego detergen-
tu nie wykazuje istotnych zmian w przenoszeniu enzymu do piany 
w trakcie trwania procesu. 
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