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IMMOBILIZACJA SUBTILIZYN Z TRZECH GATUNKOW
BAKTERII: BACILLUS SUBTILIS, B. LICHENIFORMIS
IB. ALCALOPHILUS

Streszczenie

W pracy opisano immobilizacje subtilizyn: z B.subtilis IBTC-3 (typu BPN’), alkalostabilnej z B. al-
calophilus BP92 oraz Carlsberg z B. licheniformis na celulozie Whatman oraz szkle porowatym, wyko-
rzystujac metode diizocyjanianowa. Lepsze rezultaty data immobilizacja na szkle porowatym przy uzyciu
heksametylenodiizocyjanianu. Aktywno$¢ proteolityczna immobilizowanych preparatéw wynosita (37,5-
46,7 mjA/g nosnika przy wydajnosci 33-44%). W pracy okre$lono ponadto wilasciwosci subtilizyny ze
szczepu B. subtilis IBTC-3 immobilizowanej na szkle porowatym. Uzyskany preparat enzymatyczny
wykazywat optymalng aktywnos¢ proteolityczngw pH = 10,7 i temperaturze 60-65°C.

Wprowadzenie

Subtilizyny (EC 3.4.21.62) sa to proteinazy serynowe pozakomoérkowo wytwa-
rzane przez bakterie z rodzaju Bacillus. Wystepuja w kilku odmianach réznigcych sie
wiasciwosciami fizykochemicznymi (m.in. optymalnym pH, masa czasteczkowa,
punktem izoelektrycznym, sktadem aminokwasowym, a takze zdolnoscig do hydrolizy
syntetycznych substratéw, m.in. BTEE, ATEE) [8].). Dzieli sie je na dwie grupy:

a) subtilizyny typu Carlsberg (dawniej subtilopeptydazy A), obejmujace serynowe
proteinazy B. pumilus i B. licheniformis.

b) subtilizyny typu BPN' (dawniej subtilopeptydazy B), obejmujace subtilizyny BPN'
i Novo, a takze serynowe proteinazy B. subtilis NRRL B-3411 i B. subtilis var.
amylosacchariticus.

Alkalofilne szczepy z rodzaju Bacillus, produkujg subtilizyno-podobne proteina-
zy, odbiegajace nieco wiasciwosciami od typowych subtilizyn [18], Enzymy te wyro6z-
niajg sie wysoce alkalicznym optimum pH dziatania, siegajgcym nawet 11-12. Niekto-
rzy uwazajg, ze enzymy te sg pochodnymi subtilizyny Carlsberg. Jednakze wiasciwosci
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immunologiczne alkalostabilnej serynowej proteinazy wytwarzanej przez B. alca-

lophilus odbiegaja od wiasciwosci subtilizyny Carlsberg i BPN' [15].

Pomimo wspomnianych réznic, wszystkie subtilizyny majg identyczne centrum
aktywne, w ktérym seryna, histydyna, kwas asparaginowy tworzg tzw. katalityczng
triade [15]. Czasteczki subtilizyn zbudowane sg z pojedynczych taricuchdw polipepty-
dowych i sg stabilizowane obecnoscigjondéw Ca2+[13].

Subtilizyny znane sg z niewrazliwosci ich struktury na obecno$¢ zwigzkéw de-
naturujacych [1,3]. Utrzymujg aktywno$¢ proteolityczng i esterazowg w stezonych
roztworach mocznika, etanolu czy dioksanu [7,11], nie tracg réwniez aktywnosci w
Srodowisku silnie alkalicznym, w obecnosci detergentéw, wybielaczy tkanin i srodkéw
pioracych [6,7,11], Subtilizyny wykazuja szeroka specyficznos$¢ substratowa. Rozsz-
czepiajg ponadto estry roznych N-acetylowanych i N-benzoilowanych L-
aminokwasow, tzw. aktywnos¢ esterazowa.

W ostatnich latach interesujgcym kierunkiem rozwoju i modyfikacji procesow
biotechnologicznych jest zastepowanie stosowanych w nich wolnych biokatalizatoréw
ich immobilizowana forma.

Immobilizowane preparaty enzyméw wykazujg wiele istotnych zalet w poréwna-
niu z formami natywnymi:

« ufatwiajg kontrole procesu,

» umozliwiajg wielokrotne wykorzystanie biokatalizatora,

» pozwalajg na otrzymanie produktu nie zanieczyszczonego enzymem (wazne dla
przemystu spozywczego i farmaceutycznego),

» pozwalajg na prowadzenie procesow ciggtych,

« immobilizacja enzymu sprzyja celowej zmianie wtasciwosci katalitycznych, w tym
jego swoistosci, zaleznos$ci katalitycznej od pH, odpornosci na dziatanie czynni-
kow denaturujacych.

Wprowadzenie i stosowanie immobilizowanych biokatalizatorow otworzyto no-
we, wczeshiej niedostepne drogi rozwoju enzymologii stosowanej [5].

Celem pracy byty badania nad immobilizacjg trzech serynowych proteinaz: subti-
lizyny IBTC-3, wytwarzanej przez bakterie B. subtilis IBTC-3, alkalostabilnej z B.
alcalophilus i subtilizyny Carlsberg z B. licheniformis oraz okreslenie wiasciwosci
subtilizyny IBTC-3 immobilizowanej na szkle porowatym metodg diizocyjanianowa.

Materiaty i metody badan

Odczynniki

Do badan zastosowano nastepujace odczynniki: hexametylenodiizocyjanian
ALDRICH, chlorek cyjanurowy SIGMA, aldehyd glutarowy ALDRICH, trietyloamina
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POCH (Gliwice), hemoglobina wotowa BIOMED, ester etylowy N-benzoilo-L-
argininy (BAEE) SIGMA, celuloza Whatman, szkto porowate CORMAY (Lublin).

Stosowane enzymy

» Subtilizyna IBTC-3 (typu BPN’), wytwarzana przez szczep B. subtilis IBTC-3
znajdujacy sie w kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej PE. Enzym wyizolowa-
ny zostat z zatezonego filtratu podioza pohodowlanego bakterii, a nastepnie wy-
solony siarczanem amonu w temperaturze 4°C i pH 7,4, a nastepnie rozpuszczony
w 0,1% octanie wapnia i poddany dializie wobec 0,1% roztworu octanu wapnia o
pH 6,4 w temperaturze 6°C przez 12 godzin. Kolejny etap obejmowat oczyszcza-
nie na DEAE-celulozie w 0,1% roztworze octanu wapnia o pH 6,4 w celu elimina-
cji biatek balastowych, w tym a-amylazy i metaloproteinazy. Icm3podczyszczo-
nego roztworu enzymu zawierat 7,5 mg biatka i wykazywat aktywno$¢ proteoli-
tyczng 8,5 mjA.

» Proteinaza alkalostabilna z B. alcalophilus PB92. Wykorzystano preparat handlo-
wy MAXACAL. 0,59 preparatu rozpuszczano w 25 ¢cm30,1% octanu wapnia. 1
cm3 roztworu enzymu zawierat 1,6 mg biatka i wykazywat aktywno$¢ proteoli-
tyczng 9 mjA.

» Subtilizyna Carlsberg z B. licheniformis. Preparat handlowy MAXATASE. 0,5 ¢
preparatu rozpuszczano w 25 ¢cm30,1% octanu wapnia. 1 cm3 roztworu enzymu
zawierat 2 mg biatka i wykazywat aktywnos¢ proteolityczng 10 mjA.

Metody analityczne

Aktywnos$¢ proteolityczng subtilizyn i ich immobilizowanych preparatéw ozna-
czono metodg Ansona [4], stosujac jako substrat zdenaturowang mocznikiem hemo-
globine wotows.

Za jednostke aktywnosci proteolitycznej Ansona [jA] przyjeto te ilos¢ enzymu,
ktéra w warunkach standardowych testu (6 cm3inkubatu, 100 mg hemoglobiny, tempe-
ratura 25°C) hydrolizuje zdenaturowang hemoglobine z taka szybkoscig poczatkowa,
ze ilos¢ rozpuszczonego w 5% kwasie tréjchlorooctowym produktu hydrolizy powsta-
jaca w czasie jednej minuty, daje po reakcji z odczynnikiem Folina warto$¢ absorban-
cji odpowiadajaca ImM tyrozyny.

Aktywnos$¢ esterazowg oznaczono spektrofotometrycznie [12] przy A = 254 nm,
pH 8,0 i temperaturze 25°C, stosujac jako substrat ester etylowy N-benzoilo-L-
argininy (BAEE). Aktywno$¢ wyrazono w jednostkach esterazowych [jE], okreslaja-
cych ilos¢ mikromoli roztozonego w ciagu jednej minuty substratu, w przeliczeniu na
BAEE.

Biatko oznaczano metodg Lowry [9].

Termostabilno$¢ okreslono w nastepujacych warunkach preinkubacji: pH 9,0, za-
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kres temperatur 20-70°C oraz czas t = 10 min. i t= 60 min.

Stalg Michaelisa-Menten okre$lono dla hemoglobiny w nastepujacych warun-
kach: optymalne pH, temperatura 25°C, stezenie substratu 0,1-2%. Warto$ci KMi Vnax
wyznaczono z wykresu Lineweavera-Burka.

Immobilizacja enzymdw na szkle porowatym lub celulozie metod g diizocyjanianowa [2]

1 g nosnika (szkta porowatego o dp = 200-315 uni, D = 63,2 nm lub celulozy
Whatman) zawieszono w 50 cm3 acetonu. Nastepnie dodano po 2 cm3trietyloaminy i
hexametylenodiizocyjanianu i mieszanine reakcyjng pozostawiono na 45 min w tempe-
raturze pokojowej. Nosnik przemyto 50 cm3acetonu, a nastepnie trzy razy 30 cm3wo-
dy. Po 1 g uaktywnionego nosnika tgczono z 12,5 cm3roztwordw badanych subtilizyn.
Immobilizacje prowadzono w temperaturze 4°C w ciggu 16-18 godzin, mieszajgc. Im-
mobilizowany enzym oddzielono od roztworu, przemyto trzema porcjami 0,1% octanu
wapnia i pozostawiono do suszenia w temperaturze pokojowej na 24 godziny.

Wyniki i dyskusja

Immobilizacja subtilizyn

W tabeli 1. zestawiono wyniki badan nad immobilizacjg subtilizyn: z B. subtilis
IBTC-3, alkalostabilnej z B. alcalophilus PB92 oraz Carlsberg z B. licheniformis na
celulozie Whatman aktywowanej metoda diizocyjanianowg. We wszystkich trzech
przypadkach aktywno$¢ proteinaz na no$niku po immobilizacji jest zblizona i wynosi
17-19 mjA/g nosnika przy wydajnosci 15-16% liczonej wzgledem aktywnosci subtili-
zyn w roztworach uzytych do procesu. Najwiecej biatka (52,6 mg) osadzito sie pod-
czas immobilizacji subtilizyny IBTC-3, nalezy jednak bra¢ pod uwage, ze ten enzym
byt najstabiej oczyszczony - jego aktywno$¢ whasciwa wynosita okoto 1,1 mjA/g biat-
ka. Najmniej biatka na nosniku osadzito sie podczas immobilizacji subtilizyny alkalo-
stabilnej (aktywnos¢ wiasciwa tego enzymu byla najwyzsza i wynosita 5,6 mjA/g biat-
ka).

W tabeli 2. zamieszczono wyniki badan nad immobilizacjg subtilizyn na szkle po-
rowatym aktywowanym metodg diizocyjanianowa. Aktywnos¢ subtilizyn IBTC-3 i
Carlsberg na nos$niku po immobilizacji jest zblizona i wynosi 46-48 mjA/g nosnika
przy wydajnosci 38-44% liczonej wzgledem aktywnosci w roztworach uzytych do
procesu. Najstabsze wyniki immobilizacji uzyskano dla subtilizyny alkalostabilnej
(37,5 mjA/g nodnika przy wydajnosci 33,3%). 1los¢ biatka wigzanego z nosnikiem byla
zdecydowanie mniejsza (11-22 mg/g nosnika) anizeli podczas immobilizacji na celulo-
zie Whatman. Najwiecej biatka (22mg) osadzito sie podczas immobilizacji subtilizyny
IBTC-3,natomiast najmniej podczas immaobilizacji subtilizyny alkalostabilnej (11 mg/g
nosnika).
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Immobilizacja na celulozie metodg diizocyjanianowa.
Immaobilization on cellulose with diisocyanate method.

Aktywnos$¢ proteolityczna

Enzym . .
Proteolytic activity
Enzyme .
[mjA/g ]

Subtilizyna IBTC-3 17
Subtilisin IBTC-3
Subtilizyna Carlsberg 1
Subtilisin Carlsberg
Proteinaza alkalostabilna PB92 17

High-alkaline proteinase PB92

Immobilizacja na szkle porowatym metoda diizocyjanianowa.

Immobilization on porous glass with diisocyanate method.

Aktywnos¢ proteolityczna

Enzym . ..
Proteolytic activity
Enzyme X
[mjA/g ]
Subtilizyna IBTC-3
- 46,7
Subtilisin IBTC-3
Subtilizyna Carlsberg 48
Subtilisin Carlsberg
Proteinaza alkalostabilna PB92
37,5

High-alkaline proteinase PB92

Wihasciwosci immobilizowanej subtilizyny IBTC-3

Agnieszka Glowacka, Tadeusz Trzmiel

Wydajnos¢
Yield
(%]

16

15,2

151

Wydajnosé
Yield
(%]

44

38,4

33,3

Biatko
Protein

[ma/g]

52,6

43,6

22,8

Biatko
Protem

[mg/g]

22

16,7

Tabela 1

Wydajnosé
Yield
(%]

56

40

26

Tabela 2

Wydajnosé
Yield
(%]

16

11,6

8,5

W tabeli 3. oraz na rysunkach 1i 2 prezentujemy wiasciwosci preparatu immobi-
lizowanej subtilizyny IBTC-3 na szkle porowatym aktywowanym heksametylenodii-
zocyjianianem. Wybor tego preparatu podyktowany byt jego wysoka aktywnoscig
proteolityczng (46,7mjA/g nosnika), jak rowniez ciekawymi wiasciwosciami katali-
tycznymi w kierunku syntezy estru etylowego kwasu fenylooctowego (wyniki w trak-
cie opracowan). W celu poréwnania przedstawiamy rowniez wiasciwosci natywnej

subtilizyny IBTC-3.
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Tabela 3
Wiasciwosci preparatéw subtilizyny z Bacillus subtilis IBTC-3.
The properties of subtilisin preparations from Bacillus subtilis IBTC-3.
Parametry Preparat natywny * Preparat immobilizowany
Parameters Native preparation Immobilized preparation
Optymalne pH
Optimum pH 10.2 107
Opt.ymalna temperatura 60 60-65
Optimum temperature [°C]
Aktywnos¢ proteolityczna
Proteolityc activity fmjA/g]
-pH optymalne 600 46,7
-pH 7,3 522 41,90
Aktywno$¢ esterazowa
Esterase activity [JE/g ] 739 241
Zawartos¢ biatka
Protein content [mg/g] 283 22
KMdla hemoglobiny
KMfor hemoglobin [M]x10°5 180 9.2
Czas potrwania (tygodnie) 29

Half-life,( weeks) -
* dla preparatu statego po wysoleniu siarczanem sodowym

Rys. 1. Wptyw pH na aktywno$¢ proteolityczng immobilizowanej subtilizyny IBTC-3.
Fig. 1.  Effect of pH value on the proteolytic activity of immobilized subtilisin IBTC-3.
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Rys. 2. Wptyw temperatury na aktywno$¢ proteolityczng immobilizowanej subtilizyny IBTC-3.
Fig. 2.  Effect of the temperature on the proteolytic activity of immobilized subtilisin IBTC-3.

Prezentowane wyniki wskazuja, ze dla immobilizowanej subtilizyny ze szczepu
B. subtilis IBTC-3 optymalne pH dziatania wobec hemoglobiny wynosi pH = 10,7, a
wiec wzrosto o 0,5 jednostki w poréwnaniu z formg natywna. Réwniez optymalna
temperatura dziatania subtilizyny po immobilizacji ulegta przesunieciu w Kkierunku
wyzszych wartosci (z 60°C do 65°C), co posrednio Swiadczy o jej wiekszej termosta-
bilnosci.

Zjawiskiem niekorzystnym towarzyszacym procesowi immobilizacji subtilizyny
ze szczepu B. subtilis IBTC-3 na szkle porowatym z wykorzystaniem metody diizocy-
janianowej jest wzrost wartosci KMwobec hemoglobiny z 1,89-10'5 [M] do 9,2-10'5
[M], co $wiadczy o zmniejszeniu sie powinowactwa immobilizowanej proteinazy w
stosunku do zwigzkoéw wielkoczasteczkowych. Stosunek aktywnosci proteolitycznej
do esterazowej natywnego enzymu wynosi 81, a po immobilizacji tylko 19. Moze to
sugerowac, ze zwigzki wielkoczasteczkowe (np. hemoglobina) maja utrudniony dostep
do centrum aktywnego immobilizowanej subtilizyny w poréwnaniu do zwigzkéw ni-
skoczagsteczkowych (np. BAEE), w stosunku do ktérych przejawia ona swojg aktyw-
nos¢ esterazowa.

Podsumowanie

Przedstawione wyniki badan potwierdzajg, ze subtilizyny sg enzymami trudnymi
do immobilizacji. Przypuszcza sie, ze przyczyna utraty wiasciwosci Kkatalitycznych
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niektorych czasteczek tych enzymow, znajduje sie w naturze budowy przestrzennej
subtilizyn. Z uwagi na brak mostkéw disulfidowych -S-S- [10], role stabilizujaca jej
przestrzenng strukture, peinig wigzania jonowe -NH3+' OOC- [19]. W przypadku
stosowania wiekszo$ci metod kowalencyjnego wigzania biatka enzymatycznego z no-
$nikiem, immobilizacja zachodzi prawie wylgcznie poprzez wolne grupy aminowe
enzymu, co prawdopodobnie niszczy cze$¢ wigzan jonowych i powoduje destabilizacje
struktury enzymu i w konsekwencji jego inaktywacje. Aktywacja nosnika heksamety-
lenodiizocyjanianem powoduje, iz obok grup -NH2 , enzym wigze sie z no$nikiem
rowniez poprzez grupy -OH [2, 17], Mozna zatozy¢, ze czasteczki subtilizyny wigzane
przez grupy -OH sg nadal aktywne, natomiast te wigzane przez -NH2ulegajg w prze-
wazajgcej czesci inaktywaciji.

Metoda z uzyciem szkla jako nosnika umozliwita otrzymanie z duzg powtarzalno-
$cia preparatow immobilizowanych subtilizyn: IBTC-3, Carlsberg i alkalostabilnej o
aktywnosci proteolitycznej (37,5-48 mjA/g nosnika). Wydajno$¢ procesu liczona
wzgledem aktywnosci proteolitycznej jest zadowalajaca (33,3-44% teoretycznej).
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THE IMMOBILIZATION OF SUBTILISINS FROM THREE BACTERIA SPECIES: BACILLUS
SUBTILIS, B. LICHENIFORMIS AND B. ALCALOPHILUS

Summary

In the study the immobilization of subtilisins (from B. subtilis IBTC-3 (type BPN’), high-alkaline
from B. alcalophilus BP92, Carlsberg from B. licheniformis) on Whatman cellulose and porous glass with
diisocyanate method was carried out. The immobilization on porous glass activated by hexamethylene
diisocyanate gave better results than on Whatman cellulose. The proteolytic activity of immobilized
preparations was 37,5-46,7 mjA/g of support with 33-44% yield.

The properties of subtilisin from strain B. subtilis IBTC-3 immobilized on porous glass were investi-
gated. The obtained enzymatic preparation showed optimum proteolytic activity at pH = 10,7 and at 60-
65°C. H



