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Streszczenie

Bakterie keratynolityczne budza w ostatnich latach zainteresowanie ze wzgledu na ich potencjat
aplikacyjny w utylizacji odpadoéw z przetworstwa drobiu, a takze przemystu skorzanego i tekstylnego.
W procesie keratynolizy biora udzial enzymy proteolityczne, dodatkowo wspomagane aktywnoscia
reduktaz disulfidowych Iub obecnoscia zwigzkoéw redukujacych. Dlatego celem badan przedstawio-
nych w niniejszej pracy bylo oznaczenie aktywnosci proteolitycznej u bakterii Stenotrophomonas
rhizophila, zdolnych do degradacji pior ptasich podczas hodowli na pozywkach ptynnych. Po pieciu
dniach hodowli bakterie odwirowano, z uzyskanego supernatantu wytracono biatka siarczanem amo-
nu. Na tak uzyskanym preparacie enzymatycznym przeprowadzono badania majace na celu charakte-
rystyke biochemiczna proteazy S. rhizophila. Aktywnos¢ proteolityczna byla najwyzsza w temperatu-
rze 50°C i w pH ok. 11. Proteaza bakterii S. rhizophila nalezy do metalozaleznych proteaz seryno-
wych, co wynika z reakcji z inhibitorami specyficznymi. Silng inhibicj¢ aktywnosci obserwowano
w obecnosci detergentow: bromku heksadecylotrimetyloamoniowego i Tweenu 80 oraz jonéw Pb*',
Zn*" Cd*, oraz Fe*'. Jony Ca®’, Mg*'oraz Ba®>" powodowaty wzrost aktywnosci proteolitycznej ba-
danego szczepu bakterii.

Stowa kluczowe: aktywnosc keratynolityczna, aktywnosé proteolityczna, Stenotrophomonas rhizo-
phila
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WSTEP

Enzymy proteolityczne, znane tez jako proteazy, peptydazy czy proteinazy, to
enzymy z klasy hydrolaz, zdolne do hydrolitycznej degradacji wigzan peptydo-
wych. Enzymy hydrolityczne, nalezace do najliczniejszej grupy enzymoéw sg po-
wszechnie stosowane jako preparaty komercyjne. Obecna warto§¢ szacunkowa
swiatowe] sprzedazy enzymow przemystowych jest wyceniana na 1 mld euro,
a proteazy stanowig jedng z trzech najwickszych grup enzymow przemystowych
i stanowia ok. 60% catkowitej sprzedazy na $wiecie [PURCHASE 2016]. Proteazy
odpowiadajg za wiele roznych funkcji zwigzanych z normalnym funkcjonowaniem
komorek, jak rowniez w stanach patofizjologicznych [RAO i in. 1998]. Szczegodlng
grupg proteaz sg keratynazy. Sa to enzymy zazwyczaj zewnatrzkomorkowe, biorg-
ce udziat w degradacji keratyny przez hydrolize jej wiazan peptydowych z tworze-
niem mniejszych jednostek, ktore s tatwo przyswajalne przez komorki bakteryjne.
Mikroorganizmy, ktore potrafig rozktadac¢ to widkienkowe biatko zapobiegaja za-
leganiu odpadow keratynowych w glebie, przyczyniajac si¢ tym samym do obiegu
pierwiastkow w przyrodzie. Specyficzny mechanizm degradacji keratyny przez
keratynazy nadal nie jest do konca poznany, jednak przypuszcza si¢, ze proces za-
chodzi w trzech etapach [RODZIEWICZ, L.ABA 2006]. W pierwszym nastepuje re-
dukcja siarki z mostkow disiarczkowych cystyny za pomocg reduktaz. Drugi etap
to tak zwana proteoliza wlasciwa, a w koncowym etapie zachodzi deaminacja pep-
tydow i utlenienie grup S-H. W enzymatyczng degradacje pidr zaangazowane s3
dwa, kooperatywne enzymy — reduktaza disulfidowa i keratynaza. Reduktaza disul-
fidowa odpowiada za rozpad mostkow disiarczkowych cystyny, ktére to nadaja
sztywnos$¢ keratynie zawartej w piorach [GUPTA, SINGH 2014]. Wyniki badan
z ostatnich lat donosza, ze istnieje w przyrodzie szeroki zakres mikroorganizmow
produkujacych keratynazy, w tym grzyby, bakterie i promieniowce [PURCHASE
2016]. Produkowane przez nie proteazy zostaly skutecznie zastosowane w rolnic-
twie, farmacji, w branzy skor i tekstyliow, a takze w obrebie gospodarki odpadami.
Potencjalne zastosowania keratynaz obejmuja rowniez dziedziny medycyny, ko-
smetologii oraz biokontroli biologicznej [JANKIEWICZ i in. 2016; PURCHASE 2016].

METODY BADAN

Zrédtem zewnagtrzkomoérkowych proteaz byty wyizolowane z gleby bakterie
keratynolityczne Stenotrophomonas rhizophila. Do hodowli bakterii wykorzystano
ptynne podtoze hodowlane o sktadzie (g'l’l): KH,PO, — 3, K,HPO, — 3, MgSO, —
2, NaCl - 5, Pepton — 2,5, poci¢te i odtluszczone pidra kurze — 10 oraz woda dejo-
nizowana do 1 1. Sterylizacja przebiegata w autoklawie.

Hodowle bakterii prowadzono w tazni wodnej z wytrzasaniem w temperaturze
28°C. W 5. dniu hodowli, po zaobserwowaniu catkowitej degradacji pidr, hodowle
bakteryjne przesaczono, a nastepnie odwirowywano przez 15 min przy 11 200
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obr.-min"". Aktywno$¢ proteolityczna w uzyskanym supernatancie oznaczano
z wykorzystaniem azokazeiny (Sigma) jako substratu. Mieszanina reakcyjna skta-
data si¢ z 100 pl supernatantu z hodowli bakterii i 100 pl 1-procentowego roztworu
azokazeiny w 100 mM buforze Tris-HCI. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
40°C przez 30 min, a nastgpnie hamowano aktywno$¢ enzymu przez dodanie 200
ul 10-procentowego kwasu trichlorooctowego. Absorbancj¢ mierzono przy diugo-
sci fali 420 nm wzgledem proby kontrolnej. Uzyskany wynik przeliczono na jed-
nostki aktywnosci zdefiniowane jako przyrost absorbancji E4 = 0,01-godz.”"-ml .

Uzyskany po odwirowaniu 5-dniowych hodowli bakterii klarowny plyn poho-
dowlany wysalano siarczanem amonu do 85-procentowego wysycenia roztworu.
Preparat wirowano przy 12 000 obr.-min'. Supernatant odrzucono, a pozostaty
osad rozpuszczono w 20 mM buforu Tris-HCl1 o pH 7,8.

Wiasciwosci biochemiczne enzymu. Do okreslenia optimum temperaturowe-
go proteazy syntetyzowanej przez szczep Stenotrophomonas zastosowano zakres
temperatur od +30°C do +70°C. Optimum pH tego enzymu wyznaczono z wyko-
rzystaniem buforu wedhlug Brittona i Robinsona o zakresie pH 7,0-11,5. Do okre-
slenia wplywu zwigzkéw chemicznych na aktywnos$¢ proteazy zastosowano naste-
pujace substancje: bromek heksadecylotrimetyloamoniowy (CTAB), jodoacetamid
3 mM, jodoacetamid 1 mM, fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF), kwas werse-
nowy (EDTA), triton, dimetylosulfotlenek (DMSO), tween, mocznik, laurylosiar-
czan sodu (SDS). Wptyw metali na aktywnos¢ proteazy badano z uzyciem nastepu-
jacych jonow: Fe’*, Co®", Cd*, Cu®’, Mn®", Ba®", Zn*", Mg*, Ca*", Ni*", Pb2*".
Enzym preinkubowano z danym roztworem soli metalu o stezeniu w mieszaninie
reakcyjnej 5 mM przez 30 min w temperaturze 4°C, a nastgpnie przeprowadzano
wiasciwy pomiar aktywnosci proteolityczne;.

Wszystkie wyniki zawarte w pracy o charakterze danych liczbowych sg $rednig
z trzech powtorzen. Blad wzgledny, oznaczajacy maksymalne wzgledne odchyle-
nie wynikoéw od $redniej, nie przekraczat 5%.

WYNIKI BADAN

Dynamik¢ zmian aktywno$ci proteolitycznej w hodowli Stenotrophomonas
rhizophila wyznaczono na podstawie pomiaréw aktywnosci enzymatycznej w cia-
gu szesciu kolejnych dni hodowli (rys. 1). Juz po pierwszej dobie hodowli aktyw-
nos$¢ enzymu rosta stopniowo, osiggajac najwigkszg warto$¢ pigtego dnia hodowli
(0,11 U-ml™"). Natomiast w széstym dniu hodowli zaobserwowano niewielki spa-
dek aktywnosci.

Proteaza syntetyzowana przez S. rhizophila wykazywata optimum temperatu-
rowe wynoszace 50°C (rys. 2). Powyzej tej wartosci aktywno$¢ enzymu gwattow-
nie spadala. W temperaturze nizszej niz 50°C enzym dziatat z mniejszg wydajno-
$cig.
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Rys. 1. Dynamika aktywnosci proteazy syntetyzowanej przez Stenotrophomonas rhizophila

Fig. 1. The dynamics of the protease activity synthesized by Stenotrophomonas rhizophila;

zrodto: wyniki wlasne

source. own study
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Proteaza syntetyzowana przez S. rhizophila najaktywniej hydrolizowata wigza-
nia peptydowe w $rodowisku zasadowym. Optymalne pH, wyznaczone z uzyciem
buforu Brittona-Robinsona wynosito 11,0. Badany enzym wykazywat aktywnos$¢

Rys. 2. Wplyw temperatury na aktywno$¢ proteazy syntetyzowanej
przez Stenotrophomonas rhizophila; zrédto: wyniki wlasne

Fig. 2. The effect of temperature on the activity of proteases synthesized
by Stenotrophomonas rhizophila; source: own study

w szerokim zakresie pH, jak przedstawiono na rysunku 3.

Zbadano takze wplyw inhibitorow na aktywno$¢ badanego enzymu (rys. 4).
Szczegolnie silng inhibicjg¢ — powyzej 60% aktywnosci — zaobserwowano w obec-
nos$ci PMSF, EDTA oraz CTAB. W warunkach do$wiadczenia stymulacj¢ aktyw-

nosci proteolitycznej uzyskano jedynie w obecnosci 10 mM SDS.
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Rys. 3. Wplyw pH na aktywno$¢ proteazy syntetyzowanej przez Stenotrophomonas rhizophila
z uzyciem buforu Britton-Robinson (w zakresie pH 7,0-11,5); zrédto: wyniki wiasne

Fig. 3. Effect of pH on the activity of proteases synthesized by Stenotrophomonas rhizophila using
Britton-Robinson buffer (pH in the range 7.0-11.5); source: own study
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Rys. 4. Wplyw inhibitoréw na aktywno$¢ proteazy % DMSC 1%
syntetyzowanej przez Stenotraphomonas rhigophila; £ DMSOOI% =
CTAB = bromek heksadecylotrimetyloamoniowy, tween 3% ]
PMSF = fluorek fenylometylosulfonylu, EDTA = tween 1% ]
kwas wersenowy, DMSO = dimetylosulfotlenek, moczmik 10 mM h
SDS = laurylosiarczan sodu; zrodto: wyniki wlasne mocenik 5 mM
Fig. 4. The effect of inhibitors on the protease activity mocznik 1 mM
synthesized by Stenotrophomonas rhizophila; CTAB SDS 10 mM a
= cetyltrimethylammonium bromide, PMSF = phe- SDS 5 mM H
nylmethane sulfonyl fluoride, EDTA = ethylenedia- SDS 1 mM —
. . . o . 00 % W 1%
mmetetraagetlc acid, DMSO = dimethyl sulfoxide, % aktywacji % inhibicji
SDS = sodium dodecyl sulfate; source: own study % of activation % of inhibition

W badaniu wptywu jondéw metali na aktywno$¢ proteazy syntetyzowanej przez
S. rhizophila znaczaca aktywacje, wynoszaca ponad 120% aktywnosci proby kon-
trolnej (niezawierajacej jonu metalu), obserwowano w obecno$ci jonow wapnia,
magnezu oraz baru. Do jonéw metali dziatajacych hamujaco na aktywno$¢ enzymu
mozna zaliczy¢ zelazo, kadm, cynk i oldéw (rys. 5).
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Rys. 5. Wplyw jonow metali na aktywno$¢ proteazy syntetyzowane;j
przez Stenotrophomonas rhizophila; zrédto: wyniki wlasne

Fig. 5. Effect of metal ions on the activity of the protease synthesized
by Stenotrophomonas rhizophila; source: own study

DYSKUSJA WYNIKOW

W niniejszej pracy badano zewnatrzkomoérkows, keratynolityczng aktywnos$¢
bakterii glebowych z rodzaju Stenotrophomonas rhizophila. Jest to typowa glebo-
wa bakteria, niepatogenna dla ludzi, opisana jako promujgca wzrost roslin [ALAVI
iin. 2013]. U badanego szczepu bakterii zaobserwowano zdolnos¢ do keratynolizy,
dlatego podjeto badania nad jego aktywnoscig proteolityczng. W hodowli tych bak-
terii po 5 dniach zaobserwowano catkowitg degradacje pior obecnych w podtozu
hodowlanym. Podobne wyniki badan przedstawiono dla szczepu Bacillus sp. [MA-
ZOTTO i in. 2011]. Czg$ciowo oczyszczony enzym poddano badaniom charaktery-
zujacym jego wilasciwosci. Wigkszo$¢ keratynaz, jak réwniez enzym opisany
w pracy, optymalnie dziata w srodowisku zasadowym. Szczep S. rhizophila wyka-
zywal najwickszg aktywno$¢ dziatania w §rodowisku o pH réwnym 11,0. Dla po-
roOwnania proteaza syntetyzowana przez Bacillus sp. miata optimum pH ok. 8
[DEIVASIGAMAN, ALAGAPPAN 2008]. Optymalna temperatura do dziatania keraty-
naz waha si¢ w granicach 40-60°C [RODZIEWICZ, LABA 2006]. W przypadku ak-
tywnosci proteolitycznej u badanego szczepu bakterii wyznaczono optimum tem-
peraturowe w 50°C.

Podobne wyniki uzyskano dla enzyméw izolowanych od bakterii z rodzaju
Stenotrophomonas maltophilia, gdzie optimum temperaturowe wynosito 40-50°C
[FANG i in. 2013]. Wyzsze optimum temperaturowe, oscylujagce w granicach 60—
70°C, obserwowano w przypadku keratynazy-1 i keratynazy-2, produkowanych
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przez Bacillus halodurans PPKS-2 [BANERJEE in. 2014]. Keratynazy nalezg za-
zwyczaj do metaloproteaz badz proteaz serynowych. Charakterystyczng cechg pro-
teaz serynowych jest ich inhibicja przez PMSF. Natomiast inhibitorem diagnostycz-
nym dla metaloproteaz jest EDTA. W przypadku badanej aktywno$ci obserwowa-
no inhibicj¢ zarowno pod wptywem PMSF, jak i EDTA. Mozna wigc przypusz-
czaé, ze badany enzym nalezy do metalozaleznych proteaz serynowych. Taki nie-
typowy mechanizm dziatania inhibitorow zaobserowano takze w przypadku kera-
tynaz izolowanych z hodowli Aspergillus flavus [KIM 2007], Bacillus thurnigensis
israelensis [POOPATHI i in. 2014] oraz B. licheniformis [ VIGNESHWARAN i in. 2010].

W naszych badaniach u bakterii S. rhizophila duza aktywnos$¢ proteazy zaob-
serwowano w obecnosci jonéow Ba®’, Ca*" oraz Mg”. Podobnie keratynaza produ-
kowana przez Bacillus sp. JB99 jest stymulowana przez jony Ca®’, Mg*", Co*"
i Ba®", a hamowana przez Hg%, Pb*, Zn** i Fe*' [KAINOOR, NAIK 2009]. Obec-
no$é jonow Ca®" oraz Mg”" spowodowata wzmocnienie aktywnosci keratynaz
w wiekszosci opisanych badan [PURCHASE 2016].

WNIOSKI

1. Badany szczep bakterii Stenotrophomonas rhizophila wykazywat wlasciwo-
$ci keratynolityczne.

2. Aktywnos¢ proteolityczna byta najwigksza w temperaturze 50°C i pH ok. 11.

3. Proteaza bakterii S. rhizophila nalezy do metalozaleznych proteaz serynowych.

4. Jony Ca**, Mg®" oraz Ba®" powodowaly wzrost aktywnosci proteolitycznej
badanego szczepu bakterii.

5. Aktywno$¢ badanego enzymu byta silnie hamowana pod wplywem jonoéw
metali cigzkich, takich jak kadm, cynk, otdéw, nikiel i zelazo.
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THE PROTEOLYTIC ACTIVITY
OF KERATYNOLYTIC BACTERIA Stenotrophomonas rhizophila
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Summary

Keratinolytic bacteria arouse interest in recent years because of their potential application in
waste from poultry processing and leather industry and textile. In the keratynolysis proteolytic en-
zymes are involved, in addition to making the disulfide reductase activity or the presence of reducing
compounds. Therefore the aim of the research presented in this paper was to determine proteolytic
activity in bacteria Stenotrophomonas rhizophila, capable of degrading bird feathers during culture on
liquid media. After five days the bacterial cultures were centrifuged, the protein from supernatant was
precipitated with ammonium sulfate. On the so obtained enzymatic preparation was carried out re-
search aimed at the biochemical characterization of proteases S. rhizophila. The proteolytic activity
was highest at 50°C and at a pH of approx. 12. The protease of S. rhizophila belongs to the metal-
dependent serine protease, which results from the reaction of specific inhibitors. A strong inhibition
of the activity observed in the presence of detergents: CTAB and Tween 80, and Pb**, Zn*" Cd** and
Fe*'. Tons Ca®", Mg®"and Ba®" resulted in an increase of proteolytic activity studied strain.
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