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Uwalnianie biatka z komérek drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

Streszczenie

Przedstawiono wyniki doswiadczen dezintegracji drozdzy Saccharomyces
cerevisiae w klasycnym mtynie peretkowym. Badano efekt niszczenia komorek w
zaleznosci od stezenia zawiesiny zmienianego w zakresie od 0,05 do 0,20 g
suchej masy/cm® i predkosci obrotowej mieszadta zmienianej w zakresie od
1000 do 3500 obr/min. Stopien dezintegracji okreslano dwoma metodami: na
podstawie absorbancji mierzonej przy dtugosci fali A = 260 nm i na podstawie
ilosci uwolnionego biatka okreslanego metoda Lowry’ego. Wykazano
zwigkszanie sie statej szybkosci procesu wraz ze zwigkszaniem koncentracji
poczatkowej komérek w zawiesinie.

Stowa Kkluczowe: dezintegracja mikroorganizmoéw, uwalnianie biatka, kinetyka
procesu

Oznaczenia

B —ilo$¢ uwolnionego biatka, [mg/cm?]

B,, —maksymalna mozliwa do uwolnienia ilo$¢ biatka, [mg/cm®]

C —ilos¢ kwasow nukleinowych wyznaczona na podstawie absorbanciji
mierzonej przy dtugosci fali A=260 nm

Cm —maksymalna mozliwa do uwolnienia ilos¢ kwasow nukleinowych

k; — stata szybkosci uwalniania biatka, [1/s]

ko, —stata szybkosci wyznaczona na podstawie pomiaréw absorbancji, [1/s]

n —predkos¢ obrotowa mieszadta, [obr/min]

S —stezenie zawiesiny mikroorganizméw, [g suchej masy/cm?]

t  —czas trwania procesu, [s]

X —stopien dezintegracji, [%]

Wprowadzenie

Wyodrebnienie  zwigzké4w  chemicznych ~ zawartych we  wnetrzu
mikroorganizméw wymaga zniszczenia ciggtosci scian komérkowych i bton
cytoplazmatycznych w stopniu umozliwiajgcym wyptyniecie chronionej przez
nie zawartosci. Na skale pottechniczng i techniczng proces dezintegraciji
drobnoustrojow przeprowadzany jest miedzy innymi w mtynach peretkowych.
Do opisu procesu powszechnie stosowane jest liniowe réwnanie rézniczkowe
pierwszego rzedu pomimo czesto wykazywanych zmian statej szybkosci ze
zmiang stezenia zawiesiny [Marffy, Kula 1974; Limon-Lason i in. 1979;
Heim, Solecki 1999]. Badania procesu dezintegracji drozdzy oparte na
pomiarach absorbancji przy dtugosci fali 4=260 nm wykazaty, ze powyzsze
zmiany statej szybkosci moga wynika¢ z nieliniowego przebiegu procesu
[Heim, Solecki 2001].

W pracy przedstawiono wyniki badan procesu dezintegracji drobnoustrojéw w
klasycznym miynie peretkowym. Ich celem byto okreslenie wptywu stezenia
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zawiesiny mikroorganizméw na przebieg procesu uwalniania biatka i
porownanie uzyskanych rezultatdw z otrzymanymi w oparciu o pomiary
absorbancji przy diugosci fali A=260 nm.

Zakres badan

Urzadzenie badawcze stanowit poziomy mtyn peretkowy z mieszadtem
wielotarczowym o pojemnosci komory roboczej okoto 1 dm?®. Srednica
wewnetrzna zbiornika wynosita 80 mm. Tarcze mieszadta o srednicy 66 mm
rozstawione byly co 30 mm. Przestrzen roboczg w 80% wypetniaty kulki o
Srednicy 1 mm wykonane ze szkta bezotowiowego. Mtyn zaopatrzony byt w
ptaszcz chtodzacy potgczony z termostatem.

Do badan uzyto pochodzacych z jednej partii handlowych drozdzy piekarskich
Saccharomyces cerevisiae produkcji Slaskiej Fabryki Drozdzy Polmos w
Woftczynie. Faze ciggta zawiesiny stanowit wodny roztwér zawierajacy 0,15 M
NaCl i 4 mM KoHPO, o pH w granicach 6,0-6,5. Materiat biologiczny
magazynowano w temperaturze okoto 4°C przez okres nie diuzszy niz 3
tygodnie od daty produkciji.

Eksperymenty przeprowadzono w warunkach pracy urzadzenia ze statym
wsadem (praca okresowa). Stezenia zawiesiny drozdzy zmieniano w zakresie
od 0,05 do 0,20 g s.m./cm®. Badania wykonano dla predkosci mieszadta z
zakresu od 1000 do 3500 obr/min.

Metodyka i opracowanie wynikéw

Rozktad wielkosci czgstek w zawiesinie komérek drozdzy sporzadzono
laserowym analizatorem ziaren (analysette22, Fritsch GmbH). Do
opracowania wynikéw pomiaréw zastosowano metode Fraunhofera.

Proces dezintegracji drozdzy badano dwoma metodami posrednimi.
Supernatant otrzymywano po 15 minutowym wirowaniu probek w wirdbwce
(Sigma 3K30, B. Braun Biotech International GmbH) przy przys$pieszeniu
odsrodkowym 20000g. W zaleznosci od ilosci uwolnionych zwigzkéw
wewnatrzkomérkowych stosowano 100, 200 i 400 krotne rozcienczenia.
Pierwsza metoda oparta byta na pomiarach ilosci uwalnianego w procesie
biatka. Do jego oznaczania wykorzystano metode Lowry’ego [Lowry i in.
1951], stosujac jako wzorzec wodny roztwér krystalicznej albuminy wotowej
(Albumin A 9647, Sigma-Aldrich GmbH). Stopieh dezintegracji komérek
wyznaczano z zaleznosci (1).

B-B,
Bmax - BO
Zmiana stezenia biatka w fazie ciggtej zawiesiny byta czesto wykorzystywana
do badania procesu dezintegracji. Metode Lowry’ego [1951] stosowali [Marffy,
Kula 1974] oraz [Limon-Lason i in. 1979] wykazujac zalezno$¢ statej
szybkosci od stezenia zawiesiny. Z kolei Mogren i in. [1974] wykazali tg
metodg brak wptywu koncentracji poczatkowej komérek na kinetyke
uwalniania biatka.

X,= (1)
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Proces dezintegracji badano rowniez na podstawie spektrofotometrycznych
pomiarow absorbancji Swiatta o dtugosci fali A =260 nm. Ze wzgledu na
niedogodno$¢ postugiwania sie dwoma parametrami, Kkorzystajagc z
wyznaczonych przez Benthin i in. [1991] danych dla nukleotydow,
absorbancje i krotnos¢ rozcienczenia przeliczono na ilos¢ czystego kwasu
nukleinowego. Poczynione uproszczenie dla rozwazanego zagadnienia nie
ma negatywnych konsekwencji. Nie mozna jednak wyznaczonych ilosci
kwaséw nukleinowych wykorzystywa¢ do wyznaczania ich procentowego
udzialu w komoérkach drozdzy. Oparty na pomiarze absorbancji stopien
dezintegracji komérek drozdzy wyznaczano analogicznie jak dla metody
pierwszej .
Czas trwania procesu planowano tak, aby dla okoto pieciu ostatnich z
pietnastu pobranych w réwnych odstepach czasu prébek, wystepowaty
wahajgce sie zmiany wyznaczanego parametru B lub C nie wieksze od btedu
pomiarowego dopuszczalnego dla stosowanej metody. Na podstawie
spetniajacych to kryterium danych wyznaczano wartosci maksymalne By i
Cmax Wystepujace po zdezintegrowaniu wszystkich komérek drozdzy. W
przypadku nie uzyskania w okreslonym eksperymencie wynikajacej z
ograniczonej czutosci metody ,stabilizacji procesu”, maksymalne wartosci
Bpmax i Cmax Wyznaczono z linii regresji pomiedzy warto$ciami zmiennych By i
S oraz Cpa i S uzyskanymi w pozostatych doswiadczeniach. Poprawnosc¢
uzyskanych rezultatow potwierdzano wynikami uzyskanymi dla procesu
dezintegracji przeprowadzanego w czasie trzykrotnie dtuzszym od
stosowanego w typowych doswiadczeniach.
Kinetyke procesu uwalniania biatka opisano powszechnie stosowanym
liniowym réwnaniem rézniczkowym pierwszego rzedu w postaci (2).

dB

) (2)
Wartosci statej szybkosci procesu k; uzyskano w wyniku przeprowadzenia
liniowej regresji zgodnie ze wzorem (3) dla danych doswiadczalnych
uzyskanych przed ,stabilizacjg procesu”.

InD, =k, -t 3)

Zaleznosci (3) otrzymywano odpowiednio z réwnania (2) po rozdzieleniu
zmiennych, obustronnym scatkowaniu i przyjeciu oznaczenia (4).

D = max 4

: Bmax _B ( )

Analogicznie wyznaczono stata szybkosci k. dla wynikéw otrzymanych
metoda druga.

Rezultaty i dyskusja

Uzyskane obydwoma metodami wyniki doswiadczen potwierdzity istnienie
zaleznosci miedzy efektem dezintegracji a stezeniem zawiesiny
mikroorganizméw. Zaréwno zmiany statej szybkos$ci k; (rys. 1), jak i zmiany
statej szybkosci k. (rys. 2) sa zbiezne z rezultatami uzyskanymi we
wczesniejszych  badaniach  [Heim, Solecki 2001]. Dla procesu
przeprowadzanego przy predkosciach obrotowych mieszadta wiekszych od
2000 obr/min, efekt dezintegracji zwieksza sie wraz ze zwiekszaniem
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poczatkowe] koncentracji mikroorganizméw. Dla stezenia zawiesiny 0,20 g
s.m./cm® warto$ci statej szybkosci sg okoto 50% wieksze od uzyskanych dla
stezenia 0,05 g s.m./cm°. Podobnie jak we wczeséniejszych badaniach
wykazano rowniez, ze przy predkosci mieszadta 1000 obr/min nastepuje
zmniejszanie efektu dezintegracji ze zwiekszaniem stezenia zawiesiny do
0,14 g s.m./cm®. Powyzej tej warto$ci szybko$é procesu zwieksza sie.
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Rys. 1. Wplyw stezenia zawiesiny na statg szybkosci uwalniania biatka
Fig. 1. Influence of the suspension condensation on the constant rate of
releasing the proteins
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Rys. 2. Wpltyw stezenia zawiesiny na statg szybkosci procesu wyznaczong na
podstawie pomiaréw absorbancji o dtugosci fali 260 nm

Fig. 2. Influence of the suspension condensation on the constant rate of the
process determined on the basis of the absorbance measurements with a
260-nm wavelength

Uzyskane wspétczynniki korelacji dla pierwszej metody zawieraly sie w
przedziale 0,9315 — 0,9957 a dla drugiej metody w przedziale 0,9373 —
0,9994. W wszystkich przypadkach zakres zmian odchylenia standardowego
statych szybkosci procesu, odpowiednio dla poszczegdlnych metod, okreslaty
przedziaty: od 2,59 do 6,72% i od 0,72 do 7,19%. Znacznie korzystniejsze
rezultaty uzyskano w wyniku statystycznego poszukiwania maksymalnej ilos¢
biatka B’ oraz maksymalnej ilos¢ kwasdéw nukleinowych Cp.’ wedtug
metodyki stosowanej miedzy innymi przez van Gover i in. [1990]. Polega ona
na wyznaczeniu takich wartosci Bpa' 1 Cmax, dla ktorych wartosci
wspotczynnikdéw korelacji pomiedzy zmiennymi linii regresji sg maksymailne.
Ich zakres w przypadku metody pierwszej zawierat sie w przedziale 0,9669 -
0,99780 a w przypadku metody drugiej 0,9800 - 0,9998. W przeprowadzonej
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analizie uwzgledniono dane pomiarowe uzyskane przed ,stabilizacjg
procesu”. Zakres uzyskanych wartosci odchylenia standardowego statej
szybkosci procesu odpowiednio dla stosowanych metod okreslaty przedziaty
1,14 — 3,75% i 0,72 — 2,89%. W przypadku nieliniowego przebiegu procesu
wartosci  Bna' | Cpax’ nie sg jednak zgodne z warto$ciami rzeczywistymi
[Heim, Solecki 2001]. Wartosci B’ i Cmax’ Wyznaczone statystycznie dla
przeprowadzonych doswiadczen sg wyzsze od okoto 2 do ponad 30% od
wartosci Bpna | Crax Badania korelacji prostoliniowej pomiedzy tymi
parametrami a stezeniem zawiesiny potwierdzity istnienie znacznie
silniejszego zwigzku dla danych wyznaczonych doswiadczalnie (rys. 3).
Otrzymane dla nich wspétczynniki determinancji przy stosowaniu metody
Lowry’ego [1951] wynosi 0,9959, a przy stosowaniu metody opartej na
pomiarze absorbancji - 0,9516. Wspétczynniki korelacji uzyskane w wyniku
badania zaleznosci liniowej pomiedzy zmiennymi Bpa' i S oraz Cpax’ i S
wynosity odpowiednio 0,9196 i 0,9321. Wyznaczone dla procesu
dtugotrwatego dezintegrowania ilosci kwasoéw nukleinowych i biatka miescity
sie w 95% przedziale ufnosci dla liniowej regresji pomiedzy B i Craxa S.
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Rys. 3. Wptyw stezenia zawiesiny na wartosci Bpax i Crmax
Fig. 3. Influence of the suspension condensation on the values B, and Cpax

Tak w przypadku badan analizowanych na podstawie pomiaru absorbancji jak
i na podstawie ilosci uwalnianego biatka, dla czesci przeprowadzonych
doswiadczen, uzyskano nieliniowy przebieg procesu (rys. 4). Dla
najmniejszego stezenia zawiesiny kinetyke procesu bardzo dobrze opisuje
liniowe réwnanie rézniczkowe. Przy wiekszej koncentracji mikroorganizmow
wystepujg odchylenia przebiegu procesu od liniowosci. W poczatkowej jego
fazie dane doswiadczalne potozone sg znacznie ponizej linii teoretycznej
wyznaczonej na podstawie regresji, a w koncowej fazie - powyzej. Rezultat
ten jest tym wyrazniejszy, im wieksze jest stezenie zawiesiny. Zmniejszanie
szybkosci dezintegracji ze zwiekszaniem poczatkowej koncentracii
drobnoustrojow w zakresie od 0,05 do 0,11 g s.m./cm® moze byé
spowodowane zwiekszaniem oporéw wprowadzania komérek do objetosci
niszczenia wytwarzanej podczas rozcierania i walcowania [Heim, Solecki
2002]. Zwiekszanie szybkosci rozrywania $cian komoérkowych w
poczatkowym etapie procesu dla stezenia zawiesiny wiekszego od 0,11 g
s.m./cm® moze wynika¢ z blokowania mikroorganizméw w objetosciach
niszczacych wytwarzanych podczas zderzen kulek [Heim, Solecki 1999].
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Rys. 4. Przebieg procesu dezintegracji (n=2500 obr/min, znaczniki
zaczernione — uwolnione biatko, znaczniki puste — pomiar absorbancji)
Fig. 4. Course of the disintegration process (n=2500 rpm,black marks —
released proteins, empty marks — measurement of absorption)

Srednia liczba komérek wyznaczona na podstawie liczby  kolonii
wyhodowanych na ptytkach Petriego dla zawiesiny o stezeniu 0,05 g s.m./cm?
wynosita 17,1-108, a wyznaczona za pomoca komory Thoma dla zawiesiny o
stezeniu 0,14 g s.m./ocm® 7,06-10°. Obydwie wartoéci potwierdzajg
opublikowang teoretyczng zaleznos$¢ pomiedzy odlegtoscia geometrycznych
srodkéw sagsiednich drobnoustrojéw a stezeniem zawiesiny drozdzy i liczbg
komérek [Heim, Solecki 1999]. Na podstawie rozktadu wielkosci komodrek
drozdzy (rys. 5) i liczby komérek zawartych w jednostkowej objetosci
potwierdzono, ze wraz ze zwiekszaniem stezenia zwieksza sie intensywnos$c¢
wzajemnego oddziatywania mikroorganizméw [Heim, Solecki 1999].
Zwiekszanie poczatkowej liczby drobnoustrojow w zawiesinie w zakresie
matych stezen (0,05 — 0,11 g s.m./cm®) powoduje gwattowne zmniejszenie sie
odlegtoéci miedzy geometrycznymi $Srodkami sasiednich drozdzy. Dla
zawiesiny o zawartosci suchej masy 0,14 g s.m./cm® sg one poréwnywalne ze
$rednicq najwiekszych komérek drozdzy (rys. 1). Dla 0,20 g s.m./cm® liczba
komorek o $rednicy wiekszej od obliczonej teoretycznej odlegtosci miedzy ich
srodkami, stanowi okoto 30% populacji. W rozwazaniach przyjeto
rownomierne  rozmieszczenie  mikroorganizméw w  weztach  sieci
heksagonalnej zwartej. Podczas procesu dezintegracji nie wystepuje jednak
zmniejszanie sie statej szybkosci procesu wraz ze zmniejszaniem liczby
komorek (rys. 5). Ponadto w przypadku dezintegrowania mikroorganizmow w
zawiesinie o stezeniu 0,20 g s.m./cm® wspdtczynniki regres;ji liniowej punktow
pomiarowych pozostatych po odrzuceniu uzyskanych w poczatkowym okresie
procesu, w ktérym osiggniete zostaje 40% zmniejszenie populacji drozdzy, sg
nieco wieksze od wspofczynnika uzyskanego dla wszystkich punktow
pomiarowych. W przypadku udziatu drozdzy w niszczeniu sgsiednich komoérek
wartosci statych szybkosci powinny by¢ zblizone do uzyskiwanych dla
stezenia 0,05 g s.m./cm®. Zwiekszanie statej szybkoséci w dalszym etapie
procesu, wykazywane ze zwiekszaniem stopnia dezintegracji komoérek przy
duzych stezeniach zawiesiny, moze by¢ spowodowane zmiang wtasnosci
reologicznych zawiesiny. Sg one nastepstwem miedzy innymi uwalnianiem
zwigzkéw wewnagtrzkomérkowych i mikromielenia drobnych fragmentéw $cian
komérkowych powodujgcego wzrost lepkosci pozornej zawiesiny.
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Rys. 5. Rozktad wielko$ci czastek zawartych w zawiesinie drozdzy

Fig. 5. Distribution of molecule sizes contained in yeast suspension

Praca naukowa finansowana ze srodkéw Komitetu Badan Naukowych w latach 2003-
2006 jako projekt badawczy 4 TO9C 050 24.
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Releasing the proteins from yeast cells
Saccharomyces cerevisiae

Summary:

Results of disintegration of yeast Saccharomyces cerevisiae in the classical
bead mill are presented. The disintegration effect was investigated depending
on the concentration of cell suspension ranging from 0.05 to 0.20 g d.m./cm®
and rotational speed of the impeller ranging from 1000 to 3500 rpm. The
disintegration was determined by two methods: on the basis of the
measurement of absorbance (4 = 260 nm) of supernatant samples of the
processed suspension, and on the basis of the quantity of released protein
determined by the Lowry method. The process rate constant was shown to
increase with the increase of the initial concentration of cells.

Key words: disintegration of microorganisms, releasing the proteins, kinetics
of the process
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