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Mikrobiologiczne wytwarzanie biatka o aktywnosci fglukanazy

Wstep

Postgpujacy deficyt pierwotnych Zrddet energii stal si¢ problemem
gospodarki §wiatowej. Coraz wigcej uwagi poswigca si¢ poszukiwa-
niom alternatywnych nosnikéw wegla, w szczegélnosci tych zawar-
tych w materiatach roslinnych, zastgpujacych szeroko wykorzysty-
wane surowce weglowodorowe i karbochemiczne. Biomasa roslinna
jest surowcem tatwo dostgpnym, produkowanym w naturze w liczbie
160 mld ton rocznie [Burczyk, 2011]. W sktad biomasy roslinnej
wchodza gtéwnie o i f-glukany, jak réwniez inne polisacharydy.
Znaczna czg§¢ polimeréw cukrowych pochodzenia ro$linnego jest
stabo rozpuszczalna w wodzie i oporna na degradacjg.

Surowiec zazwyczaj poddaje si¢ obrdbce wstepnej [Dgbkowska
i in., 2012] i nastepnie hydrolizie wymagajacej zastosowania bardziej
ztozonych metod, w ktérych wykorzystuje si¢ roztwory kwaséw lub
enzymy. W wyniku dzialania kwaséw mineralnych nast¢puje rozpad
kompleksu lignocelulozowego i hydrolizy celulozy oraz hemicelulo-
zy do cukréw prostych. Stosowanie kwaséw powoduje szereg nieko-
rzystnych zjawisk, jak korozja aparatury, wysokie warto$ci parame-
tréw procesowych (135+230 °C, 10 atm) [Kim i in., 2001] oraz po-
wstawanie produktéw ubocznych dziatajacych hamujaco w dalszym
etapie przetwarzania monosacharydéw (np. fermentacja alkoholowa).

Proces hydrolizy enzymatycznej w przeciwienstwie do hydrolizy che-
micznej prowadzi si¢ w tagodnych warunkach pH i temperatury, co
kompensuje koszty zakupu drogich, wysoce oczyszczonych preparatow.

Wiele opracowan literaturowych wskazuje, ze gléwnym proble-
mem w hydrolizie enzymatycznej biomasy ros$linnej jest jej niejedno-
rodna kompozycja, wymagajaca zastosowania szerokiej gamy biatek
enzymatycznych o réznej specyficznosci substratowej. Wéréd biopo-
limeréw budujacych strukturg ro$lin sa celuloza, lignina, pektyny
i hemicelulozy, ten ostatni tworzy najbardziej zréznicowana grupg.
Hemicelulozy sa zlozonymi wegglowodanami sktadajacych —sig
zmonosacharydéw potaczonych wiazaniami f-14, jak i f-1,3-
glikozydowymi. Ich sktad jest silnie uzalezniony od rodzaju drewna. Do
hemiceluloz wchodzacych w sktad drewna migkkiego naleza polimery
galaktoglukomannianu, glukomannianu i arabinoglukuronokylanu,
apozostate to arabinogalaktan, ksyloglukan i niektdre liniowe lub rozga-
fezione f-1,3-glukany, jak kaloza i laricynian [Fengel i Wegner, 1989].

p-glukanazy sa enzymami szeroko rozpowszechnionymi w §wiecie
roélin, jak réwniez produkowane sa przez rézne mikroorganizmy
[Gueguen i in., 1997, Kulminskaya i in., 2001, Fibriansah i in.,
2007]. Rola tych biatek w roslinach wiaze si¢ z procesami odpowie-
dzi na infekcje pasozytéw [Jordan, 1993] oraz udziatem w cyklach
fizjologicznych i procesach dojrzewania. Praktycznie p-1,3-
glukanazy wykorzystywane sa do przygotowania protoplastow, fuzji
komorek, transformacji i ekstrakcji produktéw biatkowych [Parrado
i in., 1996]. Stosowane sa réwniez w mieszankach pasz (enzymy
paszowe) [Nuero i Reyes, 2002] oraz w przemysle piwowarskim, jako
sktadnik stodu [Bathgate i in., 1974].

W pracy przedstawiono biosyntezg biatka o aktywnosci f-1,3-
glukanazy w reaktorze mikrobiologicznym przez zmodyfikowany
genetycznie szczep E. coli. Wskazano optymalne warunki prowadze-
nia procesu. Wyznaczono stala szybkosci reakcji preparatu oczysz-
czonego. Okreslono stabilno$¢ operacyjna enzymu bgdaca kluczo-
wym parametrem dla potencjalnego zastosowania w procesie wielko-
tonazowym hydrolizy komponentéw biomasy roslinne;j.

Materiaty i metody
Mikroorganizm

W badaniach wykorzystano szczep E. coli BL21/pETSDI10 trans-
formowany plazmidem kodujacym sekwencj¢ genu gluB20-2 z Sola-

num tuberosum (ziemniak zwyczajny). Szczep otrzymano z Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN, Laboratorium Patogenezy Roslin w War-
szawie. Hodowle bakteryjne prowadzono w pozywce LB [g-dm™]:
pepton — 10; ekstrakt drozdzowy — 5; chlorek sodu — 5. Bakterie
przechowywano na statym podiozu LB (z agarem, 20 g-dm™). Po
sterylizacji (121 °C, 20 lub 40 min) pozywki ochtodzono, dodawano
chloramfenikol i kanamycyng (czynniki selekcyjne) o koncowym
stezeniu 50 mg-dm™.

Metody analityczne

Pomiary OD komoérek wykonywano przy diugosci fali 600 nm
wzgledem pozywki LB. Stgzenie komoérek wyznaczano na podstawie
krzywej standardowej opracowanej metoda suchej masy o réwnaniu:

OD(600) = 0.4 Chigmasy [gdm™] (1

Stezenie biatka okre§lono za pomoca metody Lowry’ego i in.
[1951], wykorzystujac krzywa standardowa dla albuminy wotowej o
réwnaniu:

OD(750) = 2,273 Chigpa [gdm™] ()

Aktywnosé p-1,3-glukanazowq badano analizujac stgzenie pro-
duktu hydrolizy karboksymetylokurdlanu (Megazyme) o stgzeniu
11,0 g dm™ wykorzystujac metode DNS [Miller, 1959]. Reakcje
prowadzono w stosunku objgtosci preparatu i substratu 7:1, w 28°C,
przy pH 5,6.

Stezenie cukrow obliczano z krzywej standardowej wykonanej
dla D-glukozy:

Abs(550) = 0,594 C [g dm™] - 0,033 3)

Za jednostke aktywnosci (1 U g') przyjeto uwolnienie 1,0 mg
grup redukujacych przez 1,0 mg biatka w czasie 1 min w warunkach
reakcji.

Hodowle w bioreaktorze

Innokulum przygotowano w 100 cm® pozywki LB w kolbach o po-
jemnosci 250 cm® na wytrzasarce obrotowej (37 °C, 120 rpm) do
osiagnigcia Cipmas=2,0-2,5 g dm™ (monitoring OD(600)). Proces
hodowli komérek i indukeji prowadzono w reaktorze BioFlo 11l 3,0
dm® (New Brunswick Scientific, USA,) o pojemnosci roboczej 1,5
dm® w temperaturze 37 °C do osiagnigcia stezenia biomasy
2,5 g-dm™. Nastepnie do hodowli dodano czynnik indukujacy (IPTG,
izopropylo-$-D-1-tiogalaktopiranozyd) o  stgzeniu  koncowym
0,2 mM. Indukcje prowadzono w temperaturze 18°C przez 23 h.
Wzrost biomasy przebiegat w réznych warunkach mieszania, 60-180
rpm i natlenienia 0,5+2,0 slpm (Standard Liter per Minute). Dodat-
kowe eksperymenty przeprowadzono dla wybranych granicznych
wartosci, ktére moga by¢ limitujacymi dla prowadzenia hodowli:
szybko$¢ mieszania 0,25 i 3,0 slpm przy 60 rpm oraz dla 30 i 240
rpm przy 1,0 slpm.

lzolacja produktu

Po indukcji komérki oddzielono od medium przez wirowanie —
8000 rpm, 4°C, 10 min. Supernatant poddano analizie na obecno$¢
biatka aktywnego, biomasg bakteryjna zamrozono do dalszej analizy.
Izolacj¢ biatka z zamrozonej biomasy przeprowadzono zgodnie z
procedurg zawarta w pracy [Wojtkowiak i in., 2012]: biomasg zawie-
szono w buforze fosforanowym, pH 7,8 i poddano lizie komérek 1,0
mM PMS. Zawiesing komérek sonikowano (CarlRoth,5 x 30sz5 s
interwalami), mieszaning odwirowano i wysalano siarczanem amo-
nu(VI) przy 80% nasyceniu przez 10 h. Wysolone biatka odwirowano
i zawieszono w buforze fosforanowym pH 7,8 i prowadzono dializg
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przez 10 h wymieniajac w tym czasie bufor 2 krotnie. Otrzymany
dializat odwirowano (9000 rpm, 30 min), nast¢pnie W supernatancie
okreslono zawarto$¢ biatka i oznaczono aktywnos¢ f-1,3-glukanazowa.
Parametry kinetyczne

Kinetykg reakcji hydrolizy wigzan f-1,3-glikozydowych okreslono
na podstawie pomiar6w szybkosci reakcji dla dwoch stgzen biatka —
0,096 1 0,144 gdm’3 i substratu (CM-kurdlanu, Novozyme) w zakre-
sie stezen 4,92+11,08 g-dm™. Badania prowadzono w 28°C, w bufo-
rze fosforanowym o pH 5,6 [Witek i in., 2008]. Poczatkowe szybko-
Sci reakcji okre$lano do momentu 10% konwersji dostgpnych do
hydrolizy wigzan. Maksymalny stopien konwersji okreslano po 20 i
30 h procesu. Test inaktywacji prowadzono przez 9 dni w 24 °C dla
preparatu o stezeniu 0,144 g-dm™ wykonujac oznaczenia aktywnosci
enzymatycznej w odstgpach 24 godzinnych.

Wyniki i dyskusja

Oznaczenia zawartosci biatka metoda Lowry’ego potwierdzity
znaczng ilo$¢ substratu proteinowego w pozywce LB (14,9 g-dm™).
Pod koniec hodowli okresowej stgzenie biatka w medium
(12,7 g-  dm™) nieznacznie spadto, co moze byé¢ wynikiem niepetnej
utylizacji biatka z pozywki i/lub zewnatrzkomérkowej produkcji
biatek. Na bazie przeprowadzonego testu na aktywno$¢ p-1,3-
glukanazowa, nie potwierdzono obecnosci enzymu w medium ho-
dowlanym. Wynika stad, Ze biatko aktywne produkowane bylo wy-
tacznie wewnatrzkomérkowo i niezbgdne bylo zastosowanie metod
izolacji z biomasy.

Przy wielkotonazowym zastosowaniu preparatu f-1,3-glukanazy
w procesach hydrolizy biomasy roslinnej nie jest wymagany znaczny
stopien oczyszczenia i z uwagi na koszty niezalecany. Stad preparaty
uzyskane z hodowli poddano wylacznie wstgpnemu oczyszczaniu
(zgodnie z poprzednio opisana procedura). Na podstawie pomiaréw
stezenia biatka po wysalaniu i dializie uzyskano $rednio 71,5% po-
czatkowej masy biatka uwolnionej po sonikacji z komoérek o aktyw-
nosci 5,8 krotnie wyzszej od aktywnosci preparatu wyjsciowego.

Stgzenia komérek E. coli po 23 h od czasu indukcji dla hodowli
prowadzonych w bioreaktorze (przy réznym stopniu natlenienia
i mieszania) przedstawiono narys. 1.
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Rys. 1. Wptyw stopnia napowietrzenia (a) oraz intensywno$ci mieszania (b)
na wzrost komoérek E.coli

Z analizy wykreséw wynika, Zze wzrost bakterii byl silnie uzalez-
niony od stopnia natlenienia. W zakresie 1,0+2,0 slpm widoczne jest
wyrazne optimum. Wzrost bakterii przy niskim stopniu natlenienia,
0,25 slpm wskazuje, ze deficyt tlenu w pozywce znacznie ograniczat
podzialy komérkowe. Jak wynika z rys. 2. duza szybko$¢ mieszania
sprzyjata wysokim warto$ciom st¢zenia komérek, co moze wynikac¢ z ich
rozbicia i zafatszowania wyniku analizy. Podobne zjawisko zostato
zaobserwowane w hodowlach bakteryjnych mieszanych przy pomocy
pompy odsrodkowej [Trusek-Holownia, 2011].

Wplyw stopnia natlenienia i intensywnosci mieszania na produkcjg
biatek wewnatrzkomérkowych oraz aktywno$¢ wiasciwa w kierunku
f-1,3-glukanazy przedstawiono na rys. 2 i 3. Niskie wartosci szybko-

$ci mieszania (30, 60 rpm) wptywaly na niewielka produkcjg biatka
w poréwnaniu z umiarkowana intensywnos$cia 120 rpm. Podobna
zalezno$¢ widoczna jest w aktywnos$ci specyficznej preparatéw.
Stgzenie biatka produkowanego w hodowlach mieszanych z szybko-
Scig 180 i 240 rpm potwierdzaja powyzsze obserwacje o prawdopo-
dobnym uszkadzaniu komérek przy znacznej burzliwosci przeptywu.
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Rys. 2. Wplyw intensywno$ci mieszania na produkcjg bialek wewnatrz-
komérkowych przy napowietrzaniu 1,0 i 2,0 slpm
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Rys. 3. Wplyw intensywno$ci mieszania (a) oraz stopnia napowietrzania (b)
na aktywno$¢ specyficzna w kierunku f-1,3-glukanazy

Aktywnosé specyficzna preparatu w kierunku wiasciwosci f-1,3-
glukanazowej spadala ze wzrostem stopnia natlenienia (Rys. 3a)
w zakresie od 0,5 do 3,0 slpm. Jednak dalsze ograniczenie dostgpno-
sci tlenu do 0,25 slpm powodowato przeciwny efekt, widoczny
w spadku aktywnosci. Podobne wyniki uzyskano w badaniach nad
produkcja rekombinowanych biatek z udziatem zmodyfikowanego
genetycznie szczepu E. coli [Tomazetto i in., 2007]. Autorzy cytowa-
nej pracy wywnioskowali, ze produkcja metabolitéw zachodzi wy-
dajniej przy ograniczonym dostgpie do tlenu.

Badania kinetyczne w kierunku aktywnosci -glukanazowej pro-
wadzono z udzialem CM-kurdlanu. W trakcie procesu monitorowano
przyrost absorbancji w tescie DNS (Rys. 4).
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Rys. 4. Postep hydrolizy CM-kurlanu o stezeniu 4,92 i 11,08 g-dm™
(stezenie biatka w preparacie enzymatycznym 0,1 g-dm, 28°C, pH 5,6)
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Jak wida¢ na rys. 5 reakcja przebiegata zgodnie z kinetyka pierw-
szego rzgdu, wzglegdem stgzenia substratu. W warunkach reakcji stata
szybkosci jest réwna 1,95 dm™ h™ g™'. Wytworzony enzym, jako
endohydrolaza, do hydrolizy wiazania f-1,3 wymaga liniowego
fragmentu o dlugosci co najmniej 6 jednostek cukrowych, ale gtéw-
nymi produktami aktywnosci tego biatka sa oligomery o dlugosci 10
jednostek cukrowych [Carbohydrate-Active enZYmes, 2015].
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Rys. 5. Wplyw stgzenia substratu (CM-kurdlan) na szybkos$¢ reakeji dla

dwéch stezen biatka w preparacie enzymatycznym 0,096 i 0,144 g dm™;
Pr — produkt, E - enzym

Dla wykorzystywanego substratu — CM-kurdlanu, przecigtny stopien
polimeryzacji byl bliski 450, stad mozna okresli¢, Zze minimalny
stopien hydrolizy tego polisacharydu powinien wynosi¢ w przyblize-
niu 10% (45 oligomeréw cukrowych o dtugosci 10 jednostek). Wy-
dluzenie czasu dzialania enzymu do 20+30 godzin pozwolilo na
wyznaczenie maksymalnego stopnia konwersji substratu, ktéry nie
zmieniat si¢ w zaleznosci od stezenia CM-kurdlanu. Srednia warto$é
konwersji byla na poziomie 11,2%, co odpowiadalo hydrolizie z
uwalnianiem produktu o dlugosci 9 jednostek cukrowych.

Preparat zbadano réwniez pod katem stabilno$ci operacyjnej i
mozliwosci zastosowana w procesie hydrolizy hemicelulozy. Biatko
charakteryzuje si¢ niewielka utrata aktywnos$ci. Czas polowicznego
zaniku aktywno$ci nastgpuje dopiero po uptywie 8 dni (Rys. 6).
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Rys. 6. Spadek aktywnosci B-glukanazowej w preparacie czg$ciowo oczyszczonym

Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan nad produkcja biatka o ak-
tywnosci f-1,3-glukanazowej mozna sformutowac nastgpujace wnioski:

- Biatko aktywne produkowane jest wewnatrzkomdérkowo
i wymaga zastosowania metod izolacji z biomasy komérkowe;j.

- W badaniach zaobserwowano wigkszy wptyw stopnia natlenie-
nia na produkcjg enzymu w poréwnaniu z szybko$cia mieszania.

- Niski poziom napowietrzania (0,5 slpm), powoduje niewielki
przyrost biomasy i wysoka produkcjg biatek o aktywnosci -
1,3-glukanazy. Takie warunki hodowli daja korzystna zalez-
no$¢ pomigdzy wspdtczynnikami Yy/si Yp,/s.

- Wstgpnie oczyszczony preparat wykazuje wysoka aktywnos¢
wlasciwag i charakteryzuje si¢ bardzo dobra stabilnoécia opera-
cyjna w warunkach reakcji (#;, = 200 h)

- Produkty hydrolizy enzymatycznej maja w przyblizeniu 9
jednostek cukrowych. W mysl dalszego wykorzystania uzyska-
nych produktéw w kierunku produkcji bioetanolu nalezatoby
wykorzysta¢ szczep fermentujacy substrat o masie czasteczko-
wej ok. 1,6 kDa lub przed fermentacja zastosowa¢ dodatkowo
egzo-hydrolazy o aktywnosci $-1,3-glukanazy.
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