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Permeabilizacja komoérek drozdzy piekarskich - skutecznos¢ procesu
w warunkach ustalonych

Wstep

Biokatalizatory w formie catych komoérek drozdzy sa czgsto sto-
sowane w bioprocesach [Bialecka-Florjanczyk i Majewska, 2006].
W przeciwienstwie do roztworéw enzyméw mozliwe jest ich wydzie-
lenie ze $rodowiska reakcji, a nastgpnie ponowne uzycie. Proces
permeabilizacji pozwala na poprawe aktywnosci tych biokatalizato-
réw. Polega on na wykorzystaniu réznych czynnikéw powodujacych
zwigkszenie przepuszczalno$ci membran i $cian komérkowych mi-
kroorganizméw[Sekhar i in., 1999; Chow i Palecek, 2004; Presecki i
Vasic—Racki, 2005; Olczak i in., 2010].

Woezesniejsze badania wykazaly, Ze zastosowanie etanolu,
1-propanolu lub 2-propanolu w permeabilizacji drozdzy piekarskich
pozwala na wzrost aktywnosci katalazy odpowiednio 47-, 40- 1 60-
krotnie [Trawczynska i Wojcik, 2014; Trawczynska i Wojcik, 2015].
Katalaza posiada zdolno$¢ do rozktadu nadtlenku wodoru do wody
itlenu. Dzigki temu biokatalizator w formie permeabilizowanych
komérek drozdzy o zwigkszonej aktywnosci katalazy moze by¢
wykorzystywany w oczyszczaniu $ciekOw oraz unieszkodliwianiu
odpaddéw przemystowych.

W niniejszej pracy w oparciu o odpowiednie modele matematycz-
ne przeprowadzono symulacj¢ skuteczno$ci permeabilizacji komérek
drozdzy piekarskich dla ustalonych warto$ci temperatury procesu
w celu umozliwienia tatwego prognozowania aktywno$ci wewnatrz-
komoérkowej katalazy dla narzuconych temperatur.

Optymalne warunki permeabilizacji komoérek
drozdzy piekarskich

Procesy permeabilizacji komérek drozdzy piekarskich alkoholami
podano optymalizacji. Wyznaczone wartosci temperatur 7, stgzen
alkoholi S i czasy trwania r procesu odpowiadajace najwyzszym
aktywnoSciom katalazy A, przedstawiono w tab. 1.

Tab. 1.  Warunki optymalne dla permeabilizacji drozdzy piekarskich alkoholami
Zast Aktywno$¢ T " Stezenie Czas trwania
astosowany optymalna emperatura alkoholu procesu
alkohol 4 [°C] !
[U-g’] [%] [min]
Etanol 5070 14,9 52,6 48
1-Propanol 4310 10,3 24,2 41
2—-Propanol 6310 15 55 40

Modele matematyczne

Modele matematyczne okreslajace zaleznos¢ aktywnosci katalazy od
parametréw procesu permeabilizacji, maja posta¢ réwnan kwadratowych
z trzema zmiennymi (Tab. 2). Mozna je wykorzysta¢ do symulacji proce-
su permeabilizacji w zakresie zbadanych parametréw 7, S i ¢ (Tab. 3).

Tab. 2. Modele matematyczne dla permeabilizacji drozdzy piekarskich

Zastosowany alkohol Model matematyczny

Ap =4919 + 545 Sp + 464 1 — 1574 TF* — 1405 S5 +

Etanol —570 152 — 512 Te'Sg

Ajp=4116 + 851-S;p— 1032 T1* — 1059-S;" +
1-Propanol 386112 = 378 TypS1p— 358 0t
2-Propanol Asp=5T784+477 Top + 1327 Spp— 1343 Top” +

-960 Szpz - 473 t2p2 — 675 Top Sop— 484 Syptrp

Tab. 3. Zakresy pomiarowe dla permeabilizacji komérek drozdzy za pomoca alkoholi

Zastosowany alkohol
Zakresy Etanol 1-Propanol 2-Propanol
pomiarowe TS e [ s | o | T | s |t
[°C1 | [%] |[min] | [°)C] | [%] |[min] | [°C] | [%] | [min]
min. 6,6 | 24,8 7 1.5 32 7 6,6 6,4 7
maks. 234 | 75,2 73 18,5 | 36,8 73 234 | 736 | 73

Rozwiazania analityczne

Przedstawione modele mozna wykorzysta¢, gdy istnieje potrzeba
prowadzenia permeabilizacji w narzuconej temperaturze 7, aby uzy-
ska¢ mozliwie najwigksza skuteczno$¢ procesu, tj. maksymalna
aktywno$¢ katalazy A”.

Przy zatozeniu T = const liczba niewiadomych w modelach mate-
matycznych maleje do dwdch, dlatego tez mozna obliczy¢ metodami
analitycznymi wartoéci S i f odpowiadajace A”.

W pierwszym etapie wyznaczono zatem pochodne czastkowe
pierwszego rzedu wzglgdem S i ¢ dla przedstawionych modeli mate-
matycznych (Tab. 4).

Tab. 4. Pochodne czastkowe pierwszego rzedu dla modeli matematycznych

(T = const)
Zastosowany alkohol Pochodne czastkowe pierwszego rzedu
dAg
545 - 512 Tg— 2810 Sg
dSe
Etanol
dAg
464 — 1140 1
dtg
dA;p
—— 851 -378 T;p—2118 S;p—358 1;p
ds;»
1-Propanol
dA;p
— 358 S1p=T772 t;p
dt;p
dAzp
1327 — 675 Top— 1920 S2p — 484 top
dSzp
2-Propanol
dAzp
— 484 Sop — 946 tp
dtp

Nastgpnie wyznaczone pochodne przyréwnano do zera tworzac
odpowiednie uktady réwnan. Ich rozwiazaniem sa punkty stacjonarne
o wspdtrzednych (S, f) podejrzane o ekstremum. Koncowe wzory do
obliczenia warto$ci stgzenia roztworu alkoholu i czasu trwania procesu
permeabilizacji prowadzonego w ustalonej temperaturze podano w tab. 5.

Tab. 5 Wzory do obliczania warto$ci S oraz ¢ dla procesu permeabilizacji
prowadzonego w ustalonej temperaturze

Zastosowany alkohol Wzory do obliczania S oraz t

Sg=0,1939-0,1822 Ty

Etanol

tg = 0,407

S:p=0,4359 -0,1936 T)p
1-Propanol

tip=-0,2021 + 0,0898 Tp

Sop =—=10,7929 — 0,4033 T»p
2-Propanol

tp=—0.4051 +0,2060 Top
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Z kolei obliczono pochodne drugiego rzgdu i utworzono odpo-
wiednie wyznaczniki zgodnie z réwnaniem:

d*A  d*A

_|dS* dsds
W=lia aa )

dSdt  dr*

Obliczono wyznaczniki dla punktéw stacjonarnych i na ich pod-
stawie sprawdzono, czy w punktach istnieje ekstremum (W > 0).
Nastgpnie w oparciu o wartosci pochodnych drugiego rzedu w punk-
tach stacjonarnych okreslono rodzaj ekstremum.

Zgodnie z zaprezentowanym algorytmem wykonano obliczenia dla
ustalonych temperatur prowadzenia proceséw permeabilizacji za
pomoca etanolu, 1-propanolu i 2-propanolu. We wszystkich przy-
padkch zostat spetniony warunek istnienia maksimum (warto$¢ wy-
znacznika wyzsza od zera i warto$¢ pochodnych drugiego rzg¢du
nizsza od zera).

Nastepnie obliczono A” przez podstawienie wyznaczonych warto-
$ci S it do proponowanych modeli matematycznych.

Skutecznos¢ procesu

Bezposrednie poréwnanie skutecznosci wszystkich trzech alkoholi za-
stosowanych oddzielnie w permeabilizacji jest trudne za wzglegdu na
réznice w analizowanych zakresach temperatury prowadzenia procesu.
Z tego powodu wyniki obliczen pokazano (Rys. 1) na tréjwymiarowych
wykresach dla wspSlnego zakresu temperatur od 7°C do 18°C.

Z wykreséw tych wynika, Ze osiagnigcie maksymalnych aktywno-
éci enzymu A” dla kazdej temperatury z zakresu 7 +18°C wymaga
uzycia roztworéw alkoholi ze zr6znicowanych zakreséw stgzen. Dla
permeabilizacji za pomoca etanolu i 1-propanolu obliczenia z wyko-
rzystaniem modeli matematycznych wskazaly na stosunkowo mate
zmiany w optymalnych st¢zeniach roztworéw alkoholi (odpowiada-
jacych AT). Wartosci S dla temperatur z krancéw przedziatu réznig si¢
zaledwie o 7%. Natomiast w przypadku 2-propanolu, przedzial st¢zen
roztworéw odpowiadajacych maksymalnej aktywnosci jest znacznie
szerszy, rozpoczyna si¢ od 50%, a konczy si¢ w 70%.

Rezultaty obliczen optymalnych czaséw trwania permeabilizacji za
pomoca etanolu, w zaleznosci od ustalonej temperatury wskazuja na
jego stalg warto$¢ w catym zakresie temperatur. W przypadku dwéch
pozostatych alkoholi czasy trwania procesu dla temperatur z krancéw
zakresu (7+18°C) réznia si¢ w przypadku 1-propanolu o 10%,
a w przypadku 2-propanol 0 26%.

Przeprowadzona symulacja skuteczno$ci proceséw permeabilizacji
komorek drozdzy piekarskich za pomoca alkoholi umozliwita tatwe
prognozowanie aktywnosci katalazy dla narzuconych temperatur.
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Rys. 1. Maksymalne aktywnosci katalazy A” i odpowiadajace im stezenia roz-
tworéw a) etanolu, b) 1-propanolu i ¢) 2—propanolu dla permeabilizacji
w ustalonych temperaturach

Ze wzgledu na koszty zwigzane z etapem chtodzenia, czgsto wy-
magane jest prowadzenie procesdw w temperaturze zblizonej do
temperatury otoczenia. Na podstawie wzoréw z tab. 4 i modeli ma-

tematycznych zawartych w tab. 2 obliczono A dla permeabilizacji za
pomoca etanolu i 2—propanolu w zakresie temperatur 20+23°C.

W celu okre$lenia, o ile zmniejszy si¢ aktywno$¢ katalazy, gdy zre-
zygnuje si¢ z temperatur optymalnych, wykorzystano wzér na sku-

tecznos$¢ procesu permeabilizacji:
T

n= E 100%
opt (2)
gdzie:
AT — aktywno$¢ katalazy dla permeabilizacji w okre$lonej
temperaturze, [U-g’'],
A,y — aktywno$¢ katalazy dla permeabilizacji w warunkach

optymalnych, [U-g"].

Obliczono 77 dla ustalonych temperatur, a wyniki zebrano w tab. 6.
Ze wzgledu na bardzo niska skuteczno$¢ 1-propanolu w permeabili-
zacji prowadzonej w temperaturach powyzej 18,5°C, nie ujeto tego
alkoholu w tabeli.

Tab. 6 Zestawienie wartosci A” i 77 dla permeabilizacji komérek drozdzy
za pomocq etanolu i 2-propanolu dla narzuconych temperatur prowadzenia

procesu
Etanol 2—Propanol
Temperatura, [°C]
AT [U-g"] 7 %] AT U 7. [%]
20 3440 68 5050 81
21 2750 54 4500 72
22 1930 38 3865 62
23 1000 18 3130 50

Wybranie procesu permeabilizacji za pomoca etanolu i 2-
propanolu w temperaturze otoczenia (np. 20°C) z zastosowaniem
optymalnych dla tej temperatury stezen roztworéw alkoholi (50% dla
etanolu i 48% dla 2-propanolu), umozliwia otrzymanie komoérek
drozdzy piekarskich o aktywnosciach odpowiednio o 32% i 19%
mniejszych od aktywnosci optymalnych A,,.

Whioski

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw (Rys. 1, Tab. 6), moz-
na stwierdzi¢ duza czulo$¢ procesu na zmiang temperatury dla per-
meabilizacji za pomoca etanolu. Oszacowane aktywnosci maksymal-
ne AT tworza szeroki przedzial wartosci, w ktérym najnizsza (1000
U-g™" jest pie¢ razy mniejsza od Aopre

Dla poréwnania permeabilizacja za pomoca 2-propanolu w tempe-
raturze  23°C  skutkuje  najnizsza  aktywno$cia  katalazy
AT=3130 U-g’', ktéra jest tylko dwa razy mniejsza od Agpr.
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