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Produkcja enzymów proteolitycznych
przez Bacillus licheniformis

Wprowadzenie

Bakterie nale¿¹ce do rodzaju Bacillus odgrywaj¹ kluczow¹
rolê w przemyœle enzymatycznym. Z ich udzia³em powstaje
blisko 25% œwiatowej produkcji komercyjnych biokatalizato-
rów [1]. Spoœród cech, które sprawiaj¹, ¿e mikroorganizmy te
s¹ chêtnie wykorzystywane przez firmy biotechnologiczne na-
le¿y wymieniæ du¿¹ szybkoœæ wzrostu i zdolnoœæ do nadpro-
dukcji i wydzielania wielu aktywnych bia³ek na zewn¹trz ko-
mórki, których iloœæ mo¿e dochodziæ do 25g/l. Kolejna zaleta
to brak toksycznoœci i patogenicznoœci tych szczepów, którym
Amerykañska Komisja ¯ywnoœci i Leków (Food and Drug Ad-
ministration) nada³a status GRAS (Generally Recognized as
Safe) [2, 3].

Najwa¿niejsze handlowe enzymy wytwarzane przez szcze-
py z rodzaju Bacillus to alkaliczne serynowe proteazy (subty-
lizyny), obojêtne proteazy oraz á-amylaza [4]. Rolê proteaz na
rynku biokatalizatorów oddaje fakt, ¿e ich udzia³ w globalnej
produkcji preparatów enzymatycznych wynosi 60–65%, z cze-
go zdecydowan¹ wiêkszoœæ stanowi¹ proteazy alkaliczne [5].
Szczepy o najwiêkszym znaczeniu w biosyntezie enzymów
proteolitycznych nale¿¹ do gatunków B. licheniformis, B. sub-
tilis i B. amyloliquefaciens [6].

W pracy przedstawiono wstêpne wyniki badañ uzyskane
w hodowli B. licheniformis, które stanowi¹ bazê do zaprojek-
towania procesu prowadzonego w bioreaktorze membrano-
wym.

Wyniki i ich omówienie

W przemys³owej praktyce
optymalizacja procesu wy-
twarzania enzymów prowa-
dzona jest w kilku etapach.
Etap pierwszy obejmuje zna-
lezienie odpowiednich Ÿróde³
wêgla i azotu oraz ustalenie
proporcji niezbêdnych soli
mineralnych, które dodatko-
wo maj¹ mieæ zdolnoœæ bufo-
rowania roztworu (produkcji
proteaz czêsto towarzyszy
tendencja do zakwaszenia œrodowiska). Nastêpny etap
zwi¹zany jest z wyznaczeniem czynników fizycznych pa-
nuj¹cych w reaktorze, takich jak temperatura, pH, sposób i
stopieñ napowietrzenia oraz mieszania. Etap ostatni obejmu-
je okreœlenie trybu pracy bioreaktora.

W pracy wykorzystano szczep B. licheniformis PCM 1847
(Rys. 1) pochodz¹cy z kolekcji IIiTD PAN we Wroc³awiu. Za-
stosowano po¿ywkê mineraln¹ z³o¿on¹ z nastêpuj¹cych soli:

MgSO4 0,3g/l, CaCl2 0,7g/l, NaCl 1g/l, KH2PO4 1g/l [7]. Dodat-
kowo stosowano zmienne Ÿród³o wêgla i azotu.

Do popularnych Ÿróde³ azotu stosowanych przy mikrobiolo-
gicznej produkcji enzymów nale¿¹ m.in. kazeina, m¹ka sojo-
wa, namok kukurydziany i ró¿norakie peptony. Stosowane s¹
tak¿e zwi¹zki nieorganiczne, g³ównie sole amonowe, jednak¿e
w kilku pracach wykazano represjê syntezy enzymów przez
tego typu ³atwo metabolizowane Ÿród³a azotu [8]. Stwierdzo-
no tak¿e inhibicjê produkcji proteaz przez glicynê.

W hodowli B.licheniformis jako Ÿród³o azotu stosowano,
w szerokim zakresie stê¿eñ, kazeinê, pepton oraz siarczan
amonu. Szczególnie interesuj¹ce wyniki uzyskano stosuj¹c
kazeinê oraz siarczan amonu. Wraz ze wzrostem stê¿enia
(NH4)2SO4 zaobserwowano nieznaczn¹ zmianê w przyroœcie
biomasy i bia³ka ca³kowitego, natomiast istotny przyrost pro-
teolitycznej aktywnoœci w³aœciwej. Przy definicji jednostki ak-
tywnoœci (U), jako takiej iloœci proteaz, która w czasie 60 s po-
woduje w warunkach testu Kunitza (pH 10, 37oC, 2% r-r ka-
zeiny) przyrost absorbancji w odbia³czaczu przy 280 nm
o 0,01 jednostki, maksymalna aktywnoœæ w³aœciwa uzyskana
z hodowli okresowych wzrasta z wartoœci 3,9 U/g przy
c(NH4)2SO4 = 1 g/l do 115,6 U/g przy c(NH4)2SO4 = 30 g/l i przy
sta³ych pozosta³ych parametrach hodowli. W przypadku sto-
sowania kazeiny przyrost biomasy i bia³ka ca³kowitego linio-
wo wzrasta wraz ze wzrostem stê¿enia pocz¹tkowego kaze-
iny, niemniej proteolityczna aktywnoœæ w³aœciwa jest wy¿sza
w hodowlach przy ni¿szym pocz¹tkowym stê¿eniu kazeiny
(Rys. 2).

Nale¿y zauwa¿yæ, ¿e kazeina stanowi nie tylko Ÿród³o azo-
tu, ale i wêgla. A jak wskazuj¹ doniesienia literaturowe
w obecnoœci ³atwo przyswajalnych Ÿróde³ wêgla stosowanych
w wysokich stê¿eniach czêsto dochodzi do represji katabolicz-
nej i zahamowania sekrecji proteaz [9]. Potwierdzi³y to dane
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Rys. 1. Szczep B. licheniformis

Rys. 2. Wp³yw pocz¹tkowego stê¿enia kazeiny na maksymaln¹
wartoœæ proteolitycznej aktywnoœci w³aœciwej uzyskanej w trak-

cie hodowli okresowej
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uzyskane z hodowli B.licheniformis przy ró¿nym pocz¹tko-
wym stê¿eniu glukozy. Dlatego te¿ stê¿enie wêglowodanów
zwykle utrzymywane jest na niskim poziomie (<4 g/l) i doda-
wane s¹ one do medium produkcyjnego w sposób ci¹g³y lub
porcjami, uzupe³niaj¹c wyczerpywane sk³adniki [10].

Dla mezofilnych szczepów Bacillus optymalne temperatury
prowadzenia procesu produkcji proteaz mieszcz¹ siê w zakre-
sie od 30º do 40ºC, choæ dla gatunków termofilnych mog¹ siê-
gaæ do 60ºC. Wartoœæ pH, w wiêkszoœci przypadków, powinno
byæ zbli¿one do obojêtnego, a dla szczepów alkalofilnych – do
zasadowego. Dla wykorzystywanego szczepu B. licheniformis
optymalne warunki wzrostu i produkcji proteaz ustalono na
40oC i pH 7.0. W celu uzyskania efektywnej produkcji proteaz
wa¿ne jest tak¿e zapewnienie odpowiedniej iloœci rozpuszczo-
nego w pod³o¿u tlenu. Osi¹ga siê to stosuj¹c napowietrzanie,
zazwyczaj w zakresie 0,7–1,0 vvm [3, 10]. Jak pokaza³y dane
z hodowli B. licheniformis umiarkowane obroty wytrz¹sarki
sprzyjaj¹ produkcji aktywnego bia³ka. Maksymalna wartoœæ
proteolitycznej aktywnoœci w³aœciwej wynios³a 8,8 U/g w ho-
dowli okresowej niewytrz¹sanej i wzrasta³a do wartoœci 31,7
przy 50 obr./min. i do 58,6 przy 100 obr./min. Przy wy¿szych
obrotach (150–300 obr./min.) wartoœæ ta systematycznie ju¿
spada³a (12,8 U/g przy 300 obr./min.). Wysoka wydajnoœæ pro-
dukcji aktywnego bia³ka zosta³a zachowana w przypadku
mieszania hodowli przez pompê cyrkuluj¹c¹ (w zakresie
12,5–34,2 ml/s).

Zauwa¿alny jest œcis³y zwi¹zek pomiêdzy wytwarzaniem
proteaz przez Bacillus, a faz¹ wzrostu tych bakterii. Z regu³y
znacz¹ce wydzielanie zewn¹trzkomórkowych enzymów roz-
poczyna siê w momencie przejœciowym pomiêdzy faz¹ wzro-
stu eksponencjalnego a faz¹ stacjonarn¹ [11,12]. Potwierdzi³y
to dane uzyskane dla hodowli B. licheniformis (Rys. 3).

Wydzielanie zewn¹trzkomórkowych enzymów proteolitycz-
nych jest czêsto skorelowane ze sporulacj¹ komórek, choæ rola
proteaz w tym procesie nie jest do koñca poznana [13]. W ba-
daniach nad nieprzetrwalnikuj¹cymi mutantami Bacillus
sp., stwierdzono piêciokrotny wzrost wydajnoœci enzymów
oraz d³u¿szy czas ich sekrecji [14]. Zaobserwowano tak¿e, ¿e
w przypadku szczepów, u których produkcja enzymów rozpo-
czyna³a siê w œrodku fazy wzrostu wyk³adniczego, po osi¹g-
niêciu przez nie maksimum aktywnoœci, nastêpowa³a ich
szybka autodeaktywacja [13].

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych hodowli B. licheniformis
ustalono, ¿e intensywna produkcja enzymów proteolitycz-
nych, o zdefiniowanych w elektroforezie masach cz¹steczko-
wych na 14 i 19 kDa, zachodzi w hodowlach przy niskim stê-
¿eniu kazeiny (3 3 g/l) lub niskim stê¿eniu glukozy (3 4 g/l)
po³¹czonym z wysokim (� 15 g/l) stê¿eniem (NH4)2SO4. Szczep
roœnie i wytwarza najintensywniej produkty w 40oC i w pH
7.0, przy umiarkowanym mieszaniu poprzez wytrz¹sanie lub
pompê cyrkulacyjn¹. Powy¿sze warunki wskazuj¹, i¿ prze-
prowadzenie procesu wytwarzania proteaz w bioreaktorze
membranowym z membran¹ zatrzymuj¹c¹ komórki i nieprze-
reagowany substrat a przepuszczaj¹c¹ powsta³e o niskich
masach cz¹steczkowych proteazy, mo¿e prowadziæ do inten-
syfikacji procesu. Najwiêcej w¹tpliwoœci budzi zmiennoœæ
stopnia produkcji aktywnych bia³ek w poszczególnych fazach
wzrostu komórek. Otwarte pozostaje pytanie, Czy wysokie
stê¿enie komórek inicjuje produkcjê aktywnych bia³ek?
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Rys. 3. Zmiana stê¿enia biomasy i produkowanego bia³ka ca³ko-
witego oraz aktywnoœci w³aœciwej w trakcie hodowli okresowej

prowadzonej przy stê¿eniu pocz¹tkowym kazeiny 9 g/l


	2012-3

