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Produkcja enzymoéw proteolitycznych
przez Bacillus licheniformis

Wprowadzenie

Bakterie nalezace do rodzaju Bacillus odgrywaja kluczowa
role w przemysle enzymatycznym. Z ich udzialem powstaje
blisko 25% $&wiatowej produkcji komercyjnych biokatalizato-
réw [1]. Spoéréd cech, ktére sprawiaja, ze mikroorganizmy te
sa chetnie wykorzystywane przez firmy biotechnologiczne na-
lezy wymienié¢ duza szybko$é wzrostu i zdolnoéé do nadpro-
dukcji 1 wydzielania wielu aktywnych biatek na zewnatrz ko-
morki, ktérych iloé¢ moze dochodzi¢ do 25g/1. Kolejna zaleta
to brak toksycznosci 1 patogenicznoéci tych szczepéw, ktérym
Amerykanska Komisja Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Ad-
ministration) nadata status GRAS (Generally Recognized as
Safe) [2, 3].

Najwazniejsze handlowe enzymy wytwarzane przez szcze-
py z rodzaju Bacillus to alkaliczne serynowe proteazy (subty-
lizyny), obojetne proteazy oraz a-amylaza [4]. Role proteaz na
rynku biokatalizatoréw oddaje fakt, ze ich udziat w globalnej
produkcji preparatéw enzymatycznych wynosi 60—65%, z cze-
go zdecydowana wiekszo$¢ stanowia proteazy alkaliczne [5].
Szczepy o najwiekszym znaczeniu w biosyntezie enzymoéw
proteolitycznych naleza do gatunkéw B. licheniformis, B. sub-
tilis 1 B. amyloliquefaciens [6].

W pracy przedstawiono wstepne wyniki badan uzyskane
w hodowli B. licheniformis, ktére stanowia baze do zaprojek-
towania procesu prowadzonego w bioreaktorze membrano-
wym.

Wyniki i ich oméwienie

W przemystowej praktyce
optymalizacja procesu wy-
twarzania enzymoéw prowa-
dzona jest w kilku etapach.
Etap pierwszy obejmuje zna-
lezienie odpowiednich Zrédet
wegla 1 azotu oraz ustalenie
proporcji niezbednych soli
mineralnych, ktére dodatko-
wo maja mie¢ zdolno§¢ bufo-
rowania roztworu (produkeji
proteaz czesto towarzyszy
tendencja do zakwaszenia $rodowiska). Nastepny etap
zwiazany jest z wyznaczeniem czynnikéw fizycznych pa-
nujacych w reaktorze, takich jak temperatura, pH, sposéb i
stopien napowietrzenia oraz mieszania. Etap ostatni obejmu-
je okreslenie trybu pracy bioreaktora.

W pracy wykorzystano szczep B. licheniformis PCM 1847
(Rys. 1) pochodzacy z kolekcji IIi'TD PAN we Wroctawiu. Za-
stosowano pozywke mineralna zlozona z nastepujacych soli:

Rys. 1. Szczep B. licheniformis

MgSO0, 0,3¢g/1, CaCl, 0,7g/1, NaCl 1g/1, KH,PO, 1g/1 [7]. Dodat-
kowo stosowano zmienne zr6édlo wegla i azotu.

Do popularnych zrédet azotu stosowanych przy mikrobiolo-
gicznej produkeji enzyméw naleza m.in. kazeina, maka sojo-
wa, namok kukurydziany i r6znorakie peptony. Stosowane sa
takze zwiazki nieorganiczne, gléwnie sole amonowe, jednakze
w kilku pracach wykazano represje syntezy enzyméw przez
tego typu tatwo metabolizowane zrédla azotu [8]. Stwierdzo-
no takze inhibicje produkcji proteaz przez glicyne.

W hodowli B.licheniformis jako zrédilo azotu stosowano,
w szerokim zakresie stezen, kazeine, pepton oraz siarczan
amonu. Szczegélnie interesujace wyniki uzyskano stosujac
kazeine oraz siarczan amonu. Wraz ze wzrostem stezenia
(NH,),SO, zaobserwowano nieznaczna zmiane w przyroscie
biomasy 1 biatka catkowitego, natomiast istotny przyrost pro-
teolitycznej aktywnoéci wiasciwej. Przy definicji jednostki ak-
tywnoéci (U), jako takiej iloSci proteaz, ktéra w czasie 60 s po-
woduje w warunkach testu Kunitza (pH 10, 37°C, 2% r-r ka-
zeiny) przyrost absorbancji w odbialczaczu przy 280 nm
0 0,01 jednostki, maksymalna aktywnos$¢ wtasciwa uzyskana
z hodowli okresowych wzrasta z wartosci 3,9 Ulg przy
cnmayzsos = 1 g/l do 115,6 Ulg przy cuaesos = 30 g/1 1 przy
statych pozostatych parametrach hodowli. W przypadku sto-
sowania kazeiny przyrost biomasy 1 bialtka catkowitego linio-
wo wzrasta wraz ze wzrostem stezenia poczatkowego kaze-
iny, niemniej proteolityczna aktywnos$é¢ wlasciwa jest wyzsza
w hodowlach przy nizszym poczatkowym stezeniu kazeiny
(Rys. 2).
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Rys. 2. Wplyw poczatkowego stezenia kazeiny na maksymalna
warto$é proteolitycznej aktywnosci wlasciwej uzyskanej w trak-
cie hodowli okresowej

Nalezy zauwazy¢, ze kazeina stanowi nie tylko zrédio azo-
tu, ale 1 wegla. A jak wskazuja doniesienia literaturowe
w obecnoSci tatwo przyswajalnych zrédet wegla stosowanych
w wysokich stezeniach czesto dochodzi do represji katabolicz-
nej 1 zahamowania sekrecji proteaz [9]. Potwierdzily to dane
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uzyskane z hodowli B.licheniformis przy réznym poczatko-
wym stezeniu glukozy. Dlatego tez stezenie weglowodanéw
zwykle utrzymywane jest na niskim poziomie (<4 g/l) i doda-
wane sa one do medium produkcyjnego w sposéb ciagly lub
porcjami, uzupelniajac wyczerpywane sktadniki [10].

Dla mezofilnych szczepéw Bacillus optymalne temperatury
prowadzenia procesu produkcji proteaz mieszcza sie w zakre-
sie od 30° do 40°C, cho¢ dla gatunkéw termofilnych moga sie-
ga¢ do 60°C. Warto$¢ pH, w wiekszoSci przypadkow, powinno
by¢ zblizone do obojetnego, a dla szczepéw alkalofilnych — do
zasadowego. Dla wykorzystywanego szczepu B. licheniformis
optymalne warunki wzrostu 1 produkcji proteaz ustalono na
40°C1ipH 7.0. W celu uzyskania efektywnej produkeji proteaz
wazne jest takze zapewnienie odpowiedniej ilosci rozpuszczo-
nego w podtozu tlenu. Osiaga sie to stosujac napowietrzanie,
zazwycza] w zakresie 0,7-1,0 vvm [3, 10]. Jak pokazaly dane
z hodowli B. licheniformis umiarkowane obroty wytrzasarki
sprzyjaja produkeji aktywnego biatka. Maksymalna warto§é
proteolitycznej aktywnos$ci wlasciwej wyniosta 8,8 U/g w ho-
dowli okresowej niewytrzasanej 1 wzrastata do warto§ci 31,7
przy 50 obr./min. 1 do 58,6 przy 100 obr./min. Przy wyzszych
obrotach (150-300 obr./min.) warto$¢ ta systematycznie juz
spadata (12,8 U/g przy 300 obr./min.). Wysoka wydajno§¢ pro-
dukcji aktywnego biatka zostala zachowana w przypadku
mieszania hodowli przez pompe cyrkulujaca (w zakresie
12,5-34,2 ml/s).

Zauwazalny jest $écisly zwigzek pomiedzy wytwarzaniem
proteaz przez Bacillus, a faza wzrostu tych bakterii. Z reguty
znaczace wydzielanie zewnatrzkomérkowych enzymoéw roz-
poczyna sie w momencie przejéciowym pomiedzy faza wzro-
stu eksponencjalnego a faza stacjonarna [11,12]. Potwierdzity
to dane uzyskane dla hodowli B. licheniformis (Rys. 3).
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Rys. 3. Zmiana stezenia biomasy i produkowanego bialka calko-
witego oraz aktywnosci wlasciwej w trakcie hodowli okresowej
prowadzonej przy stezeniu poczatkowym kazeiny 9 g/l

Wydzielanie zewnatrzkomorkowych enzyméw proteolitycz-
nych jest czesto skorelowane ze sporulacja komérek, choé rola
proteaz w tym procesie nie jest do konica poznana [13]. W ba-
daniach nad nieprzetrwalnikujacymi mutantami Bacillus
sp., stwierdzono pieciokrotny wzrost wydajnosci enzymoéw
oraz dluzszy czas ich sekrecji [14]. Zaobserwowano takze, ze
w przypadku szczepéw, u ktérych produkeja enzyméw rozpo-
czynata sie w §rodku fazy wzrostu wyktadniczego, po osiag-
nieciu przez nie maksimum aktywnoS$ci, nastepowala ich
szybka autodeaktywacja [13].

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych hodowli B. licheniformis
ustalono, ze intensywna produkcja enzyméw proteolitycz-
nych, o zdefiniowanych w elektroforezie masach czasteczko-
wych na 14 1 19 kDa, zachodzi w hodowlach przy niskim ste-
zeniu kazeiny (< 3 g/l) lub niskim stezeniu glukozy (< 4 g/l)
potaczonym z wysokim (>15 g/l) stezeniem (NH,),SO,. Szczep
roénie 1 wytwarza najintensywniej produkty w 40°C i w pH
7.0, przy umiarkowanym mieszaniu poprzez wytrzasanie lub
pompe cyrkulacyjna. Powyzsze warunki wskazuja, iz prze-
prowadzenie procesu wytwarzania proteaz w bioreaktorze
membranowym z membrang zatrzymujaca komoérki 1 nieprze-
reagowany substrat a przepuszczajaca powstale o niskich
masach czasteczkowych proteazy, moze prowadzi¢ do inten-
syfikacji procesu. Najwiecej watpliwoéci budzi zmienno$é
stopnia produkcji aktywnych biatek w poszczegdélnych fazach
wzrostu komoérek. Otwarte pozostaje pytanie, Czy wysokie
stezenie komdérek inicjuje produkcje aktywnych biatek?
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