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SAMMANFATTNING

Som en del i ett projekt avseende anvdndning av enzymer
vid avfallsbehandling har ingdtt behandling av protein-
haltigt avfall med proteolytiska enzymer. En studie har
utfdrts p& effekten av proteinaset subtilisin pa utfdllt
protein. Den enzymatiska aktiviteten i immobiliserat
subtilisin har ocks& undersdkts och jamférts med den f&r

enzymet i 1&sning.

Enzymet f&rmir genom proteolytisk spjdlkning 18sa upp 0,3 g
utfdllda proteiner Per mg enzym per timme. F&r immobili-
serat enzym var motsvarande vdrde ca 7 mg. Laga tempera-
turer och 1&gt PH reducerar den enzymatiska aktiviteten,

medan den stimuleras i ndrvaro av natriumdodecylsulfat.

SUMMARY

The use of degradative eénzymes in waste treatise involves
proteolytic enzymes for degradation of wastes consisting
of proteins. The proteinase subtilisin was investigated

in a model system with precipitates from bovine plasma.

Subtilisin dissolved precipitates by proteolytic digestion
at a rate of 0.3 g/h per mg of eénzyme. The rate was 7 mg/h
on digestion with enzyme immobilized to cellulose. At low
temperature and at low PH the enzymic activity was reduced,
while it was increased in the presence of sodium dodecyl-

sulfate.




INLEDNING

Proteinhaltiga avfall uppstar t ex inom fiskeindustrin
och vid slakterier(l). Idag dtervinns pProtein ur vissa
proteinhaltiga avfall, eftersom halterna av andra féro-
reningar 4r 1l4&ga. Atervinningen sker genom utfdllning av
proteinet, och produkterna kan efter indunstning anvandas
som fodertillsats. Andra proteinhaltiga avfallsprodukter
dr svdrare att behandla, sirskilt sddana dir olika typer
avfall &r blandade. Anvédndning av proteolytiska enzymer
for behandling av proteindelen i avfallet kan erbjuda
méjligheter till ldttare omhdndertagande av dylika bland-
avfall. Nedbrytning till peptider och uppl&sning av

fasta proteiner i avfall kan underldtta for mikrofloran
att utnyttja proteinets kvive f&r sin métabolism, t ex

vid kompostering.

Ett proteolytiskt enzym som framstdlls i industriell
skala dr subtilisin. Det kdnnetecknas av - fOrutom att
vara billigt att framstdlla - att t&81a extrema miljs-

betingelser s&som hS8g temperatur och hégt pH(z’ 3).

Eftersom b&de 18sta och fasta proteiner kan fSrvintas
férekomma i den avsedda tilldmpningen, och enzymets
aktivitet mot protein i 18sning &r relativt vdl k&nd
(2, 3), inriktades undersdkningen pa aktivitetsmatningar
med utfdllt protein som modellsubstrat. Det var motiverat
ocksa av det skidlet att utfdllning av protein redan

a

ingdr 1 behandlingen av vissa proteinhaltiga avfall<lk




Av flera skdl, t ex ekonomiska, 4r det Onskvirt att

hdlla kvar enzymet i det system dir det &r avsett att
verka. Ett s&tt att forlénga uppehdllstiden &r att
immobilisera enzymet till en 0ldslig matris. Genom att
anvdanda immobiliserat énzym kan produkterna vid den
énzymatiska processen ldttare Separeras fré&n enzymet
efter avslutad behandling. Modellstudien innefattar
dadrfdr ocksa undersékning av effekten av ett immobiliserat

eénzympreparat.
MATERIAL OCH METODER

Subtilisin ex Novo erhdlls fran Novo AS, Danmark.
Frystorkat material blandades med 50 mM Na-borat,
50 mM CaClz, PH 8,0, och omrdrdes under.ca 1 tim,
varefter oupplésta rester filtrerades av. Filtratet dia-

lyserades slutligen mot 50 mM Na-borat, PH ‘8,0.

Koncentrationer av protein och peptider bestdmdes kolori-
metriskt enl Lowry et al(4), med bovint serumalbumin

(Sigma) som referensprotein.

Kaseinolytisk aktivitet

Enzymets aktivitet bestédmdes som dess férmaga att sénder-
dela kasein till i triklordttiksyra 16sliga peptider(s).
Enzymlésning, inneh&llande 40-60 ug subtilisin i 0,5 ml

blandades med 4,5 ml 0,5 %-ig kasein (KEBO AB) 186st i




50 mM Na-borat, pH 8,0,vid 22°¢. Efter olika tider togs
prov (0,5 ml), som spdddes till 2,5 ml med 10 % tri-
klordttiksyra. Utfillt protein avskildes genom centri-
fugering 10 min , och den 6verstdende l&sningens inneh&ll
av peptider analyserades enl ovan. Aktiviteten berdknades

ur tidskurvan och anges i mg peptider/min.

Preparation av utfillt protein fran bovin plasma

Blodkroppar avligsnades frin citrerat blod genom centri-
fugering. Den Sverst8ende l8sningens koagulerades genom
upphettning till lOOOC, ca 3 min, under kraftig omrdr-
ning. Den d&rvid erh&llna fdllningen finfdrdelades och
tvdttades med 50 mM Na-borat, pH 8,0 tills tvdttldsningens

absorption i ultraviolett ljus var konstant.

Upplbésning av utfillt plasmaprotein genom ehzymatisk

behandling med subtilisin

Subtilisins aktivitet mot utfillt plasmaprotein mittes
som médngden uppl8sta proteiner eller peptider per tids-
enhet. Utfillt plasmaprotein (1,3 g vatt, avfiltrerat
material), framstillt enligt beskrivning ovan, suspen-
derades i 3,0 ml 50 mM Na-borat,pH 8,0. EnzymlSsning

(100 pl) i 50 mM Na-borat PH, 8,0, tillfdrdes och bland-
ningen omskakades direfter kraftigt vid 22°c. Efter olika
tider centrifugerades suspensionen och prover togs ur

Overfasen for bestdmning av proteinkoncentration.




Samtidigt analyserades prov fran fdrsdk med samma
férfarande men utan enzymtillsats. Aktiviteten berik-
nades ur tidskurvorna och anges i mg uppl8st protein

per min.

Immobilisering av subtilisin

Subtilisin immobiliserades till bromcyan-aktiverad
cellulosa enl Axé&n och Ernback(6). Cellulosa (1 g
torrvikt, Munktells No 410) suspenderades i dest vatten
(20 ml) och tvittades upprepade ganger pi sugfilter.
Bromcyan (300 mg) 1&stes i 3 ml vatten och tillfordes
Suspensionen under omrdrning. Efter aktivering 10 min
vid pH 10,8 - 11,0 tvittades ater produkten pd filter,
den sista tvdttningen med boratbuffert éom innehs11

20 mM CaClz. Dédrefter (inom 2 min) tillsattes 1 mg
subtilisin 18st i samma buffert och blandningen omr&rdes
i 20 tim vid +4°C. Efter tvdtt analyserades produktens
proteininnehdll genom kolorimetrisk bestdmning av amino-

syror med ninhydrin(7) efter alkalisk hydrolys och dess

enzymatiska aktivitet mot kasein enl ovan.
RESULTAT OCH DISKUSSTION

Behandling av blodplasma vid temperaturer omkring 100°¢
under nagra minuter medfdr att i plasma befintliga
proteiner koagulerar och bildar en gelartad fdllning.
Efter homogenisering av fdllningen, tvidtt och férvaring

i suspenderad form i buffert vid 4°c i 20 tim eller mer,




kunde endast 0,4 % per tim eller mindre bringas i

16sning, ens vid kraftig omskakning av suspensiocnen.

Om man ddremot tillf&r subtilisin, det proteolytiska
enzymet, frigdrs proteiner och peptider ur fdllningen.
TidsfOrloppet f&r uppldsningen i n&rvaro av olika
mdngder subtilisin redovisas i Fig 1. Upplésningshastig-
heten beriknades f&r de olika enzymkoncentrationerna

och avsattes i ett diagram (Fig 2), varur framgdr att
hastigheten &r nira linjédrt proportionell mot médngden
tillsatt enzym. Viktsférhdllandet mellan enzym och
fdllning var i f8rsdken ca 1:20 000, 1:5000 resp 1:2000.
Enzymets aktivitet mot ett protein i1 18sning bestimdes
ocksa: Kasein sdnderdelades till peptidgr med en hastig-

het av 5,1 mg/min per mg subtilisin.

I en serie f8rsdk unders&ktes hur stor andel av de fréan
plasmakoagulat uppldsta proteinerna (och peptiderna) som
utgjordes av peptider, som &r 16sliga i triklordttik-

syra. I fOrsSken bestimdes halten upplést protein samt
halten trikloréttiksyralésliga peptider enl den teknik

som beskrivits f&r kasein ovan. Resultaten visade att

ca 20 & av protein-peptidmaterialet, som spjédlkats éfter
eén viss tid, utgjordes av trikloréttiksyralésliga peptider.
I enzymprocessens initialskede var andelen ndgot hégre,
vilket kan antas bero pPé& att sdrskilt 1&tt nedbrytbara

mindre fragment hydrolyseras i detta skede.




Subtilisins effekt pa uppldsning av utfillt plasma-
protein vid varierade temperaturer och PH undersdktes

i tvé fdrsdksserier. Enzymets aktivitet studerades i
suspensioner, som termostaterats vid olika temperaturer.
Som framgdr av Tabell T dr den enzympiverkade upplds-
ningen av fdllning avsevirt lagre vid ldgre temperaturer.
Optimalt pH f&r subtilisinets aktivitet varierar for
olika proteinsubstrat. F§r denaurerat hemoglobin uppges
optimum till pH 7-8, medan andra substrat har optima

vid pH 10-11. Subtilisinets optimala aktivitet mot ut-

fallt plasmaprotein &r mellan PH 8 och pH 9,5 (se Tabell I).

Proteinhaltiga avfall kan inneh&lla rester av ren-
goringsmedel. Dessa best&r av bl a ytaktiva &mnen t ex
alkylsulfater. En serie experiment utféfdes ddrfor i
ndarvaro av ett anjoniskt detergent, natrium-dodecyl-
sulfat. I Tabell ITI vVisas resultat av tillsatser av 0,005,
0,05 och 0,5 g (w/v) dodecylsulfat till enzymtesten.
Parallellt undersdktes solubilisering av fdllning utan
enzym med enbart tillsats av dodecylsulfat.

Av tabellen framgdr att dodecylsulfat ej ndmnvirt kunde
16sa upp fdllningen. Zmnet hade ddremot en stimulerande
effekt p& den enzym-medierade uppl&dsningen av fdllning,
och effekten Skade med Okande koncentration av dodecyl-
sulfat inom det undersdkta koncentrationsomradet. Resul-
taten indikerar att dodecylsulfat eéxXponerar angrepps-

punkter f&r enzymet i plasmakoagulatet.




Ndgon hd@mmande effekt P& enzymets aktivitet kunde
saledes inte pPadvisas, vilket ocksa Overenstdmmer med
tidigare arbeten, dir aktiviteten i nirvaro av ytaktiva
dmnen undersdkts (9). Enzymets resistens mot olika dena-
turerande betingelser understryks av att det ir aktivt

ocksa i 6 M urinémneslésningar (lO).

Utnyttjande av immobiliserade enzymer kan medfdra f&r-
delar av s&drskilt processteknisk och ekonomisk art.

Det var d4rf6r motiverat att understka matrisbundet
subtilisin och dess inverkan p& nedbrytningen av dels
18sta dels fasta proteiner (kasein resp utfdllt plasma-
protein). Subtilisin—cellulosa, som framstillts enligt
tidigare beskrivning, inneh&1l1l 1,3 mg protein per g vatt,
packat konjugat (eller 3,5 mg/g torrvikt), vilket mot-
svarar ett kopplingsutbyte av 74 2. Substitutionsgraden
f6r enzym till 0l6slig matris var i dessa’ forsék lag for
att minimera himmande effekter fr&n en enzymmolekyl till
en ndra fixerad grannmolekyl och samtidigt f&r att f& ett
matt pd enzymets specifika aktivitet efter immobilisering.
En optimering av substitionsgrad har inte skett, men om
man dr intresserad av en h&g totalaktivitet i en enzym-
matris, vdljer man ldmpligen en s& hég substitutidns—
grad, att alla enzymmolekyler inte deltar samtidigt i

den enzymatiska brocessen utan en del finns som reserv,

ndr aktiviteten hos de férsta av n&gon anledning avtar.




Inverkan av immobiliserat subtilisin p§ utfillt plasma-
protein undersdktes ocksi. Med i Ovrigt identiska betin-
gelser blandades enzymkonjugat (0,3 g) med fdllning och
efter olika tider togs prov av 6verfasen, vari protein-
koncentrationen bestdmdes. Den specifika aktiviteten var
0,12 mg pPlasmaprotein per min Per mg enzym. JamfSrelsen

i Tabell III visar bl a att medan fritt subtilisin fri-
gor 16sliga peptider ur kasein och 18ser upp plasmakoagulat
genom hydrolys med ungefdr samma hastighet, s& blir has-
tigheten ca 8 ggr stdrre fOr det matrisbundna enzymets
aktivitet mot kasein &n mot plasmakoagulat. Detta kan
tolkas som att enzymets specificitet har férdndrats genom

immobiliseringen.

Avslutningsvis b&r det pépekas att enzyﬁets aktivitet, mitt
som antalet brutna peptidbindningar per tidsenhet, &r
stbrre i samtliga undersdkta system. Den hdr till&mpade
analystekniken visar enbart de peptidbrott som lett +ill
uppldsning av proteiner eller peptider ur fdllning resp

de som lett till bildning av peptider, som &r 1&sliga

i triklordttiksyra. Denna mdtteknik ger ett mera direkt
midtt pd enzymets effekt pa ett proteinhaltigt substrat

t ex i avfall.
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Tabell I

Inverkan av subtilisin P& uppl&sningen av utfillt plasma-

protein vid olika temperatur och pH. Enzymaktiviteten upp-

mdtt som mingden upplSst f&llning per tidsenhet och anges i

procent av det uppmitta optimala virdet.

Buffertsystem pPH Temp. Relativ aktivitet
(50 mM) (°c) (%)
Na-borat +0 5,5 10,8
a 0 10,0 14,0
o ’ 14,5 27 ;0
" ' 22,0 100
: ; 22,0 96,0
Na-fosfat F 22,0 30,0
Na-acetat 5,0 22,0 4,9




Tabell IT

Effekten av natriumdodecylsulfat pa subtilisin—behandling
av utfdllt plasmaprotein. Hastigheten uppmittes som mangden
uppldsta proteinfragment per min. och uttrycks i procent av
hastigheten som uppmdttes utan ndrvaro av dodecylsulfat.
Enzymtillsats 0,25 mg per 1,3 g utfgllt plasmaprotein (v&t-
vikt).

Koncentration Relativ enzymaktivitet (%)
natriumdodecyl-
sulfat
(%, w/v)

Utan enzym Med enzym
0 3,0 100
0,005 <5 102
0,05 Z5 140
0,50 £5 163




Figurtexter:

Fige 1, Uppldsning av utfillt plasmaprotein genom proteinas-
behandling med subtilisin ex Novo. FOrsbtksbeskrivning
Se texten: Forstk utan enzymtillsats ( - {3 -), med
16,1 pg subtilisin per m1 ( - V- ), 64,5 ug/ml
( -A-) och 161 ug/mi (- Q- ).

Fig. 2. Enzymaktivitetens beroende av enzymmédngden. Hastig-
heten for uppldsning av fdllning har ber&knats genom
linjdr regression av proteinkoncentrationen i den
6verstdende l&sningen efter olika reaktionstider. Alla

mangder i figuren h&nférs till 1 ml suspension.
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