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SZCZEPU BACILLUS CEREUS BSE/SZ

Streszczenie

W hodowli bakterii Bacillus cereus B5e/sz na podlozu syntetycznym z dodatkiem pioér kurzych biode-
gradacji ulegaty keratyny zaliczane do bialek wtokienkowych. Ich hydroliza zachodzita przy udziale wy-
dzielanych do $rodowiska keratynolitycznych proteaz. Enzymy te uptynnialy natywna keratyne w postaci
nierozpuszczalnej, a takze modyfikowana chemicznie oraz w znacznie wigkszym stopniu keratyn¢ roz-
puszczalng. Bakteryjne keratynazy stanowily mieszaning wzglednie termostabilnych, obojetnych metalo-
proteaz o aktywnosci keratynolitycznej 10,9 JK i proteolitycznej 90,5 JP. Metoda in silico wykazano, ze
w sekwencji aminokwasowej keratyny pior kurzych zawarte sa krotkie, bioaktywne peptydy z przewaga
inhibitora ACE. Hydrolizat keratyny moze by¢ zréodtem uzyskiwania peptydéw o potencjalnym wykorzy-
staniu w Zywno§ci.

Stowa kluczowe: keratyna, keratynoliza, Bacillus cereus, proteazy, bioaktywne peptydy

Wprowadzenie

Keratyna jest biatkowym komponentem pierza stanowigcym 90 % ich masy,
a takze sktadnikiem budulcowym innych wyrostkow skory kregowcow: wlosow, sier-
$ci, pazurdw itp. Jest to biatko wtokienkowe odporne na czynniki fizyczne i chemiczne
oraz na dziatanie enzymow proteolitycznych pochodzenia zwierzgcego [12, 14]. Jego
proteoliza mozliwa jest z udziatem drobnoustrojowych proteaz specyficznych wzgle-
dem keratyn. Wsréd mikroorganizmow majacych uzdolnienia keratynolityczne domi-
nujacg grup¢ stanowig bakterie z rodzaju Bacillus: B. subtilis, B. licheniformis, B. pu-
milis, B. cereus i inne [6].
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Wigkszos¢ keratynaz nalezy do proteaz serynowych, alkalicznych Iub obojetnych
[1]. W keratynolizie wyrostkow skory oprocz enzymoéw hydrolitycznych uczestnicza
takze reduktazy lub zwigzki redukujace, ktore biorg udzial w zrywaniu licznych most-
kéw S-S w strukturze omawianych biatek [7]. W pierwszorzgdowej strukturze keraty-
ny pidr kurzych obecne sg sekwencje aminokwasow odpowiadajace di- i tripeptydom
o aktywnosci biologicznej, ktoére moga znalez¢ zastosowanie m.in. do produkcji zyw-
nosci.

Analiza in silico struktury pierwszorzgdowej keratyny piér moze dostarczy¢ in-
formacji na temat obecnosci bioaktywnych peptydow w tym biatku. Sposréd wielu
roznych narzedzi umozliwiajacych uzyskanie takich informacji przydatna jest baza
BIOPEP, porzadkujaca informacje o peptydach pochodzacych z réznych zrodet. Jej
tworcy zaproponowali podziat bioaktywnych peptydow, pochodzacych z biatek zyw-
nosci, bioragc pod uwage ich funkcje.

Peptydy przeciwnadcisnieniowe stanowig najlepiej poznang grupe bioaktywnych
peptydow, ktorych zrodlem sa biatka zywnosci. Wigkszos¢ z nich jest inhibitorami
hydrolazy peptydylodipeptydowej (enzymu przeksztatcajacego angiotensyne I, w skro-
cie ACE — ang. angiotensin-I-converting enzyme) [5].

Celem pracy bylo zastosowanie pozakomorkowych enzymow proteolitycznych
szczepu bakterii B. cereus B5e/sz w procesie proteolizy keratyny piodr kurzych, a takze
ich wstepna charakterystyka. Metoda in silico analizowano obecno$¢ bioaktywnych
peptydow w strukturze pierwszorzedowej keratyny pior.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byta keratyna natywnych pior kurzych, keratyna pior w po-
staci rozpuszczalnej oraz w celach porownawczych modyfikowana chemicznie keraty-
na welny owczej (keratin azure). Keratyng rozpuszczalng otrzymano przy uzyciu
DMSO zmodyfikowang metoda Wawrzkiewicz i wsp. [18]. Keratyna modyfikowana
chemicznie byta preparatem handlowym firmy Sigma-Aldrich. Hodowle bakterii pro-
wadzono przez 6 dob metodg wstrzagsowa w kolbach Erlenmeyera (250 ml) w temp. 30
°C w podtozu mineralnym z dodatkiem 0,05 % YE oraz 1 % pior [13]. Badano takze
przebieg keratynolizy w bioreaktorze mieszadtowym. Hodowle prowadzono na tym
samym podlozu z 1 % dodatkiem pierza przy obrotach mieszadta 500 obr./min oraz
natlenieniu 1 dm’/min. Inokulum stanowita 12-godzinna hodowla bakterii na bulionie
z glukoza.

Plyny pohodowlane, po odwirowaniu biomasy komoérkowej, stanowity zrodto en-
zymoOw proteolitycznych, a takze innych metabolitow powstajgcych podczas keratyno-
lizy pior. Supernatant ptynu pohodowlanego pobrany miedzy drugg a trzecig doba ho-
dowli wstrzasanej byt zrodlem badanych proteaz i keratynaz.
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Aktywno$¢ proteolityczng oznaczano zmodyfikowang metoda Ansona wobec ka-
zeiny w temp. 30 °C i pH 7,5 [13]. Aktywno$¢ keratynolityczng badano wobec 3 sub-
stratow: odtluszczonych pidr (10 mg/ml), keratyny welny owczej (4 mg/ml) oraz kera-
tyny rozpuszczalnej (2 mg/ml). Aktywnos$¢ keratynaz wobec keratyny rozpuszczalnej
pior kurzych oznaczano w pH 7,5 i w temp. 40 °C [10]. Badanie aktywnosci keratynaz
wobec natywnej keratyny pior i keratyny welny owczej prowadzono w temp. 50 °C
przez 30 min, w pH 7,5, przy 400 obr./min. Jednostke aktywnos$ci proteaz (JP) i kera-
tynaz (JK) wyrazano jako przyrost absorbancji produktéw rozpuszczalnych w TCA
0 0,01 przy dtugosci fali A = 280 nm (keratyna rozpuszczalna, pidra) i A = 595 nm (ke-
ratyna welny owczej) [0,01/cm’/min]. Uwalnianie cysteiny oznaczano poprzez okre-
$lenie ilosci grup SH metoda Ellmana za pomocg kwasu DNTB z cystaming [11], na-
tomiast aminokwasow poprzez ilos¢ grup aminowych przy uzyciu TNBS [15]. Steze-
nie rozpuszczalnego bialka oznaczano metodg Lowry’ego [9]. Aktywno$¢ reduktazy
glutationowej oznaczano wedlug metody Carlberg i Mannervik [2]. Jako enzymu refe-
rencyjnego uzywano reduktazy glutationowej z drozdzy S. cerevisiae (EC 1.6.4.2).
Ubytek substratu keratynowego pior w hodowli bakterii oznaczano metoda wagowa.

Wyznaczono optymalne warunki aktywnosci proteaz i keratynaz ptynu pohodow-
lanego w zakresie temp. 25 - 60 °C i pH 4 - 12, a takze ich wrazliwo$¢ na inhibitory
i aktywatory (1-10 mM): EDTA, PMSF, NEM, Cysteina, CaCl,.

Wstepnie oceniono warto$¢ biatka keratynowego jako potencjalnego prekursora
biologicznie aktywnych peptydow. Sekwencje keratyny pidr otrzymano z bazy danych
UniProtKB (http://www.uniprot.org). Analiz¢ in silico bioaktywnych peptydow pro-
wadzono korzystajac z bazy BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/biopep).

Wiyniki i dyskusja

Hydroliza bialek keratynowych mozliwa jest z udziatem proteaz i keratynaz po-
chodzenia drobnoustrojowego. Obecnos$¢ keratyny w ubogim podtozu hodowlanym
indukuje biosynteze tych enzymow przez mikroorganizmy. Hydroliza enzymatyczna
keratyny pior wymaga zintegrowanego dzialania enzymoéw proteolitycznych i keraty-
nolitycznych oraz dodatkowo czynnikoéw redukujacych, ktore uczestniczg w zrywaniu
mostkow disiarczkowych cystyny [4]. W hodowli bakterii B. cereus B5e/sz w bioreak-
torze na ubogim podtozu z dodatkiem piér kurzych w poczgtkowym etapie, do 23. h,
wydzielane byly gléwnie keratynazy o aktywnos$ci 11 JK, a od 47. h proteazy, ktérych
aktywnos¢ byta prawie dziesigciokrotnie wyzsza i1 osiagneta warto§¢ 90 JP (rys. 1).
Umozliwito to bakteriom wykorzystanie keratyny pior jako zrodta C i N. Po pierwszej
dobie hodowli wykazano intensywne wydzielanie do $rodowiska rozpuszczalnego
biatka, pochodzacego z keratyny (0,72 mg/ml) oraz aminokwaséow (208 pg/cm’),
w tym takze z grupami sulfhydrylowymi (145 pg/cm’) (rys. 2). Ostatecznym efektem
keratynolizy byto uptynnienie pierza oraz 56,1 % ubytek suchej masy pior. Ponad po-
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towa biatka keratynowego ulegla hydrolizie, stanowigc potencjalne zrodto bioaktyw-
nych peptydéw. Uzyskiwanie hydrolizatow natywnej keratyny pior w warunkach
hodowli bakterii B. cereus B5e/sz w bioreaktorze mieszadtowym wydaje si¢ by¢ opty-
malnym rozwigzaniem ze wzgledu na wydajnos¢ procesu.
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Enzymy proteolityczne i keratynolityczne zawarte w ptynie pohodowlanym cha-
rakteryzowano poprzez wyznaczanie optymalnych warunkéw ich aktywnosci. W za-
kresie temp. 25 - 60 °C proteazy miaty najwyzszg aktywnos¢ w temp. 55 °C, a keraty-
nazy w temp. 45 °C (rys. 3). Zarowno w przypadku enzymow proteolitycznych, jak
1 keratynolitycznych najwyzsze aktywnosci odnotowano w $rodowisku obojetnym
o pH 6,8-7,6, a keratynaz dodatkowo w pH 6,2 (rys. 4).
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Fig. 4. Effect of pH on activity of proteases and keratinases contained in post-culture liquid of B. cereus
BSe/sz strain
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Przeprowadzone badania wykazaly, ze pozakomdrkowe proteazy i keratynazy
bakterii B. cereus B5/esz stanowig mieszaning enzymow, ktorych aktywno$¢ hamowa-
ty EDTA oraz w mniejszym stopniu PMSF 1 NEM. Proteazy mozna zaliczy¢ do meta-
loproteaz, poniewaz EDTA catkowicie hamowat ich aktywnos$¢ (rys. 5). Keratynazy
wykazywaly wigkszg niz proteazy wrazliwo$¢ na wszystkie inhibitory, a dodatkowo
aktywowaly je jony wapnia. Wigkszo$¢ enzymow produkowanych przez bakterie
z rodzaju Bacillus jest zaliczana do grupy alkalicznych proteinaz serynowych [3, 16,
21].
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Rys. 5.  Wplyw inhibitorow i aktywatoréw na aktywno$¢ keratynaz i proteaz zawartych w ptynie poho-
dowlanym bakterii B. cereus B5e/sz.

Fig. 5. Effect of inhibitors and activators on activity of keratinases and proteases contained in post-
culture liquid of B. cereus B5e/sz strain.

Wielu badaczy sugeruje koniecznos$¢ udzialu enzymow redukcyjnych w procesie
keratynolizy, obok enzymoéw proteolitycznych, np. reduktazy disulfidowej, ktora nie
jest wydzielana do $rodowiska, gdyz jest enzymem zwigzanym z btong komoérkowa
bakterii. W badaniach wlasnych réwniez wykazano jej obecnos¢ oraz oceniono poten-
cjalng mozliwo$¢ udzialu tych enzymow w sulfitolizie. Aktywnos¢ reduktazy disulfi-
dowej w homogenacie komorek wynosita 5,6 pmol/g-min, a w supernatancie homoge-
natu tylko 1,0 pmol/g'min. Wigkszos$¢ oczyszczonych keratynaz nie degraduje catko-
wicie keratyny pior [4, 8, 17].

Bialka keratynowe pochodzenia komorkowego oraz zawarte w wyrostkach skory
kregowcow znacznie roznig si¢ podatno$cig na keratynolize. RoOwniez sposob przygo-
towania substratu keratynowego i jego pochodzenie majg zasadniczy wpltyw na jej
koncowy efekt. W badaniach oceniono hydrolize keratyny pior kurzych rozpuszczonej
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z udziatem dimetylosulfotlenku, keratyny natywnej zawartej w pidrach kurzych oraz
keratyny welny owczej modyfikowanej chemicznie.

Keratynazy zawarte w ptynie pohodowlanym bakterii B. cereus B5e/sz wykazaty
najwyzsza aktywnos$¢ wzgledem keratyny rozpuszczalnej, ktdéra wyniosta w optymal-
nych warunkach dziatania 59,2 JK. Znacznie nizsza byta wobec substratu modyfiko-
wanego przez azurowanie (z keratyny welny owczej) i wynosita 0,87 JK. Najnizsza
aktywnos$¢ wynoszaca tylko 0,24 JK wykazaly keratynazy wzgledem natywnego sub-
stratu w postaci pior kurzych (rys. 6). Dowiedziono, ze utatwiona byla hydroliza roz-
puszczonego substratu, wstepnie pozbawionego wigzan sieciujgcych, i znacznie utrud-
niona w ich obecnosci. Enzymy keratynolityczne zawarte w plynie pohodowlanym
bakterii B. cereus B5e/sz moga wigc by¢ wykorzystane do hydrolizy bialek keratyno-
wych, do ktorych wykazuja specyficznosé.
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Rys. 6. Aktywno$¢ keratynolityczna enzymoéw zawartych w plynach pohodowlanych szczepu B. cereus
BS5e/sz wobec wybranych substratow keratynowych.

Fig. 6. Keratinolytic activity of enzymes contained in cultures of B. cereus B5e/sz strain towards some
selected keratinous substrates.

Za posrednictwem bazy BIOPEP, in silico zbadano sekwencje keratyny piodr ku-
rzych, wygenerowanej z bazy UniProtKB, pod wzgledem obecno$ci bioaktywnych
czasteczek peptydow. Badane biatko (UniProt: P02450) sktadato si¢ z 98 aminokwa-
soOw o masie molowej wynoszacej 9 972 Da. Ogétem w sekwencji aminokwasowej
keratyny pior kurzych zawartych bylo 30 bioaktywnych dipeptydow i 3 tripeptydy,
wsrod ktorych dominowaty inhibitory ACE o aktywno$ci przeciwnadci$nieniowej
(tab. 1). Ponadto stwierdzono obecno$¢ dwoch dipeptydow PG i GP o aktywnosci an-
tyamnezyjnej, przeciwkrzepliwej i regulacyjnej. Tripeptyd PGP moze wykazywac
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aktywnos$¢ chemotaktyczna, obnizajaca taknienie i inhibitora dipeptydylopeptydazy IV
(tab. 1).

Tabela 1

Bioaktywne peptydy zawarte w sekwencji aminokwasow keratyny pior kurzych; (Y) wzgledna czgstos$é
wystgpowania peptydow o danej aktywnosci [%o].

Bioactive peptides contained in the amino acid sequence in chicken feather keratin; (Y) relative occur-
rence frequency of fragments with definite activity [%].

Liczba
peptydoéw Sekwencja peptydow Y [%] Aktywno$¢ biologiczna
Number of Sequence of peptides ’ Biological activity
peptides
RF, FP, LPG, GP, PL, RP, LA, VP,
30 AA, GF, VG, GI, GL, AG, GR, FG, 50.68 ACE inhibitor
GS, GV, GG, SG, LG, EG, PG, VR,SF, ’ ACE inhibitor
RR, CF, PT, PQ, IQP
6 GP, LA, FP, LP, VP, VV 16,13 inhibitory / inhibitors
3 PGP, PG, GP 6,45 antyamnezyjna / antiamnestic
3 GP, PGP, PG 6,45 przeciwkrzepliwa / antithrombotic
3 GP, PGP, PG 6,45 regulacyjna / regulating
1 PGP 1,61 obnizajaca taknienie / anorectic
regulujaca proteoliz¢ ubikwitynozalezng
1 LA 1,61 . L . .
activating ubiquitin-mediated proteolysis
1 PGP 1,61 chemotaktyczna / chemotactic

Przeprowadzona analiza in silico ujawniajgca mozliwo$¢ uzyskania bioaktywnych
peptydow z keratyny pior kurzych sktania do kontynuowania badan w tym zakresie.
Otrzymane wyniki stanowig wstep do dalszych prac badawczych obejmujacych kera-
tynolizg, izolacje peptydow oraz oceng ich aktywnos$ci biologiczne;.

Whioski

1. Szczep bakterii B. cereus BS5e/sz wykazuje zdolno$¢ biosyntezy pozakomorko-
wych proteaz, ktore efektywnie uptynniajg keratyne pior kurzych.

2. Wstepnie scharakteryzowano pozakomorkowe proteazy bakterii B. cereus BSe/sz
o wysokiej specyficznosci wzgledem keratyny pidr kurzych, jako mieszaning
wzglednie termostabilnych obojetnych metaloproteaz.

3. Hydrolizat biatka wiokienkowego, jakim jest keratyna, moze stanowi¢ potencjalne
zrodto peptydow o aktywnosci biologiczne;.

4. Metoda in silico wykazano, ze w sekwencji aminokwasowej keratyny pior kurzych
zawarte sa gltownie di- 1 tripeptydy o aktywnosci biologicznej. Najwicksza
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wzgledna czestoscia wystepowania wynoszacg prawie 60 % charakteryzowat sig
inhibitor ACE.
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PROTEOLYSIS OF CHICKEN FEATHER KERATIN USING EXTRA-CELLULAR
PROTEOLYTIC ENZYMES OF BACILLUS CEREUS B5E/SZ STRAIN

Summary

While growing a Bacillus cereus BS5e/sz strain on a synthetic, feather-containing medium, keratins
classified as fibrous proteins were biodegraded. Their hydrolysis occurred in the presence of keratinolytic
proteases released into the environment. Those enzymes liquefied the insoluble native keratin, the chemi-
cally modified keratin, and, to a much higher extent, the soluble keratin. The bacterial keratinases consti-
tuted a mixture of relatively thermostable, neutral metalloproteases exhibiting a keratinolytic activity of
10.9 KU and a proteolytic activity of 90.5 PU. Using an in silico analysis, it was found that, within the
amino acid sequence of chicken feather keratin, short bioactive peptides were present and an ACE inhibi-
tor prevailed therein. The keratin hydrolysate could be a source of peptides for potential applications in
food products.

Key words: keratin, keratinolysis, Bacillus cereus, proteases, bioactive peptides



