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Abstrakt. Bakterie reprezentujace rodzaj Bacillus stosowane sa
do produkcji wielu komercyjnych biopreparatow. Mikroorgani-
zmy te charakteryzuja si¢ duza szybko$ciag wzrostu, a takze wy-
dajnym systemem syntezy i sekrecji biatek. Szczegolne znaczenie
maja syntetyzowane przez nie a-amylazy, ktore posiadaja szero-
kie spektrum zastosowan poczawszy od przemystu spozywczego,
bedacego gtdéwnym odbiorcg enzymu, skonczywszy na przemy-
$le farmaceutycznym. W zwiazku z réznorodnoscia potrzeb po-
szczegblnych galezi przemystu istnieje konieczno$¢ produkeji
preparatow amylolitycznych charakteryzujacych si¢ zréznico-
wanymi optymalnymi parametrami kinetycznymi, szczegolnie
w odniesieniu do pH oraz temperatury. Celem badan byta izo-
lacja $rodowiskowych szczepow bakterii nalezacych do rodzaju
Bacillus wykazujacych aktywno$¢ amylolityczng oraz okreslenie
wplywu czynnikow $rodowiskowych na katalityczne dziatanie
syntetyzowanych przez nie enzymow. Analizowano pig¢ biatek
produkowanych przez trzy szczepy B. subtilis oraz przez jeden
szczep B. pumilus 1 B. licheniformis. Przeprowadzone badania
wykazaly, iz wszystkie a-amylazy zachowywaty aktywno$¢ w
pH 3,6-10,0 i w szerokim przedziale temperatur 25-100°C. Ak-
tywnos¢ poszczegolnych enzymow podano w postaci ich aktyw-
nosci wlasciwej. Ustalono, iz najwigksza aktywnos¢ amylolitycz-
na wykazywato biatko syntetyzowane przez szczep B. pumilus
P2 (188 U-mg™'), najmniejsza aktywnoscig charakteryzowat si¢
natomiast enzym produkowany przez B. subtilis S10 (77 U-mg™).

stowa kluczowe: Bacillus sp., a-amylaza, enzymy, pH, termo-
stabilnos¢

WSTEP

Rodzaj Bacillus stanowig gramdodatnie lub gram-
zmienne, cylindryczne, zwykle ruchliwe komorki urzeg-
sione perytrychalnie lub biegunowo. Znane sa réwniez
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gatunki nie wykazujace zdolno$ci ruchu, jak B. anthracis
czy B. mycoides. Mikroorganizmy nalezace do rodzaju Ba-
cillus sa z reguly katalazododatnie, tlenowe lub wzglednie
beztlenowe. Charakteryzuja si¢ wysokim stopniem zroz-
nicowania fizjologicznego oraz metabolicznego uwarun-
kowanego réznorodnoscia genetyczna, na co wskazuje za-
warto$¢ G+C w ich chromosomalnym DNA wahajaca si¢
od 32 do 69%. Drobnoustroje te moga bytowa¢ w $rodo-
wiskach o duzej rozpigtosci temperatur, pH oraz zasolenia.
W obrgbie rodzaju wyr6ézni¢ mozna zardwno organizmy
termofilne, izolowane z goracych zrédet wulkanicznych,
jak 1 psychrofilne, rosnace w temperaturze 0°C. Ponadto,
wyroznia si¢ tutaj zarowno gatunki alkalifilne (B. alcalo-
philus, B. lentus), jak 1 acydofilne (B. coagulans) (Szcze-
sna-Antczak, Trzmiel, 2008).

Bakterie z rodzaju Bacillus sa szeroko rozpowszech-
nione w naturze. Izoluje si¢ je z gleby, wod stodkich oraz
stonych, ale takze z przewodu pokarmowego zwierzat czy
Z psujacej si¢ zywnosci. Przyczyna takiej sytuacji jest zdol-
nos$¢ tych bakterii do tworzenia endospor, pozwalajacych
przezy¢ w Srodowiskach o niesprzyjajacych parametrach
fizykochemicznych.

Gatunki z rodzaju Bacillus charakteryzuja si¢ duza
szybkos$cia wzrostu, wydajnym systemem syntezy i se-
krecji bialek zewnatrzkomorkowych pozwalajacym na
syntezg do 20 do 25 g-I"! produktu (Deb i in., 2013). Co
wigcej, wigkszos$¢ z nich stanowia gatunki bezpieczne dla
ludzi i zwierzat (posiadajg status GRAS, z ang. Generally
Recognized As Safe), wyjatek stanowi patogenny gatunek
B. anthracis oraz blisko z nim spokrewniony B. cereus. Po-
wyzsze cechy bakterii Bacillus sp. sa przyczyna ich czgste-
go zastosowania do produkcji preparatow komercyjnych,
w tym enzymow, antybiotykow, insektycydow, witamin,
a takze innych metabolitow (kwas hialuronowy, poligalak-
turonowy) (Schallmey i in., 2004; Harwood, Cranenburgh,
2008). Wigkszos¢ otrzymywanych na skale przemystowa
bioproduktow stanowia metabolity wtorne, ktorych synte-
za nie jest zwigzana bezposrednio ze wzrostem liczby ko-
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morek drobnoustrojow, co wptywa na poprawe ekonomiki
procesu. Szacuje si¢, ze potowa powstajacych preparatow
enzymatycznych otrzymywana jest z udzialem bakterii
z rodzaju Bacillus, zalicza si¢ do nich proteazy, amylazy,
pullulanazy czy izomerazy, przy czym ok. 25% z nich sta-
nowia a-amylazy (Szczesna-Antczak, Trzmiel, 2008). En-
zymy te, zdolne do hydrolizy wigzan a-1,4-glikozydowych
w czasteczce skrobi, stosowane sg obecnie w przemysle
spozywczym, chemicznym, a takze farmaceutycznym,
tekstylnym czy papierniczym (Aiyer, 2005; Souza, Ma-
galhaes, 2010; Sailasi in., 2013). Uwzgledniajac potrze-
by przemystu, istnieje konieczno$¢ produkcji preparatow
amylolitycznych charakteryzujacych si¢ zréoznicowanymi
wiasciwo$ciami, przede wszystkim w odniesieniu do opty-
malnych warunkéw ich aktywnos$ci, w tym pH oraz tem-
peratury. Szczegolnie istotng rolg odgrywaja termostabilne
a-amylazy, ktére zachowujg aktywno$¢ w temperaturach
powyzej 100°C pozwalajacych na uplynnienie, a nastepnie
hydrolize skrobi. Dostepne na rynku preparaty a-amylazy
produkowane sg gtéwnie przez bakterie B. amyloliquefa-
ciens, B. stearothermophilus oraz B. licheniformis, a takze
B. subtilis (Reddy i in., 2003). Mimo bliskiego pokrewien-
stwa trzech pierwszych wymienionych mikroorganizméw,
syntetyzowane przez nie enzymy roznig si¢ wlasciwoscia-
mi, szczegdlnie termostabilnoscig. Zachowuja one swoja
aktywno$¢ po inkubacji w temperaturze 90°C (pH 6,5)
przez odpowiednio 2, 50 i 270 min (Tomazic, Klibanov,
1988a, 1988b), co wiecej termostabilna amylaza synte-
tyzowana przez B. licheniformis zachowuje aktywno$¢
w temperaturze 105°C, podczas gdy amylaza B. amylolique-
faciens w temperaturze 85°C.

B. licheniformis, B. subtilis oraz B. amyloliquefaciens
stosowane w przemyslowej produkcji preparatow amylo-
litycznych, podobnie jak B. pumilus nalezg do grupy Ba-
cillus subtilis lub tez ,,subtilis spectrum”. DNA chromoso-
malne tych mikroorganizméw liczy ok. 4,2 Mpz i wyka-
zuje homologi¢ na poziomie ok. 70% w stosunku do DNA
genomowego bakterii B. subtilis, podczas gdy poziom po-
krewienstwa sekwencji genu 16S rRNA wynosi 98-99%.
Z tego tez powodu rozréznienie poszczegdlnych gatunkow
nalezacych do grupy Bacillus subtilis z wykorzystaniem
klasycznych metod identyfikacji opierajacych si¢ na ana-
lizie cech morfologicznych, fizjologicznych i biochemicz-
nych jest praktycznie niemozliwe (Wang i in., 2007; Ro-
oney i in., 2009). Kwestia ta jest dodatkowo utrudniona
w przypadku szczepoéw izolowanych ze srodowiska natu-
ralnego (Kwon i in., 2009; Rooney i in., 2009), ktérych
profile biochemiczne réznig si¢ od profili szczepow kolek-
cyjnych, co jest uwarunkowane mutacjami adaptacyjnymi
zachodzacymi na poziomie DNA indukowanymi zmienia-
jacymi si¢ czynnikami fizykochemicznymi $rodowiska.

Celem przeprowadzonych badan bytla izolacja $rodo-
wiskowych szczepow bakterii nalezacych do rodzaju Ba-
cillus, ze szczegdlnym uwzglednieniem gatunkoéw repre-
zentujacych grupe Bacillus subtilis, wykazujacych aktyw-

no$¢ amylolityczna, a takze okreslenie wptywu czynnikow
srodowiskowych na katalityczne dziatanie tych enzymow.
Preparaty charakteryzujace si¢ najwickszg aktywnoscia
w pH 7,0, specyficznym dla enzymoéw produkowanych
przez szczepy grupy Bacillus subtilis, analizowano pod ka-
tem ustalenia optymalnych dla ich aktywno$ci warunkow
fizykochemicznych, tj. temperatury i pH $rodowiska.

MATERIALY I METODY

Material biologiczny

Materiat biologiczny stanowity 22 szczepy bakterii repre-
zentujacych grupe Bacillus subtilis, w tym: 16 szczepow
z gatunku B. subtilis, 3 szczepy z gatunku B. licheniformis
oraz 3 B. pumilus wyizolowane z gleby oraz rozdrobnio-
nych ziaren zb6z. Analiz¢ profilu biochemicznego szcze-
péw wykonano w odniesieniu do kolekcyjnych szczepow
B. subtilis PCM 2021, B. licheniformis PCM 1847 oraz
B. pumilus PCM 2641.

Identyfikacja izolatéw

Proby gleby oraz rozdrobnionych ziaren zbdz rozcienczo-
no, a nastgpnie wysiano na podloze Luria-Bertani (LB,
Gerhardt i in., 1984) z dodatkiem skrobi (2%). Hodow-
le prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 44°C
z szybko$cig wstrzasania 120 obr./min celem wstepnej
selekcji gatunkow termofilnych. Uzyskane zawiesiny bak-
terii rozcienczono, a nastgpnie wysiano na podloze LB
z dodatkiem agaru (2%) oraz skrobi (2%) i hodowano
24 h w 44°C. Aktywno$¢ amylolityczng izolatéw oznacza-
no poddajac hodowle bakterii dzialaniu oparéw jodu sub-
limowanego (Bailey, Whelan, 1961). Czyste kultury bak-
terii wykazujace aktywnos$¢ amylolityczng identyfikowano
w oparciu o cechy morfologiczne i biochemiczne. Charak-
terystyke szczepdw sporzadzono w odniesieniu do szcze-
pow referencyjnych B. subtilis PCM 2021, B. lichenifomis
PCM 1847 oraz B. pumilus PCM 2641. Analizy wykona-
no zgodnie z ogolnie przyjetymi protokotami (Slepecky,
Hemphill, 2006). W przypadku izolatoéw, ktorych profil
roznit si¢ znaczaco od wiasciwosci szczepow kolekeyj-
nych, wykonano analiz¢ profilu dlugosci fragmentow
restrykcyjnych genu 16S rRNA (RFLP, ang. Restriction
Fragment Length Polymorphism) trawionego enzymem
restrykcyjnym 7aql (Fermentas).

Analiza aktywnoS$ci amylolitycznej, wplywu pH i tem-
peratury preinkubacji oraz reakcji enzymatycznej na
aktywnos$¢ a-amylaz

Czyste kultury bakterii wyizolowane ze $rodowiska na-
turalnego, wykazujace aktywno$¢ amylolityczng wysiano
na podtoze LB z dodatkiem skrobi (2%). Hodowle prowa-
dzono przez 48 godzin w warunkach 44°C, 120 obr./min.
Plyn pohodowlany, zebrany po 24 i 48 godzinach hodowli,
analizowano pod katem aktywno$ci amylolitycznej. Ak-
tywnos¢ preparatow okre§lano na podstawie ilo$ci cukrow
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prostych uwolnionych przez enzym w ciggu jednej minuty
reakcji enzymatycznej prowadzonej wobec 1% roztworu
skrobi w buforze fosforanowym o pH 7,0, w temperaturze
44°C. Stegzenie cukrow redukujacych uwalnianych z hy-
drolizowanego substratu przez enzym oznaczano metoda
Millera (Zgirski, 1999a). Pi¢¢ preparatow enzymatycznych
wykazujacych najwicksza aktywnos$¢ poddano analizom
majacym na celu ustalenie optymalnych dla ich aktywno-
$ci parametrow fizykochemicznych, a takze ich termosta-
bilnosci.

Aktywno$¢ preparatow enzymatycznych mierzono
w roztworach o pH 3,6, 5,0, 7,5, 10,0 (3,6-5,6 bufor octa-
nowy; 5,7-8,0 bufor fosforanowy; 9,2—10,7 bufor weglano-
wy) oraz w temperaturze 25, 50, 70 i 100°C. Analizowano
ponadto wplyw temperatury preinkubacji enzymu na jego
aktywnos¢ katalityczng, w tym celu preparat enzymu, w
optymalnym dla jego aktywnosci pH, inkubowano w szero-
kim przedziale temperatur poczawszy od temperatury poko-
jowej (25°C), skonczywszy na 100°C (Zgirski, 1999b).

Oznaczanie stezenia bialek zewnatrzkomérkowych

Stezenie bialek zewnatrzkomorkowych w brzeczce po-
hodowlanej po 24 godzinach hodowli bakterii oznaczano
metodg Bradforda, stosujac jako standard serum albuminy
(BSA, Sigma-Aldrich) (Bradford, 1976). Stezenie obliczono
stosujac krzywa wzorcowa o rownaniu y = 0,496x + 0,379
o zakresie stosowalnosci OD,,; 0,3-0,9, sporzadzong dla

spektrofotometru T60 UV-Visible Spectrophotometer (PG
Instruments).

WYNIKI

Identyfikacja izolatow
Szczepy izolowane z gleby oraz rozdrobnionych ziaren
zb6z charakteryzowano w oparciu o klasyczne techniki
identyfikacji, a zatem na podstawie analizy cech morfo-
logicznych i biochemicznych. Wyizolowano 52 szczepy
bakterii nalezace do rodzaju Bacillus, wszystkie sklasy-
fikowano jako gramdodatnie, przetrwalnikujace lasecz-
ki wykazujace zdolno$¢ ruchu. W oparciu o wykonang
analiz¢ biochemiczng wyodrgbniono kolejno 22 szczepy
charakteryzujace si¢ profilem metabolicznym zblizonym
do szczepow referencyjnych B. licheniformis PCM 1847,
B. pumilus PCM 2641 oraz B. subtilis PCM 2021 (tab. 1).
Wyizolowano 16 szczepow bakterii nalezacych do gatunku
B. subtilis (S1-S16), a takze 3 reprezentujace gatunek B.
licheniformis (L1-L3) oraz 3 szczepy B. pumilus (P1-P3).
Szczepy L2, L3 nalezace do gatunku B. licheniformis
prezentowaly taki sam profil biochemiczny jak szczep ko-
lekcyjny, podczas gdy szczep L1, w przeciwienstwie do
szczepu B. licheniformis PCM 1847, wykazywatl zdolno$¢
do fermentacji arabinozy i ksylozy. Szczepy Pl oraz P2,
w odréznieniu od szczepu kolekcyjnego B. pumilus PCM
2641 (K2), wykazywaty zdolno$¢ do hydrolizy skrobi oraz
produkcji kwaséw z arabinozy, co jest nietypowe dla tego

gatunku. Przynalezno$¢ szczepoéw P1 oraz P2 do gatun-
ku B. pumilus ustalono z zastosowaniem metod biologii
molekularnej (analiza RFLP genu 16S rRNA trawionego
enzymem restrykcyjnym Zagl). Szczep P3 jako jedyny po-
$rdd badanych izolatow nie hydrolizowal skrobi, natomiast
roznit si¢ od szczepu referencyjnego jedna cecha, tzn. bra-
kiem zdolno$ci do fermentacji glukozy. W grupie izolatow
nalezacych do gatunku B. subtilis, jeden (S4) wykazywat
100% zgodnosci cech biochemicznych ze szczepem ko-
lekcyjnym, podczas gdy pozostate roznity si¢ od szczepu
kolekcyjnego zdolno$cia do fermentacji ksylozy.

Analiza aktywno$ci amylolitycznej

Wsrdd 22 szezepow izolowanych ze §rodowiska natural-
nego, 21 wykazywato aktywno$¢ amylolityczna w warun-
kach pH 7,0, 44°C (rys. 1). Wyjatek stanowit szczep skla-
syfikowany jako B. pumilus P3. Najnizszy poziom aktyw-
no$ci a-amylaz stwierdzono w odniesieniu do szczepow
z gatunku B. licheniformis, ktéra wynosita od 0,5 (L2) do
0,9 U-ml! (L1) w ptynie pohodowlanym po 24. godzinie
hodowli. Natomiast po 48 godzinach hodowli odnotowano
aktywnos$¢ na poziomie 1,0 (L3) do 1,3 U'ml'! (L1). Dwu-
krotnie wickszg aktywnoscig charakteryzowatly si¢ szcze-
py B. pumilus, ktéra po 24 godzinach wynosita 2,0 (P2)
do 2,1 U-ml'! (P1), podczas gdy po 48 godzinach hodowli
stwierdzono aktywnos$¢ a-amylaz na poziomie 1,6 (P1)
i 2,3 U'ml! (P2). W obrebie gatunku B. subtilis stwier-
dzono, iz wigkszo$¢ szczepow po 24 godzinach hodowli
syntetyzowato a-amylazy o aktywnosci ok. 2,5 U-ml?,
natomiast $rednia aktywno$¢ amylaz wydzielanych do
pozywki hodowlanej po 48 godzinach hodowli wynosita
2,6 U-ml!. Najwigkszg aktywnoscig amylolityczng zarow-
no po 24, jak i po 48 godzinach hodowli charakteryzowat si¢
szczep B. subtilis S1 1 wynosita ona odpowiednio 3,3 oraz
4,5 U-ml!. Znacznie nizszg aktywnos$¢ reprezentowaty
amylazy syntetyzowane po 24 godzinach przez szczepy
S3, S6, S8 oraz S10, S11, S12, jednakze po 48 godzinach
hodowli aktywno$¢ tych enzymoéw wzrosta do poziomu
4,0 U'ml! dla szczepu S3 oraz ok. 3,0 U'ml! dla pozo-
statych szczepdw. Zaobserwowano, iz w przypadku bada-
nych szczepdw B. licheniformis aktywno$¢ a-amylaz syn-
tetyzowanych po 24 godzinach byla mniejsza niz amylaz
wydzielanych do $rodowiska po 48 godzinach hodowli.
W odniesieniu do szczepow gatunku B. pumilus oraz B.
subtilis nie odnotowano zadnej prawidlowosci, jest to za-
tem cecha szczepozalezna. Kolejnym analizom majacym
na celu ustalenie wplywu temperatury oraz pH na wtasci-
wosci katalityczne enzymow poddano amylazy syntetyzo-
wane przez szczepy L1, P2, a takze S1, S3 oraz S10.

Analiza wplywu pH i temperatury preinkubacji oraz
reakcji enzymatycznej na aktywnos$¢ a-amylaz

Bialka syntetyzowane przez szczepy B. licheniformis L1,
B. pumilus P2 oraz trzy szczepy B. subtilis oznaczone
odpowiednio S1, S3 oraz S10, wykazywaly aktywno$¢
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Tabela 1. Charakterystyka biochemiczna izolatoéw srodowiskowych oraz szczepdw referencyjnych
Table 1. Biochemical characteristic of isolated and reference strains.

Wytwa-  Wytwa-  Wytwa-  Wytwa-
Uplynnia- rzanie rzanie rzanie rzanie
nie zela- Hydroliza Redukcja kwasuz  kwasuz  kwasuz gazu z
Test VP tyny skrobi  azotanéw arabinozy ksylozy  glukozy  glukozy
VP test Gelatin ~ Starch hy-  Nitrate Produc-  Produc-  Produc-  Produc-
liquefac-  drolysis  reduction  tion of tion of tion of tion of
tion acid from acid from acid from gas from
arabinose  xylose glucose glucose
- - + -

Wyko-
Aktyw-  rzystanie
nos¢ kata-  cytrynia-
lazy noéw
Catalase Citrate
activity utyliza-
tion

Szczep
Strain

K1
K2
K3
L1
L2
L3
Pl
P2
P3
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16 + + +

K1 - B. licheniformis PCM 1847, K2 — B. pumilus PCM 2641; K3 — B. subtilis PCM 2021

L1-L3; P1-P3; S1-S16 — szczepy izolowane ze srodowiska naturalnego nalezace odpowiednio do gatunkow B. licheniformis, B. pumilus oraz B. sub-

tilis, strains of B. licheniformis, B. pumilus and B. subtilis respectively, isolated from enviromnent
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- ujemny wynik analizy; negative result of analysis
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* patrz tab. 1; see Table 1

Rys. 1. Aktywno$¢ amylaz syntetyzowanych przez badane szczepy po 24 i 48 godzinach hodowli
Fig. 1. Activity of amylases synthesized after 24 and 48 hours of incubation of testes strains.
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Tabela 2. Poréwnanie aktywnosci badanych amylaz w warunkach optymalnych (pH, temperatura) i po inkubacji w 100°C
Table 2. Comparison of activities of tested amylases in optimum conditions (pH, temperature) and after incubation in 100°C.
., Aktywno$¢ wlasciwa enzymu
Optymalne pH / Aktywnosc Stezenie biatek” Enzyme activity [U-mg'] Strata' )
. enzymu . - - aktywnosci
Szczep  temperatura [°C] Proteins preinkubacja
. . Enzyme . . Loss of
Strain Optimum pH/ g concentration warunki optymalne w 100°C ..
. activity s . o . . activity
temperature [°C] It [mg'ml'] optimal conditions preincubation o
[U-ml'] . [%]
in 100°C
L1 3,6/70 79,1 0,687 115,2 77,0 33,2
P2 5,0/70 70,4 0,374 188,2 149,1 20,8
S1 10,0/50 54,0 0,412 131,0 96,3 26,5
S3 7,5/50 60,1 0,554 108,4 74,8 31,0
S10 3,6/70 62,5 0,812 77,0 63,8 17,1

#  stezenie biatek zewnatrzkomorkowych w ptynach pohodowlanych zebranych po 24 godzinach hodowli; concentration of extracellular proteins in

supernatant taken after 24 hours of incubation

amylolityczng w zakresie pH od 3,6 do 10,0. Dwa sposrod
badanych enzyméw wykazywaty maksymalng aktywnos$¢
w pH 3,6 i byly to amylazy syntetyzowane przez szczepy
L1 oraz S10. Amylaza produkowana przez szczep P2 cha-
rakteryzowatla si¢ optymalng aktywnos$cig w pH 5,0, pod-
czas gdy enzym syntetyzowany przez B. subtilis S1 wyka-
zywatl maksymalng aktywno$¢ amylolityczng w pH 10,0.
Ostatni z badanych mikroorganizméw, S3 wydzielat amy-
laz¢ o maksymalnej aktywnosci w pH rownym 7,5 (rys. 2).

Analizujac wpltyw temperatury reakcji enzymatycznej
na wlasciwosci katalityczne syntetyzowanych biatek pro-
wadzono reakcj¢ hydrolizy skrobi w pH optymalnym dla
aktywnos$ci danych amylaz (rys. 3). Stwierdzono, iz enzy-
my syntetyzowane przez szczepy S10, L1 oraz P2 wyka-
zywaly najwickszg aktywno$¢ wowczas, gdy prowadzono
reakcje w temperaturze 70°C, wynosita ona odpowiednio
64,0 U'mg?!, 115,2 U'mg"! oraz 167,4 U-mg’, natomiast
optymalng temperaturg dla amylaz wydzielanych przez S1
i S3 byto 50°C (146,0 U-mg" dla S1 oraz 108,4 U-mg™ dla
S3).
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Rys. 2. Zalezno$¢ aktywnosci wiasciwej badanych a-amylaz od

pH $rodowiska reakcji
Fig. 2. Activity of a-amylases in different pH.

Badajac wplyw temperatury preinkubacji enzymu na
jego aktywnos¢ stwierdzono ponadto, iz wszystkie badane
amylazy zachowywaly swoja aktywno$¢ biologiczng po
inkubacji w ciaggu 5 minut w temperaturze 100°C. Aktyw-
no$¢ wlasciwa a-amylaz okreslana po reakcji enzymatycz-
nej zachodzacej w temperaturze pokojowej wynosita nawet
82,7% aktywno$ci w warunkach optymalnych dla szczepu
S10. Najwigksza strate aktywno$ci zaobserwowano nato-
miast dla szczepow L1 (33,2%) oraz S3 (31%) (tab. 2).

Stezenie bialek zewnatrzkomérkowych

Najwyzsze stezenie biatek zewnatrzkomorkowych w brzecz-
ce pofermentacyjnej zaobserwowano dla szczepdéw S10 oraz
L1 po 24 godzinach hodowli. Wynosito ono odpowiednio
0,812 mg'ml! oraz 0,687 mg-ml . Dwa spo$rod badanych
szczepOw syntetyzowaty biatka w stezeniu ok. 0,5 mg-ml!
(0,412 mg'ml! dla S1 oraz 0,554 dla S3). Najmniej bia-
lek wydzielat do sSrodowiska zewnetrznego szczep P2
(0,374 mg-ml!), co wplyneto ostatecznie na aktywnosci
wlasciwe amylaz syntetyzowanych przez szczepy z gru-

180 -
160 -
140 -

szczep
strain”

/-\ .
—8=-Pp2

s1

l//.\. —E=53

==510

120
100 -
80 |
60 |
40 -
20

aktywnos$¢ wlasciwa; activity [U-mg™']

20 40 60 80
temperatura; temperature [°C]

100 120

# patrz tab. 1; see Table 1

Rys. 3. Zalezno$§¢ aktywnosci wiasciwej badanych a-amylaz od
temperatury reakcji enzymatycznej
Fig. 3. Activity of a-amylases at different temperature.
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py B. subtilis. Nalezy zauwazy¢, iz szczepy L1 oraz P2
syntetyzujace a-amylazy o zblizonych aktywno$ciach wy-
noszacych 70-80 U-ml”', r6znig si¢ znacznie zdolnoscig
do syntezy biatek zewnatrzkomoérkowych. Mniejsze steze-
nie bialek zewnatrzkomoérkowych produkowanych przez
szczep P2 przy zblizonej aktywno$ci enzymdw §wiadczyto
o wickszej aktywnosci wilasciwej amylazy charaktery-
stycznej dla tego szczepu. Podobne obserwacje poczynio-
no dla szczepdéw S3 oraz S10 (tab. 2).

DYSKUSJA

Znajomos¢ fizjologii oraz biochemii bakterii z rodzaju
Bacillus, a takze dostgpnos¢ wielu narzedzi inzynierii ge-
netycznej, ktére pozwalajg ,.kierowa¢ ich metabolizmem”,
przemawiaja za zastosowaniem tych drobnoustrojow
w przemysle fermentacyjnym (Schallmey i in., 2004). Bak-
terie Bacillus sp. sa waznymi producentami wielu komer-
cyjnych biopreparatéw, w tym enzymow, antybiotykow,
witamin czy insektycyddéw. Szczegdlng role odgrywaja
a-amylazy, ktore stanowia obecnie 25% wszystkich pre-
paratow enzymatycznych znajdujacych si¢ na rynku §wia-
towym. Z uwagi na wlasciwosci fizyczne skrobi, enzymy
te powinny zachowywaé¢ swoja aktywno$¢ biologiczng
w wysokich temperaturach, rzedu 100°C. Wychodzac na-
przeciw tym oczekiwaniom modyfikuje si¢ juz istniejace
preparaty enzymatyczne badz, korzystajac z narzedzi in-
zynierii genetycznej, generuje si¢ wydajniejszych produ-
centow tych enzymow (Abosereh i in., 2013; Sailas i in.,
2013) lub poszukuje si¢ nowych, srodowiskowych szcze-
pow zdolnych do syntezy termostabilnych amylaz (Yasouri
i in., 2003; Mahdavi i in., 2010). Mimo ze enzymy te s3
syntetyzowane przez wiele gatunkéw mikroorganizméw,
jak Erwinia amylovora, Escherichia fruendi, Lactobacil-
lus acidophilus, Proteus vulgaris, Streptococcus faecalis
(Oseni, Ekperigin, 2013), glownie szczepy Bacillus sp.
stosowane sg do produkcji preparatow komercyjnych. Naj-
lepsze wlasciwosci aplikacyjne prezentuja amylazy syn-
tetyzowane przez szczepy B. subtilis, B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens czy B. stearothermophilus (Vaseekaran
iin., 2010; Sailas i in., 2013). Wykonane przez nas analizy
pozwalaja stwierdzi¢, iz amylazy syntetyzowane przez B.
licheniformis 1 B. subtilis wykazuja aktywnos¢ w szerokim
zakresie pH (3,6—-10,0), a takze w wysokich temperaturach
(100°C). Stabilnos¢ tych biatek potwierdza ponadto ich
wysoka aktywnos$¢ zachowana po okresie preinkubacji en-
zymu (5 minut) we wspomnianej temperaturze. Na podsta-
wie analizy kinetyki reakcji enzymatycznej stwierdzono,
ze amylazy produkowane przez obydwa gatunki zachowy-
waly swoja aktywnos$¢ biologiczna. Ponadto w przypad-
ku szczepoéw B. subtilis strata aktywnos$ci amylolitycznej
w porownaniu do aktywno$ci w warunkach optymalnych
wynosita od 17,1 do 31,0%, podczas gdy dla B. licheni-
formis zaobserwowano 33,0% strat¢ aktywno$ci. Dwa
z badanych enzymodw, syntetyzowanych przez szczepy B.

subtilis S1 oraz S3, posiadaty zblizone lub wyzsze aktyw-
no$ci wlasciwe niz amylaza syntetyzowana przez szczep
B. licheniformis L1. Amylazy produkowane przez B. pu-
milus, B. licheniformis oraz B. subtilis charakteryzowaty
si¢ zréznicowanymi wiasciwo$ciami. Czg$¢ z nich wyka-
zywata maksimum swojej aktywnosci w pH kwasnym (3,6
dla szczepow L1, S10 oraz 5,0 dla P2), podczas gdy dla
innych (S1) optymalne byto pH alkaliczne (10,0) lub neu-
tralne (7,5 dla S3). Przeprowadzone eksperymenty majace
na celu wybor najlepszej temperatury dla wysokiej aktyw-
no$ci badanych amylaz wykazaty jako optymalng tempera-
ture 50°C dla szczepu S1 oraz S3 i 70°C dla szczepow L1,
P2 i S10. Uzyskane wyniki potwierdzaja zatem badania
Tomazica i Klibanova (1988a, 1988b), ktorzy ustalili, iz
mimo bliskiego pokrewienstwa mikroorganizméw moga
one syntetyzowaé enzymy o réznych optymalnych para-
metrach kinetycznych. Nalezy nadmieni¢, ze pH optymal-
ne dla aktywnos$ci badanych amylaz rézni si¢ od dostep-
nych danych literaturowych, szczeg6lnie w odniesieniu do
enzymow produkowanych przez szczepy L1, S1 oraz S10.
Oyeleke i Oduwole (2009), a takze Amutha i Priya (2011)
oraz Deb i in. (2013) okreslaja pH optymalne amylaz syn-
tetyzowanych przez bakterie z rodzaju Bacillus na pozio-
mie 6,0-7,0, aczkolwiek znane sg szczepy B. licheniformis
syntetyzujace a-amylazy o nizszym optymalnym pH wy-
noszacym 5,5-6,0 (Anthrin i in., 1990), a takze szczepy
o maksymalnej aktywnosci amylolitycznej w zakresie pH
4,2-9.2 (Oguntimehin, 1998). Jednym z wazniejszych wy-
nikow uzyskanych w tej pracy jest okreslenie zdolnosci do
wysokiej aktywnosci enzymatycznej szczepu z gatunku B.
pumilus opisanego w literaturze przedmiotu jako gatunek
niezdolny do syntezy enzyméw amylolitycznych lub syn-
tetyzujacy je w bardzo niewielkich ilosciach (Oyeleke, Odu-
wole, 2009). Zaktada si¢, iz analizowane enzymy z uwagi na
swoja termostabilnos¢ oraz aktywno$¢ biologiczng w szero-
kim zakresie pH moga sta¢ si¢ alternatywa dla obecnych na
rynku preparatow amylolitycznych stosowanych w przemy-
$le spozywczym, papierniczym czy tekstylnym.

WNIOSKI

1. Badane szczepy B. pumilus izolowane z gleby,
w przeciwienstwie do szczepoéw kolekcyjnych, charaktery-
Zuja si¢ znaczng aktywnoscia amylolityczna.

2. Amylazy syntetyzowane przez gatunki bakterii
reprezentujace grupe Bacillus subtilis (B. subtilis, B. pu-
milus, B. licheniformis) wykazuja znaczne réznice pod
wzgledem optymalnych parametréow kinetycznych (pH,
temperatura).

3. Badane amylazy szczepdw B. licheniformis oraz B.
subtilis zachowujg aktywno$¢ biologiczng w szerokim za-
kresie pH oraz w wysokich temperaturach (rzedu 100°C).
Strata ich aktywnosci biologicznej po inkubacji w tempe-
raturze 100°C wynosi od 17 do 33% w odniesieniu do wa-
runkow optymalnych.
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P. Pietraszek, P. Walczak

CHARACTERISTIC AND APPLICATIONS OF BACILLUS
STRAINS ISOLATED FROM SOIL

Summary

Bacillus species are source of commercial enzymes, including
amylases, proteases, glucose isomerase or pullulanase. Especially
important are a-amylases, enzymes hydrolyzing o-1,4- glucosidic
bonds in starch molecule, which have wide range of applications.
Analyzing diverse needs of various industries, there is a need for
production of amylolytic enzymes with different properties, with
emphasis on temperature and pH.

The aim of the study was isolation of environmental strains
belonging to genus Bacillus, as well as determination of the in-
fluence of physicochemical factors on the catalytic activity of
synthesized enzymes. During analysis five a-amylases produced
by three strains of B. subtilis, one of B. pumilus and one amy-
lase secreted by B. licheniformis strain were analyzed. Activity
of tested amylases at pH from 3.6 to 10.0, and at wide range of
temperatures (25—-100°C) was determined.
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In the present study, 22 strains belonging to Bacillus subtilis
group (16 B. subtilis strains, 3 B. licheniformis and 3 B. pumilus
strains) were isolated, while 21 of them were able to synthesize
of amylolytic enzymes. Two of isolates, B. subtilis S10 and B.
licheniformis L1 synthesized amylases with optimal activity at
pH 3.6. Enzymes secreted by B. pumilus P2 had the high estactiv-
ity at pH 7.5, whereas B. subtilis S3 at pH 5.0. Amylase isolated
from B. subtilis S1 strain, contrary to bacteria mentioned above,
possessed optimum activity at pH 10. Three among synthesized

enzymes S10, L1, and P2 showed the highest activity at 70°C (77
U mg?!, 115.2 U mg' and 188.2 U mg’, respectively), whereas
the optimum temperature for amylases isolated from S1 and S3
was 50°C (131 U mg"', 108.4 U mg™! respectively). All of tested
enzymes remained activity at 100°C. It is assumed that, the ana-
lyzed enzymes may be an alternative for the current amylolytic
preparates used in food, paper and textile industry.

key words: Bacillus sp., enzymes, a-amylase, thermostability.



