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Subtilisin embedded in TAC fibre - properties and application
Summary

The embodiment of subtilisin from Bacillus subtilis IBTC-3 in triacetylocellulose
(TAC) fibre was studied. The fibre preparation of proteolytic activity 51.3 AmU/g
was obtained with 16.6% of yield. The properties of subtilisin embedded in TAC
fibre were investigated. The preparation showed optimal proteolytic activity at
pH 9 and temperature 65-70°C. It was stable in a wider range of pH and temper-
ature than the native subtilisin. The  value for haemoglobin was 2.6 + 10'* M.
The TAC-fibre biocatalyst, in the fixed bed column, was successfully applied for
hydrolysis of casein.
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1. Wstep

Bakterie Bacillus subtilis |BTC-3 wytwarzaja kilka enzymdw po-
zakomérkowych, sposréd ktdrych najwieksze znaczenie prze-
mystowe posiada subtilizyna, powszechnie stosowana m.in.
w enzymatycznych proszkach piorgcych. Na bazie wgtebnej ho-
dowli tych bakterii opracowano w Instytucie Biochemii Tech-
nicznej i sprawdzono w Tarchominskich Zaktadach Farmaceu-
tycznych ,POLFA” w skali pilotowej (fermentory o objetosci 6 m")
technologie wytwarzania preparatow subtilizyny przeznaczonych
gtdwnie do stosowania w detergentach (1).



Tadeusz Trzmiel, Mirostawa Szczesna-Antczak, Matgorzata Rzyska

Technologia produkcji preparatéw subtilizyny dzieli sie na dwa gtdwne etapy:
proces biosyntezy enzymu i proces Jego wyodrebniania z podtoza pohodowlanego.
W drugim etapie, po zakonczeniu fermentacji, podtoze schiadza sie do 15°C, od-
dziela sie od niego biomase i czesci state przez wirowanie, nastepnie przeprowadza
filtracje Klarujaca i uzyskany filtrat, zawierajacy subtilizyne, poddaje sie zatezaniu
przez Liltrafiltracje. Z uzyskanego koncentratu wyodrebnia sie enzym w stanie statym.
Do otrzymywania statych preparatow subtilizyny typu Protogal S, przeznaczonych
do detergentéw, przystosowano kilka og6lnie znanych metod: wysalanie biatek so-
lami nieorganicznymi, wytrgcanie rozpuszczalnikami organicznymi oraz metode su-
szenia rozpylowego. Wydajnos¢ tych proceséw w przeliczeniu na ilos¢ wydzielone-
go biatka subtilizyny jest podobna i zawiera sie¢ w przedziale 85-88% (2).

W skali pilotowej (3) potwierdzono, ze roztwory subtilizyny mozna z powodze-
niem zateza¢ przez ultrafiltracje, eliminujac z nich jednoczes$nie substancje balasto-
we 0 ciezarach czasteczkowych ponizej 10 kDa. Metodg ta uzyskuje sie przeszio
10-krotnie zatezone filtraty subtilizyny o znacznym stopniu podczyszczenia enzy-
mu, z wydajnoscig siegajaca 73%. Skionito to autoréw do podjecia préby otrzymania
statych, nierozpuszczalnych w wodzie preparatow subtilizyny z myslg o ich wyko-
rzystaniu w procesach ciagtych.

Przedstawiamy wyniki badan uzyskane w trakcie otrzymywania subtilizyny osa-
dzonej we widknach triacetylocelulozowych (TAC) oraz wiasciwosci uzyskanych pre-
paratéw. Wiékna wytwarzane byly metoda ,,na mokro”, polegajaca na koagulacji po-
limeru w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych.

Nosniki formowane z triacetylocelulozy stosowane byty wczesniej do immobili-
zacji heksokinazy (4,5), ureazy (6,7), acylazy penicylinowej (6,8) i glukoizomerazy
(9), a takze bakterii réznych rodzajoéw, m.in. Bacillus siibtilis IBTC-3 (10,11). Natura
oddziatywan witokno TAC - enzym (lub komorka) nie jest dotad dostatecznie wyja-
$niona. Wiaczenie enzymu w strukture polimeru nastepuje podczas jej tworzenia
sie w procesie formowania widkien (12,13). Enzym zostaje niejako ,,uwigziony”
w porach tworzywa i, jak niekt6rzy uwazajg (12-14), otoczony bardzo cienkg war-
stewka polimeru stanowiacg Scianki porow. Warstewka ta nie przepuszcza czaste-
czek enzymu, ale umozliwia dyfuzje substratu i produktu reakcji enzymatycznej.

2. Materiaty i metody

2.1. Materiat badawczy

Podioze pohodowlane bakterii B. siibtilis IBTC-3 z fermentora o objetosci | m*
(o zawartosci biatka okoto 17 mg + cnr™ i aktywnosci subtilizyny 20,7 mili jednostek
Ansona (mjA) w | cm”?) schtodzono do 15°C i poddano chemicznej koagulacji osa-
déw dodatkiem 1% CaCl2 + 6H20 i 0,6% KH2PO4. Nastepnie, po skorygowaniu pH do
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wartosci 8,3 i 30-minutowym odstaniu, wirowano w wiroéwce ZIOIH firmy Cepa
(RFN) przy 14 000 rpm. Supernatant filtrowano na ramowej prasie filtracyjnej
(20cm x 20cm x 8 ram), uzywajac ptyt filtracyjnych Fibra Fix AF-50. Uzyskany filtrat
zatezano przez ultrafiltracje w aparacie BUF (Buttery Ultrafiltration Unit) firmy Patter-
son Candy International na membranach T2/A (cut 0jf*O00) o powierzchni 0,42 m™.
Wydajnos¢ korcowa subtilizyny po 9,8-krotnym zatezeniu filtratu wynosita 73"
Otrzymany koncentrat biatek o aktywnosci subtilizyny 121,6 mjA + cm i zawartoSci
biatka 65,4 mg ' cm” zastosowano do osadzania enzymu we wiéknach TAC.

2.2. Osadzanie subtilizyny we witdéknach TAC

Do 15 cm™ koncentratu subtilizyny dodawano 5 g triacetylocelulozy (TAC) roz-
puszczonej w 53 cm” chlorku metylenu oraz 2,25 cm” gliceryny. Mieszanine homo-
genizowano 30 minut przy 4000 obrotéw mieszadta na minute i z otrzymanej emul-
sji, w Instytucie Widkien Sztucznych na Politechnice £ddzkiej, formowano wiokna
metodg ,,na mokro” (rys. 1).

Kapiel koagulacyjna zawierata toluen i chlorek metylenu w stosunku objetosciowym
4:1 o temperaturze 0°C. Dysza przedzalnicza posiadata 500 otworéw o O = 0,08 mm.
Szybko$¢ formowania widkien wynosita 8 m min ” a dtugos$¢ drogi widkna w kapieli
1,2 m. Otrzymany preparat subtilizyny w formie widkna przemywano 0,1% roztwo-
rem octanu wapnia i suszono w temperaturze pokojowej. Gotowe wiokna z subtili-
zyng nazwano Protogalem W (rys. 2).

Rys. 1. Schemat urzadzenia do formowania widkien z roztworu metoda ,,na mokro™: 1) zbiornik, 2)
uktad filtrujacy, 3) filiera, 4) wanna koagulacyjna, 5) prowadniki wiékna, 6) watki podajace, 7) watki od-
bierajace, 8) urzadzenie odbierajace, 9) wodzik poziomy.
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Rys. 2. Obraz mikroskopowy wiokna triace-
tytocetutozowego (TAC) z osadzong subtitizyna.

2.3. Hydroliza kazeiny w kolumnie wypetnionej preparatem Protogal W

Termostatowang szklang kolumne chromatograficzng Losungsmittelfest Ausfiih-
rung LI 5/300 (DDR) upakowano 5 g preparatu Protogal W. Przez kolumne przepusz-
czano w obiegu zamknietym (rys. 3), przy uzyciu pompki perystaltycznej, 100 cm”
roztworu kazeiny (o okresSlonym stezeniu wyjsciowym i temperaturze 40°C) z szyb-
koscig 20 cm” + min’. Roztwdr kazeiny mieszano na mieszadle magnetycznym, a je-
go pH w sposéb ciagglty regulowano 0,05 M NaOH do wartosci 8,0. W ustalonych od-
stepach czasu pobierano prébki (o0 obj. 1 cm”) w celu oceny stopienia hydrolizy ka-
zeiny oraz czystosci mikrobiologicznej hydrolizatu. Proces koriczono, gdy w dwdch
kolejnych probach nie stwierdzano dalszego postepu reakcji. Roztwory kazeiny (So-
luble Casein - Sigma) sporzgdzano, rozpuszczajgc na goragco odpowiednig jej nawa-
zke w 50 cm” 0,05 M NaOH, a nastepnie dodajgc 350 cm”™ 0,1 octanu wapnia i do-
prowadzajagc pH do Zzadanej wartosci.

Rys. 3. Ukfad do badania dynamiki hydrolizy kazeiny przez Protogal W: 1) kolumna wypetniona Pro-
togalem W, 2) termostat, 3) pH-metr, 4) pompka perystaltyczna, 5) mieszadto magnetyczne.
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2.4. Aktywnos¢ proteolityczna

Aktywnos¢ proteinaz oznaczano metoda Ansona (15), stosujac jako substrat wo-
towa hemoglobine zdenaturowang mocznikiem. Za jednostke ich aktywnosci [jA]
przyjeto te ilos¢ enzymu, ktora w warunkach standardowych testu (6 cm” mieszani-
ny reakcyjnej, 100 mg hemoglobiny, 25°C) hydrolizuje zdenaturowang hemoglobing
z taka szybkoscig poczatkowa, ze ilos¢ rozpuszczalnych w 5% kwasie trichloroocto-
wym produktow hydrolizy powstajgcych w czasie jednej minuty, daje po reakcji
z odczynnikiem Folina absorbancje przy 690 nm odpowiadajgcg | mmol tyrozyny.

Aktywnos$¢ subtilizyny i metaloproteinazy w ich mieszaninie okreslano metodg
opracowang w Instytucie Biochemii Technicznej PL (16). W metodzie wykorzystano
fakt, ze metaloproteinaza B. subtilis IBTC-3 wykazuje optimum dziatania wobec he-
moglobiny w pH 7,3, zachowujac w pH 10,2 okoto 3% maksymalnej aktywnosci, na-
tomiast subtilizyna wykazuje optimum dziatania w pFl 10,2 z zachowaniem 76% ak-
tywnosci w pH 7,3.

2.5. Aktywnos$¢ esterazowa

Aktywnos$¢ subtilizyny w reakcji hydrolizy estru etylowego N-benzoilo-L-argininy
(BAEE) oznaczano spektrofotometrycznie przy 254 nm (17). Hydrolize estru prowa-
dzono w 50 mM buforze Tris-HCI o pH = 8,0, a mieszanina reakcyjna w objetosci
3,2 cm” zawierata odpowiednig ilo$¢ roztworu enzymu i substrat o stezeniu 0,5 mM.
Poczatkowe szybkosci reakcji mierzono w temperaturze pokojowej, rejestrujac co
30 s lub co min przyrosty absorbancji prob wiasciwych wobec kontrolnych. Aktyw-
no$¢ wyrazano w jednostkach esterazowych [jE], okreslajacych ilos¢ mikromoli roz-
tozonego w ciggu minuty substratu, w przeliczeniu na benzoilo-L-arginine.

2.5. Oznaczanie biatka

Biatko w roztworach subtilizyny oznaczano metoda wg Lowry (18).

2.6. Optymalne pH dziatania
Optymalne pH dziatania preparatéw subtilizyny wyznaczano, prowadzac reakcje

hydrolizy hemoglobiny w $rodowisku o r6znym pH (korygowanym 0,5 M NaOH lub
0,5 M HCI), wedlug metody Ansona (15).
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2.7. Optymalna temperatura dziatania

Optymalng temperature wyznaczano w 10-minutowej reakcji hydrolizy hemoglo-
biny w pH optymalnym dla dziatania preparatéw w przedziale temperatur 25-80°C,
stosujagc metode Ansona (15).

2.8. Wplyw pH na stabilnos¢

Wplyw pH na stabilno$¢ preparatow subtilizyny okreslano, preinkubujac 10 mg
nawazki preparatéw Protogal | oraz W lub | mg preparatu Protogal S w 5 cm”
10 mM buforu uniwersalnego Brittona i Robinsona o pH zawartym w przedziale
5,5-12, przez 30 minut w 45°C. Pozostatg po preinkubacji aktywno$¢ proteolityczng
oznaczano metoda Ansona.

2.9. Wplyw temperatury na stabitnos¢

Termostabilno$¢ preparatow subtilizyny okreslano postepujac podobnie jak przy
badaniu wptywu pH na stabilnos¢. Preinkubacje prébek enzymu prowadzono w bu-
forze uniwersalnym o pH = 9,0 w temperaturach z przedziatu 20-70°C w czasie do
60 minut. Pozostalg po preinkubacji aktywno$¢ proteolityczng oznaczano metodg
Ansona wobec hemoglobiny o pH = 10,2.

2.10. Stata Michaelisa

Przy wyznaczaniu statej Michaelisa badanych preparatow stosowano roztwory
hemoglobiny o pH = 10,2 i stezeniach: 0,1, 0,25, 0,5 i 2%, wobec ktérych kolejno
oznaczano aktywnos¢ subtilizyny po 2, 5, 10 minutach reakcji. Z wykresow zalezno-
sci aktywnosci subtilizyny od czasu trwania reakcji wyznaczano szybko$ci poczatko-
we reakcji (Vq) dla poszczegdlnych stezern hemoglobiny. Wartosci i Vmax wyzna-
czano z zaleznosci Lineweavera-Burka.

2.11. Okreslanie przebiegu hydrolizy kazeiny

W celu $ledzenia postepu hydrolizy kazeiny przez immobilizowang subtilizyne
opracowano sposéb oparty na metodzie Ansona. Z roztworu kazeiny poddawanej
hydrolizie na kolumnie wypetnionej Protogalem W, w ustalonych odstepach czasu
(10, 30, lub 60 minut) pobierano ! cm” préby, do ktérych dodawano 2 cm”™ S% kwasu
tréjchlorooctowego. Po 30 minutach mieszaning saczono, pobierano 0,5 cm” prze-
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sgczu, dodawano | cm” 0,6 M NaOH oraz 0,3 cm” rozcieniczonego (1:1) odczynnika
Folina. Roztwdr energicznie wstrzasano i po 10 minutach mierzono absorbancje
przy 690 nm wobec wody destylowanej. Miarg postepu reakcji byta réznica absor-
bancji [AE] proby pobranej w danym momencie reakcji i préby pobranej z roztworu
kazeiny na poczatku eksperymentu.

2.12. Oznaczanie stopnia degradacji kazeiny

W celu oszacowania stopnia degradacji kazeiny przez osadzong we wioknach
TAC subtilizyne zastosowano FPLC. Na kolumne ze ztozem Superoza 12 (frakcjono-
wanie biatek w zakresie 1-30 kDa) wprowadzono 0,2 cm” probki kazeiny poddawa-
nej hydrolizie, a do wymycia frakcji stosowano bufor fosforanowy o pFl 6,3 zawie-
rajacy 0,1 M NaCl.

3. Wyniki i ich dyskusja

Postepujac zgodnie z podang metodyka, przeprowadzono eksperymenty nad
formowaniem widkna TAC z osadzong w nim subtilizyna. Do immobilizacji zastoso-
wano koncentrat subtilizyny zatezony 9,8-krotnie na drodze ultrafiltracji. Uzyskane,
surowe widkna przemywano i suszono otrzymujac Protogal W. Wyniki eksperymen-
tu przedstawiono w tabeli 1

Tabela 1
Osadzanie subtilizyny na widknach triacetylocelulozowych
Objetosc* Aktywno$¢ subtilizyny
[cm3] proteolityczna esterolityczna

Preparat proteinazy
lub masa™ iavem3]  wydajnos¢  [EcmS] lub  wydajnost

4 lub [injA g ] 19 DE'g-1 %]
koncentrat enzymu 30* 1216 100 1,46 100
surowe wtokno z enzymem 11,8** 126,2 40,8 2,89 78
wiokno po przemyciu (Protogal W) 11,8** 51,3 16,6 1,99 53
filtrat po przemyciu widkna 30* 29,5 242 0,35 24

Surowe wokno z osadzong proteinaza wstrzasano 15 minut z 0,1% octanem wapnia (30 cm”), po czym odsaczano je i suszono
w temperaturze pokojowej. Aktywnos¢ proteolityczng 0znaczano stosujac jako substrat 2% roztwor hemoglobiny o pH 10,2.
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Protogal W wykazuje aktywno$¢ subtilizyny w reakcji hydrolizy hemoglobiny,
w pH 10,2, siegajacag 51,3 mjA ' gm* a 64,1 mjA g ' - w pH 9. Efektywnos¢ procesu
immobilizacji liczona wzgledem aktywnosci subtilizyny wynosi 16,6%. W filtracie po
przemyciu surowego widkna odzyskuje sie 24% subtilizyny. Roztwoér ten, poddany
dializie wobec 0,1% octanu wapnia, wykazywat aktywnos¢ 29,5 mjA + cm™ i z powo-
dzeniem wykorzystywano go do otrzymywania preparatéw subtilizyny immobilizo-
wanej na szkle porowatym (dane nie publikowane). Widkna formowane z TAC s3
nierozpuszczalne w wodzie, a trwatosci wigzania enzymu dowodzi mozliwos¢ wie-
lokrotnego ich stosowania do hydrolizy biatek (eksperymenty opisane w dalszej cze-
Sci artykutu).

Na rysunkach 4-7 przedstawiono w formie wykresow charakterystyczne cechy
preparatu Protogal W, w poréwnaniu z enzymem natywnym (staty preparat subtili-
zyny Protogal S).

Zwraca uwage obnizone do 9,0 optymalne pH dziatania tego preparatu i rozszerzo-
ny w gore zakres optymalnej temperatury w stosunku do enzymu rozpuszczalnego.

Preparat Protogal W jest stabilny jeszcze w 60°C. Po 30 minutach inkubacji w tej
temperaturze zachowuje okoto 60% swojej wyjsciowej aktywnosci proteolitycznej.
Na uwage zastuguje fakt, ze 10-minutowe ogrzewanie preparatu w 70°C powoduje
obnizenie jego aktywnosci tylko o 20%, podczas gdy preparat rozpuszczalny (Proto-
gal S) w tych warunkach traci ponad 60% aktywnosci.
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Protogal W

Rys. 5. Wplyw temperatury na aktywnos$¢ proteolityczng Protogalu W.

Rys. 6. Wptyw pH na stabilnos¢ Protogalu W.

BIOTECHNOLOGIA 4 (55) 175-188 2001 183



Tadeusz Trzmiel, Mirostawa Szczesna-Antczak, Matgorzata Rzyska

W tabeli 2 przedstawiono whasciwosci preparatu Protogal W oraz, dla poréwnania,
rozpuszczalnego preparatu tego enzymu (Protogal S) otrzymywanego na bazie techno-
logii opracowanej w Instytucie Biochemii Technicznej PL i preparatu typu Protogal | -
immobilizowanego na szkle porowatym (przeznaczonego do syntez organicznych) ().

Tabela 2
Wihasciwosci preparatéw subtilizyny typu Protogal

Charakterystyczne wihasciwosci Protogal S Protogal ! Protogal W
optymalne pM dziatania 10,2 10,7 9,0
optymalna temperatura [°C] 60 60-65 65-70
aktywnosc:
- proteolityczna [mjA g']

w pH optymalnym 600 777 64,1

ogblna (w pH = 7,3) 522 41,9 353

w tym siibtilizyna (z EDTA)* 456 41,9 344

- esterazowa [JE ' g ] 7,39 241 1,99
- a-amylaza [FS19g] 2926 $lady 106
- lipolityczna [jlL1g ] 102 0 Slady
zawartos¢ biatka [mg ' g ] 283 - -
K|, (wobec hemoglobiny) [M]*10°3 1,85 9,25 2,60
okres pokrwania [tygodnie] - 29 2
mozliwo$¢ zastosowania dodatek do detergentow synteza estrow hydroliza biatek

* aktywno$¢ proteolityczna preparatéw oznaczana w obecnosci 105 M EDTA, pH 7,3
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Przeprowadzono wstepne badania nad wykorzystaniem Protogalu W w procesie
hydrolizy biatek. Wtoknista forma tego preparatu jest dogodna do uzycia go jako
wypetienia reaktora kolumnowego. Przygotowano termostatowang kotumne
wypetniong 5 g preparatu Protogal W o aktywnosci proteolitycznej 64,1 mjA+g”
(oznaczanej w reakcji hydrolizy hemoglobiny, w pH 9) i badano proces hydrolizy
0,25% roztworu kazeiny w obiegu zamknigtym.

W wykonanych doswiadczeniach wykazano, ze kazeina jest degradowana na tej
kolumnie z duza szybkoscia. Juz po 22 minutach osiggano ustalony na statym pozio-
mie stopien jej hydrolizy wynoszacy w przyjetych jednostkach AE = 0,60. Celem
oszacowania stopnia degradacji i identyfikacji produktéw rozktadu kazeiny roztwo-
ry wyjsciowy i po hydrolizie poddano analizie z wykorzystaniem FPLC. Enzymatycz-
ny hydrolizat kazeiny zawierat peptydy o masach czgsteczkowych mniejszych od
11,3 kDa, wsrod ktorych frakcja peptydéw o Mr zawartej pomiedzy 8,5 a 11,3 kDa
byla niewielka w poréwnaniu z pozostatymi. W hydrolizacie stwierdzono obecnos¢
licznych peptydéw o Mr < | kDa.

Na kolumnie tej zbadano takze hydrolize 0,25% roztworu kazeiny w uktadzie
otwartym (wyciek z kolumny). Wyniki zamieszczono w tabeli 3.

Tabela 3
Hydroliza kazeiny na kolumnie wypetnionej Protogalem W w uktadzie otwartym i zamknigtym
Spos6b postepowania Stopien hydrotizy kazeiny [AE]
obieg zamkniety szybko$¢ przeptywu roztw'orii 20 cm” + min ' 0,60
(po 22 minutach cyrkulacji roztworu przez kolumne)
uktad otwarty, szybkos¢ wyptywu roztworu 20 cm™ I min * 0,12
uktad otwarty, szybkos¢ wyptyw'u roztworu 5 cm™ 1 min * 0,45

Wspomniano juz, ze w ukladzie zamknietym maksymalny stopien hydrolizy ka-
zeiny (AE = 0,60) osiagano po 22 minutach. W ukladzie otwartym, przy szybkosci
wyptywu roztworu kazeiny z kolumny wynoszacym 20 cm” 1 miir' stopien hydrolizy
kazeiny AE osiagat warto$¢ 0,12. Zmniejszenie do 5 cm” + miir' szybkosci wyplywu
kazeiny (wartos¢ minimalna jakg mozna byto osiggna¢ w zastosowanym ukiadzie)
spowodowato prawie 4-krotny wzrost AE, do 0,45. W podobnym eksperymencie,
przy wypetnieniu kolumny 15 g preparatu Protogal W i przy szybkosci wyptywu roz-
tworu kazeiny z kolumny wynoszacym 5 cm” + minm” stopien hydrolizy kazeiny AE
siegat 0,52. Na podstawie wynikdw tych eksperymentow przypuszcza sie, ze przy
doborze odpowiedniej ilosci widkna Protogal W w kolumnie oraz szybkosci wy-
ptywu roztworu biatka poddawanego hydrolizie mozliwe jest prowadzenie procesu
w ukladzie otwartym, co moze by¢ przydatne w procesach ciggtych.
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W celu wyznaczenia stabilnosci operacyjnej preparatu Protogal W Sledzono dy-
namike hydrolizy kazeiny w uktadzie zamknietym, w kolumnie zawierajacej 5 g
wiokna TAC o aktywnosci proteolitycznej (oznaczonej w reakcji hydrolizy hemoglo-
biny, w pH 9) siegajacej zaledwie 4,5 mjA + cm*, co znacznie ulatwiato obserwacje
zmian podczas kolejnych cykli pracy kolumny.

Whyniki badarn nad hydrolizg kazeiny na tej kolumnie przedstawiono na rysunku 8.

Wykonujac po kilka szarz badano m.in. rozkiad kazeiny w 0,25% roztworze (szar-
ze 1-19) oraz w 0,5% roztworze (szarze 20-26). W mikroskopowych obserwacjach
hydrolizatdw kazeiny otrzymanych po szarzach 22-26 wykazano, ze obecne sg w nich
nieliczne spory i komorki bakterii przypominajace B. subtilis IBTC-3, ktére byly praw-
dopodobnie wprowadzone podczas immobilizacji surowego preparatu proteinazy
we widknach. Ich obecno$é nie wptywalta jednak na obnizenie aktywnos$ci widkien.
Mimo to, w celu zahamowania ich rozwoju, w szarzach 27 i 30 do sterylnego roz-
tworu kazeiny podawanego na kolumne dodano po 10 mg chloramfenikolu. Po tych
zabiegach w hydrolizatach kazeiny uzyskanych po 31 i 32 szarzy nie stwierdzono
obecnosci drobnoustrojow, jednakze widkna w kolumnie utracity cze$¢ swojej ak-
tywnosci proteolitycznej (szarze 31-33 - rys. 8). W roztworze hydrolizatu kazeiny
otrzymanym po szarzy 33 (bez chloramfenikolu) ponownie stwierdzono obecno$¢
bakterii. W dwoch kolejnych szarzach do roztworu hydrolizowanej kazeiny dodawa-

Rys. 8. Dynamika hydrolizy kazeiny na kolumnie upakowanej preparatem Protogal W.
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no azydek sodowy (10 mM). Po tym zabiegu w otrzymanych hydrolizatach kazeiny
nie wykryto obecnosci drobnoustrojéw, jednakze wiokna utracity kolejng czes¢ ak-
tywnosci proteolitycznej (szarze 36-37), a bakterie pojawity sie ponownie po szarzy
38. Niemniej jednak po 98 dobach od momentu uruchomienia i 135,5 godzinach
pracy kolumna upakowana Protogalem W nadal wykazywata zdolnos¢ do hydrolizy
kazeiny.

4. Podsumowanie

Opracowano sposob otrzymywania subtilizyny z B. subtilis IBTC-3 w formie osa-
dzonej we wioknach triacetyioceliilozowych (preparat o nazwie Protogal W), ktory
opatentowano w Urzedzie Patentowym RP za nr 167 316 (19). Opracowany spos6b
pozwala otrzymywac preparaty enzymu o aktywnosci proteolitycznej w reakcji hy-
drolizy hemoglobiny, w pH 9, siegajacej 64,1 mjA+g U

Stosujac preparaty typu Protogal W jako wypetnienie kolumn efektywnie prowa-
dzi¢ mozna hydrolize kazeiny. W ukladzie tym podczas dtugotrwalej eksploatacji
ztoza, pojawiajg sie komdrki bakterii. Dodawanie do roztworu kazeiny substancji
bakteriostatycznych (chloramfenikolu czy azydku sodowego) hamuje rozwdj bakte-
rii, lecz niestety, prowadzi do powolnej inaktywacji wkokien z osadzong subtilizyna.
Nie stwierdzono jednak, aby obecno$¢ bakterii w Srodowisku hydrolizy wptywata
negatywnie na aktywno$¢ proteolityczng Protogalu W wypetniajgcego kolumne.

W prezentowanych wynikach badafh wskazujemy, ze Protogal W, z uwagi na
duzg stabilno$¢ operacyjng w reaktorze kolumnowym, mogtby znalez¢ praktyczne
zastosowanie w procesach ciggtej hydrolizy biatek. Celowe, jak sie wydaje, podjecie
badan nad mozliwoscig wykorzystania kolumny wypetnionej tym preparatem w pro-
cesie wstepnego oczyszczania SciekOw zawierajacych balast biatkowy.
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