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Optymalizacja procesu permeabilizacji komorek drozdzy
Saccharomyces cerevisiae metanolem

Wstep

Wspotczesna biotechnologia umozliwia wytwarzanie wielu pro-
duktow w procesach biotransformacji z udziatem mikroorganizmow.
Stosowanie biokatalizatorow w formie catych komorek jest czgsto
efektywniejsze od wyizolowanych enzymoéow. Wystgpowanie oporow
dyfuzji substratow i produktow przez btong komorkowa moze jednak
ogranicza¢ aktywno$¢ enzymow wewnatrzkomorkowych. W takim
przypadku najlepszym rozwiazaniem jest przeprowadzenie procesu
permeabilizacji, ktory zwigksza przepuszczalnos$é btony komorkowej.

Permeabilizacje komorek drozdzy prowadzi sig¢ czgsto metodami
chemicznymi. Najszerzej stosuje si¢ w tym celu detergenty [1-3] i roz-
puszczalniki organiczne [4—6]. W niniejszej pracy badano efektywnosc
metanolu jako czynnika zwigkszajacego przepuszczalno$¢ btony ko-
moérkowej drozdzy Saccharomyces cerevisiae zawierajacych znaczne
ilosci katalazy. Enzym ten katalizuje rozktad nadtlenku wodoru na tlen
i wodg. Wykorzystywany jest w formie natywnej do usuwania pozosta-
tosci H,O, w wielu procesach produkcyjnych. Istnieje takze mozliwosé¢
uzycia do tego celu immobilizowanych komoérek drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae [5,7].

Badania nad permeabilizacja komorek drozdzy Saccharomyces cere-
visiae prowadzono dotychczas zwykle metoda tradycyjna, ktora polega
na zmianie jednego, niezaleznego czynnika przy niezmiennych war-
tosciach pozostatych. Wykonanie typowej optymalizacji jednego para-
metru nie pozwala jednak na okreslenie jego korelacji z innymi. Proce-
dura ta jest zazwyczaj czasochtonna i kosztowna. Wymaga duzej licz-
by do$wiadczen i moze prowadzi¢ do btgdnych wnioskow. Na proces
permeabilizacji chemicznej wptywa rodzaj czynnika permeabilizujace-
go, czas jego dzialania oraz temperatura. Z drugiej strony wszystkie te
czynniki moga oddziatywac na aktywno$¢ enzymu wewnatrzkomorko-
wego i powodowac interakcje miedzy nimi. W zwiazku z tym w prezen-
towanej pracy zastosowano metod¢ odpowiedzi powierzchniowej do
optymalizacji procesu permeabilizacji komoérek drozdzy metanolem.

Materiaty i metody

W badaniach stosowano drozdze piekarskie (Saccharomyces cerevi-
siae), ktore zostaly wyprodukowane przez Lasaffre bio-corporation S.A.
w Wolczynie. Permeabilizacja komorek zostala przeprowadzona przy
zastosowaniu metanolu. Drozdze piekarskie o masie 1 g rozprowadzano
w 20 ml roztworu alkoholu o réznych stgzeniach. Permeabilizacjg pro-
wadzono we wstrzasarce przy 150 obr/min, utrzymujac przy tym odpo-
wiednia temperaturg. W okre$lonych odstgpach czasu pobierano pipeta
automatyczng probki zawiesiny komorek drozdzy o objgtosei 0,5 ml
i oznaczano w nich aktywno$¢ katalazy przez pomiar szybkosci reakcji
rozktadu nadtlenku wodoru. W tym celu w zlewce o pojemnosci 250
cm’ przygotowano 100 cm’ H,0, o stezeniu 0,015 mol/dm’ z kilkoma
kroplami buforu fosforanowego o pH = 7. Tak przygotowana miesza-
ning umieszczano na mieszadle magnetycznym i do niej wprowadzano
0,5 cm’ zawiesiny komorek drozdzy po permeabilizacji. Czterokrotnie
w odstgpach co 5 minut, pobierano 10 cm’ roztworu reakcyjnego i ozna-
czano w nim st¢zenie nadtlenku wodoru metoda manganometryczna.
Szybko$¢ rozktadu nadtlenku wodoru opisuje w tych warunkach roéw-
nanie kinetyczne pierwszego rzgdu. Statg szybkosci reakcji k£ obliczano
metoda catkowa.

W celu okreslenia optymalnych wartosci trzech parametréw, a mia-
nowicie st¢zenia metanolu, temperatury i czasu trwania procesu wyko-
rzystano planowanie kompozycyjne Boxa i Wilsona [8, 9].

Zalezno$¢ pomigdzy kodowanym a rzeczywistym wymiarem para-
metréw wptywajacych na proces wyglada nastgpujaco:

Zmienna kodowana = x; = 2(X; - Y))/R; (1)

gdzie X; jest wartoscia naturalng i-tego parametru, Y; to $rednia war-
tos¢ z przyjgtego zakresu pomiarowego, natomiast R, jest to zakres po-
migdzy maksymalna a minimalna warto$cia. Poziomy dla parametrow
eksperymentu zamieszczono w tabeli 1 uwzgledniajac takze tzw. ramig
gwiezdne.

Tab. 1. Warto$ci niezaleznych zmiennych dla réznych poziomow
planu rotatabilnego II rzedu

- . Poziomy
Wartosci zalezne | Symbole
-1,682 -1 0 1 1,682
temperatura [°C] X 11,6 15 20 25 28
stezenie [%)] X5 31,59 35 40 45 48,41
czas [min] X; 93 100 110 120 126

W prezentowanej pracy badania przeprowadzono zgodnie z planem
rotatabilnym drugiego rzgdu, przedstawionym w tabeli 2.

Tab. 2. Plan eksperymentu

N | Temperaturax,, [°C] | Stezeniex,, [%] Czas x3, [min] k, [1/min]
1 -1 15 -1 35 -1 100 0,0240
2 -1 15 1 45 -1 100 0,0270
3 -1 15 -1 35 1 120 0,0208
4 -1 15 1 45 1 120 0,0763
5 1 25 -1 35 -1 100 0,0616
6 1 25 1 45 -1 100 0,0116
7 1 25 -1 35 1 120 0,0581
8 1 25 1 45 1 120 0,0092
9 1,682 28 0 40 0 110 0,0307
10 | -1,682 11 0 40 0 110 0,0252
11 0 20 1,682 48 0 110 0,0274
12 0 20 -1,682 31 0 110 0,0123
13 0 20 0 40 1,682 126 0,0728
14 0 20 0 40 -1,682 93 0,0560
15 0 20 0 40 0 110 0,0836
16 0 20 0 40 0 110 0,0831
17 0 20 0 40 0 110 0,0843
18 0 20 0 40 0 110 0,0823
19 0 20 0 40 0 110 0,0836
20 0 20 0 40 0 110 0,0825

Dla procesu z trzema zmiennymi niezaleznymi model ma postac:
3 3 2 3
k=a,+ Z a;x;+ Z a,-ix,-z + Z Z a;x:x; 2)
i=1 i=1 i=1j=i+1
gdzie k to zalezna zmienna wyj$ciowa (stata szybkosci reakceji rozkta-
du nadtlenku wodoru) charakteryzowana przez kodowane, niezalezne
zmienne wejsciowe (x;: temperaturg, x,: stgzenie metanolu, x;: czas
trwania procesu). Model pozwala na oszacowanie czlonu liniowego,
kwadratowego 1 wzajemnego oddziatywania dla parametréw procesu.
Statystyczne znaczenie wspolczynnikow regresji zostato zbadane za po-
moca testu 7-Studenta, natomiast rownanie modelu poprzez test Fische-
ra. Odpowiedz powierzchniowa utworzono dla réznych wzajemnych
oddzialywan pomigdzy kazdymi niezaleznymi dwoma parametrami
przyjmujac warto$¢ trzeciego parametru jako stata. Taka trojwymiaro-
wa plaszczyzna pozwala na celne geometryczne odwzorowanie i dostar-
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cza przydatnych informacji o zachowaniu si¢ uktadu w granicach planu
eksperymentu. Optymalny wymiar dla wybranych warto$ci otrzymano
po rozwiazaniu réwnania regresji. Metode¢ odpowiedzi powierzchnio-
wej zastosowano dla danych eksperymentalnych przy uzyciu progra-
moéw Statistica i Mathcad 2001 Professional.

Wyniki i dyskusja

Przeprowadzono optymalizacj¢ procesu permeabilizacji w celu okres-
lenia optymalnych warto$ci niezaleznych parametrow (st¢zenia meta-
nolu, temperatury i czasu trwa procesu), dla ktorych stata szybkosci
reakcji rozktadu nadtlenku wodoru osiagnie maksymalny wymiar. Na
podstawie przedstawionego zestawienia wynikow pomiaréw dla do-
swiadczen w punktach wynikajacych z planu rotatabilnego drugiego
rzgdu (Tab. 2) wyznaczono wspotczynniki modelu matematycznego.
Wspotezynniki te sa skorelowane migdzy soba jak i z wyrazem wolnym
réwnania o,,. W celu okreslenia dopasowania modelu matematycznego
wykorzystano analizg¢ wariancji, ktora okreslita znaczacy wptyw czto-
néw liniowych, kwadratowych i interakcji na warto$¢ statej k przy po-
ziomie istotnosci 5%.

Istotno$¢ poszczegodlnych wspotczynnikéw zmiennych procesowych
w rownaniu kwadratowym okres§lono za pomoca testu ¢-Studenta oraz
poziomu istotnosci p (Tab. 3).

Tab. 3. Wyniki estymacji wspotczynnikow rownania wraz ze statystyczna
ich ocena, przy poziomie ufnosci 95%

Estymowane wspoétczynniki S t P
o 0,083173 0,003318 25,0672 0,000000
o 0,000110 0,002201 0,0499 0,961205
o, -0,001092 0,002201 -0,4961 0,630556
o3 0,005016 0,002201 2,2784 0,045908
o2 -0,019226 0,002143 -8,9732 0,000004
Ol -0,022090 0,002143 -10,309 0,000001
O3 -0,006349 0,002143 -2,9631 0,014213
Olyp -0,019680 0,002876 -6,8420 0,000045
O3 -0,006497 0,002876 -2,2590 0,047451
O3 0,006728 0,002876 2,3391 0,041405

Im wigkszy zakres warto$ci bezwzglednej # 1 mniejsza wartos¢ p, tym
wigksza istotno$¢ danego wspotczynnika rownania.

Podsumowanie regresji wskazuje wplyw parametréw procesu na po-
ziomie istotnosci 5% (p < 0,05) dla wszystkich cztonow kwadratowych
i interakcji oraz linowego sktadnika rownania opisujacego czas trwania
procesu.

Rownanie uzyskato wymiar wspolczynnika determinacji R* = 0,979
(warto$¢ R*>0,75 okresla trafno$¢ modelu opisujacego proces). Wartos¢
ta zapewnia zadowalajace dopasowanie modelu kwadratowego z inte-
rakcja dla danych eksperymentalnych i wskazuje, ze 97,9% zmiennosci
w odpowiedzi moze by¢ wyjasnione za pomoca modelu.

Roéwnanie dopasowanego modelu po usunigciu wspotczynnikéw nie-
istotnych ma postaé:

k =0,083173 +0,005016.x; - 0,019226x; - 0,022090 x5 +
-0,006349x; - 0,19680x,x, - 0,006497 x,x; + 0,006728 x,.x; 3)
gdzie: k — stala szybkosci reakcji rozktadu nadtlenku wodoru, x,— tem-
peratura, x, — stgzenie, x; — czas.

Wykres obrazujacy odpowiedz powierzchniowa dla statej szybkosci
rozktadu nadtlenku wodoru jako funkcji temperatury i stezenia (przy
statym czasie 110 min — punkt centralny) wskazuje na stopniowy wzrost
statej szybkosci rozktadu, az do stgzenia metanolu — 40% i temperatury
20°C (Rys. 1). Spadek warto$ci k widoczny jest przy dalszym wzroécie
obu parametréw. Mozna to thumaczy¢ tym, iz stgzenia metanolu i tem-
peratura procesu wzrasta do pewnej wartosci krytycznej, gdzie mozemy
zaobserwowa¢ maksymalna wartos$¢ stalej szybkosci rozktadu nadtlen-
ku wodoru. Po przekroczeniu punktu centralnego obserwujemy zalez-
no$¢, ze im wyzsze stgzenie rozpuszczalnika tym nizsza warto$¢ stalej
k, co moze by¢ powodowane dezaktywacja katalazy przy wysokich
stezeniach alkoholu. W zakresie niskich stezen, wystepuje niski sto-

pien permeabilizacji, ktory mozna
thumaczy¢ niedostateczng iloscia
rozpuszczalnika.

Zalezno$¢ stalej k od tempera-
tury i czasu trwania procesu przy
staltym stgzeniu metanolu wyno-
szacym 40% przedstawia rys. 2.
Z wykresu mozemy odczytaé, iz
rozktad nadtlenku wodoru przez
katalazg drozdzowa wzrasta wraz
ze wzrostem temperatury w jakiej
prowadzano proces permeabiliza-
cji komorek drozdzy. Po przekro-
czeniu temperatury 20°C i po 110
minutach plaszczyzna odpowiedzi
zalamuje si¢ i opada co moze by¢
spowodowane dezaktywacja en-
zymu w wyzszych temperaturach
i przy dluzszym czasie permeabili-
zacji. Podobnie rys. 3 przedstawia
wplyw stgzenia metanolu i czasu
permeabilizacji (W temperaturze
20°C) na statg szybkosci rozktadu
nadtlenku wodoru.

Optymalizacja warunkow proce-
su permeabilizacji, przy zastosowa-
niu technik numerycznych pozwo-
lita na okre$lenie odpowiednich
wielkosci parametrow przy ktorych
warto$¢ statej szybkosci rozktadu
nadtlenku wodoru jest najwyzsza.
Maksymalna warto$¢ £, wyno-
si 0,08445 1/min dla temperatury
19,2°C, stezenia metanolu 40,6%
i po uplywie 115 minut. Podczas
wykonywania eksperymentu zaob-
serwowano, ze st¢zenie metanolu
i temperatura procesu sa czynnika-
mi krytycznymi (znamionowymi)
dla procesu permeabilizacji komo-
rek drozdzy.

Rys.1. Wplyw st¢zenia metanolu i tempera-
tury na stala szybko$ci reakcji rozktadu &
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Rys. 3. Wplyw stgzenia metanolu i czasu
trwania permeabilizacji na stata
szybkosci rozktadu k

Podsumowanie

Doboér metody odpowiedzi powierzchniowej do optymalizacji proce-
su permeabilizacji okazal sig trafny i pozwolil na wyznaczenie wspot-
oddziatywania pomigdzy parametrami procesu. Optymalnymi warunka-
mi dla przeprowadzonego eksperymentu okazaty sig: stgzenie metanolu
40,6%, temperatura 19,2°C i czas 115 min, dla ktorych stata szybkosci
reakcji rozktadu nadtlenku wodoru k,,,,= 0,08445 I/min. Wyznaczona
niezaleznie stata k dla niepoddanych permeabilizacji komoérek drozdzy
miata warto$¢ ponad dziewigciokrotnie mniejsza. Metanol jako czynnik
permeabilizujacy dat zatem lepszy rezultat niz toluen, ktory doprowa-
dzit jedynie do szesciokrotnego wzrostu aktywnos$ci katalazy w komor-
kach drozdzy [5].
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