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Streszczenie

Badania prezentowane w niniejszej pracy mialy na celu charakterystyke biochemiczng zewnatrz-
komorkowej proteazy syntetyzowanej przez wyizolowany z gleby szczep Streptomyces rimosus
i ocene mozliwosci praktycznego wykorzystania tego enzymu w przemysle. Badany enzym wyizolo-
wano z 7-dniowych hodowli bakterii Streptomyces rimosus. Oczyszczony dwukrotnie enzym wyko-
rzystano do charakterystyki biochemicznej w zakresie optymalnych warunkéw jego dziatania oraz
wplywu aktywatoréw i inhibitorow. Proteaza syntetyzowana przez S. rimosus wykazywala najwyzsza
aktywno$¢ w temperaturze 50°C i pH 7,5 oraz wysoka termostabilno$¢ w temperaturze 50°C. Dwu-
warto$ciowe jony Zn, Mo, Ni, Cd, Co hamowaly aktywnos$¢ enzymu, natomiast Ca i Mg — aktywowa-
ly. Silna inhibicja aktywno$ci enzymu w obecno$ci diizopropylofluorofosforanu (DFP) $wiadczy
o tym, ze jest to proteaza serynowa. Aktywnos$¢ badanego enzymu byta stabilna w obecnosci takich
detergentow, jak Triton X-100, Tween 20, Tween 80, bromek heksadecylotrimetyloamoniowy
(CTAB) oraz dodecylosiarczanu sodu (SDS).

Stowa kluczowe: enzymy proteolityczne, inhibitory proteaz, optimum temperaturowe, promieniowce

WSTEP

Promieniowce (Actinobacteria) zasiedlaja roznorodne srodowiska, poczawszy
od terenow pustynnych, a skonczywszy na lodowcach [ZHANG i in. 2016]. Cechuje
je zdolno$¢ do syntezy wielu zewnatrzkomoérkowych enzymow oraz metabolitow
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wtornych, szczegdlnie antybiotykow [ABDELMOHSEN i in. 2015; SHARMA i in.
2014]. Sa to czgsto ryzosferowe i endofityczne mikroorganizmy wywierajace sty-
mulujacy wptyw na wzrost ro$lin [DINESH i in. 2017; VURUKONDA i in. 2018].
Znane sg takze gatunki promieniowcow, ktore przyspieszajg wzrost roslin i wspo-
magaja mikoryzg¢ (ang. mycorrhiza helper bacterium) [SCHREY 1 in. 2005].

Wiele gatunkéw tych bakterii jest producentami proteaz — hydrolaz rozktadaja-
cych wigzania peptydowe w bialkach i peptydach [MEHTA i in. 2006; SUTHINDHI-
RAN i in. 2014]. Biorgc pod uwage specyficzno$¢ dziatania proteaz, mozna wyrdznic
endopeptydazy — katalizujace rozpad wigzania peptydowego wewnatrz czasteczki
biatka lub egzopeptydazy, ktore hydrolizujg, uprzednio identyfikujac resztg karbo-
ksylowa lub aminowa, na koncach tancucha peptydowego. Enzymy te, ze wzgledu
na mechanizm katalizy, podzielono na: cysteinowe, aspartylowe, serynowe oraz
metalozalezne proteazy [KAMAL i in. 2017]. Zdolno$¢ do syntezy enzymoéw pro-
teolitycznych wigze si¢ z duzym potencjatem aplikacyjnym tych bakterii. Proteazy,
szczegolnie alkaliczne sg intensywnie badane w konteks$cie wykorzystania ich
w biotechnologii, szczegdlnie w takich dziedzinach, jak produkcja detergentow,
srodkow spozywcezych, w garbarstwie oraz przemysle farmaceutycznym i skorza-
nym [GUPTA i in. 2002; LI i in. 2013]. Zbadano takze mozliwo$¢ wykorzystania
bakterii z rodzaju Streptomyces jako zrodta proteaz wykorzystywanych w procesie
produkcji bezpiecznej zywnosci i lekow [TAVANO i in. 2018].

Wykorzystywany w prezentowanych badaniach szczep Streptomyces rimosus
charakteryzowat si¢ zdolnoScig do wydzielania proteazy o wysokiej aktywnosci.
Dlatego celem pracy byla charakterystyka biochemiczna zewnatrzkomoérkowej pro-
teazy syntetyzowanej przez S. rimosus. Badania zostaty ukierunkowane na oceng
potencjalnych mozliwo$ci zastosowania tego enzymu w przemysle.

METODY BADAN

Zrédlem badanej proteazy byl izolat glebowy Streptomyces rimosus [SWION-
TEK BRZEZINSKA i in. 2013].

Hodowl¢ promieniowca prowadzono przez 7 dni w lazni wodnej z wytrzasa-
niem, w temperaturze 28°C, w pozywce ptynnej o nastgpujacym sktadzie (g-dm™):
ekstrakt drozdzowy — 0,5; pepton — 0,5; K,HPO, — 2; MgSO, 7H,0 — 1;
FeSO47H,0 — 0,1; skrobia rozpuszczalna — 1; odczyn pozywki ustalono na pH 6,8.

Aktywno$¢ proteazy oznaczano z zastosowaniem l-procentowego roztworu
azokazeiny (Sigma), w 0,1 M buforze Tris-HCl o pH 7,8, jako substratu. Reakcje
enzymatyczne prowadzono w 4°C przez 30 min. Absorbancj¢ prob mierzono przy
dtugosci fali 4 = 420 nm [JANKIEWICZ i in. 2012]. Jako jednostke aktywnosci (U)
przyjeto Agonm 10.

Izolacja bialek z pozywki hodowlanej: 500 cm’® hodowli bakterii odwirowywa-
no przez 15 min w temperaturze 4°C z predkoscia 11 000 obr.-min™" osad komérek
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bakterii odrzucono, bialka z supernatantu wytracono schiodzonym acetonem.
Otrzymany osad rozpuszczono w 10 ml 20 mM buforu Tris-HCI o pH 7,8. Dializg
prowadzono w temperaturze 4°C w obecnos$ci buforu 20 mM Tris-HCI o pH 7.8.

Uzyskany po dializie roztwor biatka poddano rozdzialowi technikg chromatogra-
fii jonowymiennej (DEAE Sepharose) w nastgpujacych warunkach: bufor rownowa-
zacy — 20 mM Tris-HCI 7,8; bufor elucyjny — 20 mM Tris-HCI 7,8 + 0,6 M NaCl.
Naniesiono na kolumne 10 cm® preparatu, objeto$é kazdej z zebranych do analizy
frakcji ustalono na 3,5 cm’. Frakcje z najwyzsza aktywnoscia wykorzystano w dal-
szych badaniach nad charakterystyka enzymu. St¢zenie biatka na poszczegoélnych
etapach oczyszczania enzymu oznaczano metodg Bradforda [BRADFORD 1976].

Optimum temperatury badanego enzymu wyznaczono w zakresie od 30 do 65°C.

Do okreslenia optymalnego pH badanego enzymu wykorzystano dwa rodzaje
buforow w stezeniu 0,1 M Tris-HCI (pH 7,0; 7,5; 8,5; 9,0) oraz 0,1 M sodowo-fos-
foranowy (pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5). Termostabilno$¢ enzymu badano, inkubujac en-
zym przez 30 i 60 minut w temperaturze 50°C, 55°C oraz 60°C, po czym schtadza-
no proby i po dodaniu substratu prowadzono reakcje enzymatyczne.

Wplyw na aktywno$¢ proteazy jonéw metali analizowano z wykorzystaniem
roztworow soli metali o finalnym stezeniu 5 mM: NiSO47H,0, CuSO45H,0,
CoCl,'6H,0, ZnSO47H,0, CaCl-2H,0, CdCl,-2,5H,0, MnSO44H,0, Mo(NH,),
oraz 1 1 5 mM roztwordéw inhibitoréw: EDTA (kwas wersenowy), DFP, jodoace-
tamid, pepstatyna A.

Przed przystapieniem do wilasciwej reakcji enzymatycznej preinkubowano en-
zym z okre§lonym roztworem soli metalu lub inhibitorem przez 30 min w tempera-
turze 4°C.

Wpltyw detergentow: Triton X-100, Tween 20, Tween 80, bromek heksadecy-
lotrimetyloamoniowy (CTAB) oraz dodecylosiarczanu sodu (SDS) badano po
uprzedniej 20-godzinnej preinkubacji enzymu w temperaturze 4°C w obecnosci
tych zwigzkow, a nastepnie prowadzono reakcj¢ enzymatyczng.

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

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Szeroka gama enzymow i wtornych metabolitow syntetyzowanych przez pro-
mieniowce z rodzaju Streptomyces od lat stymuluje liczne badania naukowe nad
potencjatem aplikacyjnym tych mikroorganizmow. W aspekcie praktycznego za-
stosowania enzymow istotne jest prowadzenie badan nad ich optymalnymi warun-
kami dziatania, termostabilno$cig oraz podatnos$cig na inhibitory, aktywatory i de-
tergenty. Etapem wstepnym takich badan zwykle jest oczyszczanie biatka enzyma-
tycznego w celu uzyskania bardziej wiarygodnych wynikéw do§wiadczen.

© ITP Woda $rod. Obsz. Wiej. 2018 (IV-VI). T. 18. Z. 2 (62)



8 Woda-Srodowisko-Obszary Wiejskie. T. 18. Z. 2 (62)

W prezentowanych badaniach proteaz¢ bakterii Streptomyces rimosus oczysz-
czono z zastosowaniem dwoch etapow: wytracania bialek acetonem oraz rozdziale
chromatograficznym na ztozu jonowymiennym, zgodnie z tabelg 1. Zastosowana
procedura oczyszczania umozliwita 67-procentowy odzysk aktywnosci catkowitej
badanej proteazy i dwukrotne jej oczyszczenie (tab. 1).

Tabela 1. Etapy oczyszczania proteazy Streptomyces rimosus

Table 1. Purification steps of protease from Streptomyces rimosus

Aktywnos¢ |- AKtywnos¢ |y qinosé | Stopieh
Etap oczyszczania calkowita | Bialko wilasciwa procesu | oczyszczenia
Purification step T(.)ta}l Protein Spe.c1.ﬁc Yield Purification
activity mg activity
1 % fold
U U-mg
Plyn pohodowlany 296,4 65,7 45 100 1,0
Crude extract
Wytracanie acetonem 247,0 50,8 49 83 1,1
Acetone precipitation
Chromatografia jonowymienna 199.7 225 8.9 67 2.0

lon-exchange chromatography

Zrédto: wyniki wiasne. Source: own study.

Najwyzsza aktywnos$¢ proteazy wyizolowanej z hodowli Streptomyces rimosus
uzyskano w temperaturze 50°C (rys. 1). Aktywnos$¢ enzymu obnizala si¢ o blisko
50%, gdy reakcje enzymatyczng prowadzono w temperaturze 35°C. Natomiast
w 40°C uzyskiwano juz 75% maksymalnej aktywno$ci badanej proteazy. Warto
zwroci¢ takze uwagg, ze w temperaturze 55°C aktywnos¢ enzymu zmniejszyla si¢
jedynie o 7% w pordéwnaniu z warto§ciami uzyskiwanymi w temperaturze opty-
malnej.

W przeprowadzonych badaniach ustalono, ze optymalne pH dla proteazy S. ri-
mosus wynosi 7,5. Znaczaca aktywnos$¢ badanej proteazy uzyskiwano, gdy pH wy-
nosito miedzy 6,5 a 8,0 (rys. 2).

Wyniki zblizone do uzyskanych w badaniach prezentowanych w niniejszej
pracy otrzymano dla proteazy syntetyzowanej przez Streptomyces flavogriseus
HS1, wykazujacej najwyzsza aktywnos¢ w pH 7,0 i w temperaturze 50°C [GHOR-
BEL i in. 2014]. Nalezy podkresli¢, ze wiele gatunkow promieniowcoéw z rodzaju
Streptomyces syntetyzuje proteazy o wyzszej temperaturze optymalnej niz 50°C,
czego przyktadem moze by¢ wysoce aktywny w 60°C enzym syntetyzowany przez
S. griseorubens E44G [AL-ASKAR 1 in. 2015] lub proteaza syntetyzowana przez
Streptomyces koyangensis TN650 w 70°C [BEN ELHOUL i in. 2015].

W przypadku bakterii z tego rodzaju opisano dotychczas wiele alkalicznych
proteaz z optymalnym pH miedzy pH 9 a 11 [HUI i in. 2004; SHILPA i in. 2015;
XIN iin. 2015]. Opisano takze proteaz¢ syntetyzowang przez S. tendae z optymalng
aktywnoscia w pH 6,0 [SEONG i in. 2004].
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Badana proteaza wykazywata wysoka termostabilno$¢ po 60-minutowej prein-
kubacji, w temperaturze 50°C (rys. 3). Podwyzszenie temperatury o 10°C spowo-
dowato 80% strat w aktywnosci tego enzymu. Termostabilne biatka enzymatyczne
sg interesujacym obiektem badan ze wzgledu na ich potencjat aplikacyjny. Do ter-
mostabilnych enzymow mozna zaliczy¢ m.in. proteazg syntetyzowang przez
S. fungicidicus MML1614 [RAMESH i in. 2009] lub S. clavuligerus Mit-1 [THU-
MAR, SINGH 2007] czy tez S. tendae [SEONG i in. 2004].

Zastosowane w doswiadczeniu jony metali w rézny sposob wplywaty na ak-
tywno$¢ badanej proteazy (rys. 4), jednak wiekszo$¢ z nich obnizata aktywnosc¢
enzymatyczng. Silng inhibicj¢ — na poziomie 90% aktywno$ci enzymu — wywotaty
jony cynku i molibdenu. Jony Ni, Cd, Cu i Co réwniez obnizaly (o ok. 65-75%)
aktywnos$¢ badanego enzymu. Podobne wyniki stwierdzono w przypadku proteazy
syntetyzowanej przez Streptomyces sp. DPUA 1576 [MEDEIROS i in. 2016].
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Uzyskane w tej pracy wyniki badan daja podstawy do stwierdzenia, ze jony
wapnia i magnezu stymulowaly w ok. 20% aktywno$¢ proteazy syntetyzowanej
przez S. rimosus, co moze $§wiadczy¢ o stabilizacji aktywnos$ci enzymatycznej
przez te jony metali. Stabilizacja lub aktywacja aktywno$ci proteaz w obecnosci
jondéw wapnia i magnezu jest do$¢ czgsto opisywana w literaturze. Dla przyktadu
aktywno$¢ proteazy wydzielanej przez Streptomyces sp. AH4 zwickszata si¢ dwu-
krotnie pod wptywem jonéw wapnia i 1,5-krotnie pod wpltywem jondéw magnezu
[Touloul i in. 2015].

W badaniach przeprowadzonych przez autoréw niniejszej pracy stosowano in-
hibitory specyficzne wzglgdem okreslonych typow katalitycznych proteaz: EDTA
(inhibitor metalozaleznych peptydaz), pepstatyna A (aspartylowych), jodoacetamid
(cysteinowych) oraz DFP (serynowych). Silna inhibicja w obecno$ci DFP (rys. 5)
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umozliwia zaliczenie tej proteazy do grupy enzymdéw serynowych. Proteazy o ta-
kim typie katalitycznym opisano takze w przypadku innych gatunkow bakterii
z rodzaju Streptomyces, w tym S. pactum DSM 40530 [BOCKLE, MULLER 1997],
Streptomyces sp. AH4 [TOUIOUI i in. 2015] lub Streptomyces sp. M30 [XIN i in.
2015]. Serynowe proteazy s3 takze wydzielane przez inne bakterie, np. z rodzaju
Stenotrophomonas [JANKIEWICZ i in. 2017].

Aktywno$¢ badanej proteazy wykazywala duza stabilno$¢ w obecnosci zasto-
sowanych w do$wiadczeniu detergentow jonowych (SDS, CTAB) i niejonowych
(Tween, Triton) wymienionych w tabeli 2. Jedynie SDS (w stezeniu 1%) obnizat
0 5% aktywnos$¢ badanego enzymu. Stabilno$¢ proteaz w obecnosci detergentow
otwiera mozliwo$ci praktycznego zastosowania tych enzymow w przemysle che-
micznym. Podobne wyniki zostaty zaprezentowane w odniesieniu do Streptomyces
flavogriseus HS1 [GHORBEL 1 in. 2014] 1 Streptomyces sp. strain AH4 [TOUIOUI
i1in. 2015].

Tabela 2. Wptyw roznych detergentdw na aktywnos$¢ proteazy Streptomyces rimosus

Table 2. Effects of various detergents on protease activity from Streptomyces rimosus

Detergent Stezenie, % Aktywnos$¢, %

Detergent Concentration, % Activity, %
Kontrola Control - 100
Tween 20 5 110
Tween 80 5 115
Triton X-100 5 100
SDS 1 95
CTAB 0,1 100

Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.
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WNIOSKI

1. Wyizolowany z gleby promieniowiec Streptomyces rimosus syntetyzuje ze-
wnatrzkomoérkowa proteaze o optymalnej aktywnosci w temperaturze 50°C oraz
pH 7,5, termostabilng w temperaturze 50°C.

2. Badany enzym zaliczono do serynowych proteaz aktywowanych jonami
wapnia i magnezu.

3. Proteaza S. rimosus wykazuje stabilno§¢ w obecno$ci jonowych i niejono-
wych detergentow, co moze mie¢ praktyczne zastosowanie np. w przemysle che-
micznym.
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CHARACTERIZATION OF THE PROTEASE
SYNTHESIZED BY Streptomyces rimosus

Key words: Actinomycetes, protease inhibitors, proteolytic enzymes, temperature optimum

Summary

The research was aimed at isolation and biochemical characterization of the extracellular prote-
ase synthesized by the soil Streptomyces rimosus and assessment of the possibilities of practical use
of this enzyme in the industry. For this purpose, the test enzyme was isolated from 7 day old culture
of S. rimosus. The enzyme two-fold purified was used for biochemical characterization for optimal
temperature and pH of activity and activators and inhibitors of activity. The S. rimosus protease
showed the highest activity at 50°C and at pH 7.5 and high thermostability at 50°C. Divalent ions
such as Zn, Mo, Ni, Cd, Co caused inhibition while Ca and Mg stimulated activity. Strong inhibition
of activity in the presence of diisopropylfluorophosphate (DFP) indicates that it is a serine protease.
The activity of the test enzyme was stable in the presence of such detergents as Triton X-100, Tween
20, Tween 80, hexadecyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) and sodium dodecyl sulfate (SDS).
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