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Characteristics and purification of Bacillus polymyxa B-20 amylases
Summary

Bacillus polymyxa B-20 a- and P-amylase were purified using a combination of ace-
tone fractionations, ion-exchange chromatography and amonium sulfate precipita-
tion. The a-amylase was purified 18-fold, to a specific activity of 1065 U mg'h The en-
zyme had on optimal temperature at 70°C and was stable up to 50°C in the presence
of Ca+". A purified enzyme displayed maxima for activity of pH 6,8 and was inhibited
by 1 mM EDTA. Maltose is predominantly produced from starch. The p-amylase had
pH optima at 5,6 (acetate buffer), temperature optima at 60°C, was stable at pH range
of 5,0 to 7,5 at temperature up to 45°C. Enzyme activity was inhibited by sulfhydryl
reagents such as pCMB and Hg"*"*\. Both 6. polymyxa B-20, a- and P-amylase are malto-
genic enzymes.
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1. Wstep

Bakterie B. polymyxa syntetyzujg wiele pozakomdrkowych enzy-
mow, sposrod ktorych najwieksze znaczenie majg a-glukanohydro-
lazy. Do grupy tej nalezg a- i p-amylazy oraz pululanazy (1-4). Amylazy
pochodzace z réznych szczepdw B. polymyxa oczyszczano i charakte-
ryzowano, a takze klonowano geny odpowiedzialne za ich synteze.
Gen amylazy zawiera 3588 nukleotyddéw, ktore kodujg biatko prekur-
sorowe ztozone z 1161 aminokwaséw, 0 masie czgsteczkowej 130
kDa. Biatko to wykazuje aktywno$¢ zaréwno a- jak i p-amylazowa
i powstaje we wczesnej fazie syntezy enzymdéw, a takze w obecnosci
chymostatyny, ktora jest inhibitorem proteinaz (5,6). Prekursor
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zawiera dwie duze domeny strukturalne i region weztowy utworzony przez okotc 200
aminokwas6w, podatny na dziatanie proteinaz, uczestniczacych w tworzeniu po(hod-
nych form enzyméw. Geny pozakomoérkowej obojetnej proteazy i wewnatrzkomorlowej
serynowej proteazy z B. polymyxa, klonowano w E. coli. Otrzymane enzymy miaty :dot-
nos$¢ rozszczepiania prekursora do a- i (3-amylazy. Masa czagsteczkowa a-amylazy vyno-
sita 48 kDa, za$ {3-amylazy wystepowalty jako trzy izoenzymy rdznigce sie masa: 70,5( i 42
kDa (7). a i (3-amylazy z bakterii B. polymyxa zaliczane sg do enzymow scukrzajgcych ;kro-
bie, maja zatem duze znaczenie w przemysle spozywczym i farmaceutycznym.

Celem pracy byto wydzielanie, oczyszczanie i okreslenie wiasciwosci amylaz po-
chodzgcych z ptynu pohodowlanego szczepu bakterii B. polymyxa B-20, wydajnego podu-
centa tych enzymow.

2. Materiat i metody

2.1. Mikroorganizm

Szczep bakterii Bacillus polymyxa B-20 pochodzit z kolekcji wtasnej Katedry Biotechno-
logii i Mikrobiologii Zywnosci Akademii Rolniczej we Wroctawiu. Zapasy kultur balterii
przechowywano na skosach z makg kukurydziang pod parafing w temperaturze 4°C,oraz
w postaci wysuszonych przetrwalnikéw (8).

2.2. Warunki hodowli

Hodowle stacjonarne bakterii prowadzono w podtozu serwatkowym (8) w bioreikto-
rze AK 3-1 o objetosci roboczej 0,75 dm”, w temperaturze 30°C przez dwie doby, (zyb-
kos¢ mieszania 400 rpm, przeptyw powietrza 1,6 wm). Po zakoriczonej hodowli, bionase
oraz nierozpuszczalne sktadniki podtoza odwirowywano przy 4,5 tysigca obrotéw ni mi-
nute, a uzyskany supernatant stanowit materiat do dalszych badan.

2.3. Aktywno$¢ enzymatyczna

Aktywnos¢ amylaz badano metoda Fischera-Steina (9) w pH 5,6 (0,1 M bufor ocano-
wy) i pH 6,8 (0,1 M bufor fosforanowy), w temperaturze 25°C. jednostka aktywnosci(JFS)
wyrazata liczbe mikromoli maltozy utworzonej w czasie | minuty w odniesieniu do Icm”?
ptynu pohodowlanego lub | mg biatka (aktywno$¢ whasciwa). Aktywnos$¢ proteinaz lada-
no metoda Ansona (10) wobec kazeiny BDH w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,0 pro-
teinazy obojetne) lub w obecnosci | x 10 M EDTA (proteinazy alkaliczne), jednostki ak-
tywnosci (JA) wyrazata milimole tyrozyny utworzonej w czasie | min w temperaurze
30°C w optymalnym pH.
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2.4. Zawarto$¢ biatka

Biatko oznaczano metodg Lowry (11) lub spektrofotometrycznie przy diugosci fali
280 nm (we frakcjach z kolumny).

2.5. Gléwne etapy oczyszczania amylaz

Etap 1. Wytracanie enzymoéw z ptynu pohodowianego
Precypitat biatek enzymatycznych uzyskano poprzez wytracenie ich z czterokrotnie
zageszczonego plynu pohodowianego za pomoca zimnego acetonu o stezeniu 75%.

Etap 2. Chromatografia jonowymienna na DEAE-celuiozie

Biatko enzymatyczne rozpuszczono w 0,01 M buforze Tris-HCI o pH 8,6 i hanoszono
na kolumne o wymiarach 125 x 15 mm napetniong wymieniaczem jonowym zréwnowa-
zonym tym samym buforem. Frakcje z kolumny wymywano skokowym gradientem stezen
buforu Tris-HCI o zmiennym pH: 0,01 M o pH 8,6; 0,1 M o pH 8,6; 0,1 M o pH 7,0. KorAco-
we frakcje (96-110) eluowano 0,3 M roztworem Tris-HCI o pH 6,8.

Etap 3. Frakcjonowanie siarczanem amonowym

Biatko wysalano siarczanem amonowym po uzyskaniu 0,5 stopnia nasycenia roztwo-
ru. Nastepnie po odwirowaniu osad rozpuszczano w buforze Tris-HCI o pH 8,3 i dializo-
wano przez noc wobec tego samego buforu.

Etap 4. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym - PAGE (12)

Rozdziat przeprowadzono w uktadzie Davisa (zel 10%, bufor Tris-HCI, pH 8,3) w wa-
runkach natywnych oraz po denaturacji w obecnosci SDS. Do wybarwiania stosowano Co-
omasie blue lub czernn amidowa. W celu oznaczenia aktywnosci amylolitycznej, odpo-
wiedni zel po rozdziale rozcierano w buforze fosforanowym o pH 6,0, a nastepnie po od-
wirowaniu, supernatant dodawano do substratu skrobiowego. Alternatywnie zel po roz-
dziale umieszczano w 0,5% roztworze skrobi, inkubowano przez 15 minut w 35°C, a na-
stepnie przenoszono go do roztworu jodu w jodku potasu.

2.6. Hydroliza polisacharydéw

Hydrolizowano 10% roztwory polisacharydéw w buforze octanowym o pH 5,6 w tem-
paraturze 60°C przez 3 godziny. W uzyskanych hydrolizatach okre$lano zawarto$¢ cu-
kréw redukujacych metoda DNS (13) oraz ilo$¢ dekstryn poprzez wytracenie ich etano-
lem, a nastepnie hydrolize do glukozy wedtug metody Rauschera (14). Poziom glukozy
i poszczegdlnych maltodekstryn oznaczano metodg wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej HPLC.
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2.7. Chromatograficzne oznaczanie produktow hydrolizy polisacharydow

Produkty hydrolizy: skrobi rozpuszczalnej, skrobi nierozpuszczalnej ziemniaczanej,
amylozy, amylopektyny, glikogenu, dekstryn p-granicznych i pululanu, rozdzielano me-
todg HPLC przy uzyciu kolumny supelcosil LC-NHz (25 x 0,46 cm) w ukkadzie acetonitryl -
woda (60 : 40) z szybkoscig przeptywu ! cm” na minute, z detektorem UV 190. Standardy
o stezeniu 7,5 pg/pl (w ilosci 20 pl) stanowity: glukoza (Gl), maltoza (G2), maltotrioza
(G3), maltotetraoza (G4), maltopentaoza (G5), maltoheksaoza (G6), maltoheptaoza G7.
Zawartos¢ poszczegoélnych weglowodandéw wyrazano ich procentowym udziatem, w od-
niesieniu do suchej substancji hydrolizatu.

2.8. Wplyw réznych czynnikéw na aktywno$¢ amylaz

Oceniano wplyw zwigzkéw, ktére moga modyfikowacé aktywnos$¢ metaloenzymow,
oraz enzymow tiolowych: EDTA, pCMB, HgClz, CaClz, cysteiny. Wymienione zwigzki
miaty koricowe stezenie I mM. Aktywnos¢ proteinaz modyfikowano EDTA i PMSF (I mM).
Badano takze wplyw temperatury i odczynu srodowiska na aktywnosc i stabilnos¢ oczysz-
czonych amylaz w zakresie pH 3,5-9,0 w temperaturze 30-80°C. Aktywno$¢ oceniano po
15-minutowej preinkubacji, za$ stabilnos¢ po 24 godzinach.

2.9. Wyznaczanie statej Michaelisa-Menten

Km wyznaczano dla kilku substratow w zakresie stezen 1-10 mg/cm”. Reakcje enzyma-
tyczng prowadzono w optymalnych warunkach dziatania enzymu (pH 6,8; 25°C; 5 min),
a nastepnie wyliczano szybko$¢ tworzenia maltozy (mM/dm” min). W ukfadzie wspotrzednych
wykreslano zalezno$¢ odwrotnosci stezenia substratu (dm”*/g) od odwrotnosci szybkosci
reakcji (min/dm™ mM). Km i Vmax wyliczano na podstawie odczytéw z wykresu Lineweavera-
-Burka. Badanymi substratami byty skrobie: rozpuszczalna, natywna ziemniaczana, pszen-
na, kukurydziana, oraz amyloza i amylopektyna.

3. Omoéwienie wynikéw i dyskusja

Pozakomorkowe amylazy syntetyzowane przez bakterie B. polymyxa B-20 uzyskano
na podtozu ze skrobig w warunkach hodowli stacjonarnej. Nieoczyszczony preparat
amylaz wykazywat whasciwosci charakterystyczne zaréwno dla a- jak i (3-amylazy. Skro-
bie i inne polisacharydy zawierajgce wigzania a,l-4-glikozydowe hydrolizowat w grani-
cach 22-39 DE, a gtéwnym produktem hydrolizy byta maltoza oraz maltodekstryny G3 -
- G6 (15).
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3.1. Oczyszczanie amylaz

W plynie pohodowianym bakterii B. polymyxa B-20 obecne byly amylazy, ktérych ak-
tywnos¢ scukrzajaca byta na poziomie 200 JFS, za$ aktywno$¢ uptynniania skrobi wyno-
sita 90 J. Obok amylaz znajdowaty sie takze proteinazy alkaliczne (10 JA) oraz metalopro-
teinazy (1,8 JA). Amylazy zawarte w ptynie pohodowianym wyodrebniano poprzez frak-
cjonowanie acetonem. Uzyskane biatko enzymatyczne stanowito 28% poczatkowej ilosci
biatek i zawierato wiekszo$¢ amylaz (83% ilosci poczatkowej) oraz 50% proteinaz (tab. 1).
Dalsze oczyszczanie prowadzono w celu rozdzielenia mieszaniny amylaz oraz usunigcia
enzymoéw towarzyszacych jakimi byly proteinazy. Badang mieszanine enzyméw rozdzie-
lano metodg chromatografii jonowymiennej na DEAE-celutozie. Buforem Tris-HCI 0,01 M
o pH 8,6 wymywano nieadsorbujgce sie w tych warunkach alkaliczne proteinazy. Za po-
mocg 0,1 M buforu Tris-HCI o pH 7,0 eluowano dwie oddzielne frakcje amylaz. Pierwszy
szczyt biatkowy (frakcje 62-68) zawierat amylaze o whasciwosciach metaloenzymu, ktéry
w 85% byt hamowany EDTA. Enzym ten nazwano ,amylazg 1”. Drugi szczyt biatkowy
(frakcje 72-78) zawierat amylaze wrazliwg na pCMB, ktéry hamowat jej aktywno$¢ w 87%.
Enzym ten zostat nazwany ,,amylazg 2" (rys. 1). Dalszemu oczyszczaniu poddano tylko
frakcje amylazy 1. W tym celu z potgczonych frakcji 64-67 wysalano jg siarczanem amono-
wym o stezeniu koricowym 50%. Uzyskana w tych warunkach amytaza 1, byta osiemnasto-
krotnie oczyszczonym enzymem, ktorego aktywnos¢ specyficzna osiggneta wysoka war-
to$¢ 1065 JFS/mg biatka (tab. 1). W dalszym etapie badan oczyszczong amylaze 1, amyla-
ze 2, oraz nieoczyszczony preparat (mieszaning enzyméw zawartych w precypitacie ace-
tonowym) rozdzielano metodg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. W nieoczysz-
czonym preparacie wykazano obecnos$¢ pieciu pasm biatkowych, z ktdiych pierwsze ziden-
tyfikowano jako proteinazy, a kolejne cztery nalezaly do amyfaz (rys. 2). Oczyszczone
frakcje amylazy | i amylazy 2 w obecnos$ci SDS tworzyty pojedyncze pasma, byly zatem
homogeniczne. Amylaza | poddana elektroforezie w warunkach natywnych, a nastepnie
wypreparowana z zelu, zachowata aktywnos¢ 237 JFS.

Tabela 1
Gtéwne etapy oczyszczania amylaz B. polymyxa B-20
Etap oczyszczania Aktywnos¢ Biatko catkowite Aktywnosé Stopien Wydajnos¢
catkowita (mg) specyficzna oczyszczenia oczyszczenia
OFS X 107 OFS/mg) (krotnosc) (%)
nieoczyszczony filtrat 89,37 1510,0 59,2 10 100,0
(z"gszczony ptyn pohodowlany)
frakcjonowanie acetonem 74,08 426,2 1738 29 82,8
DEAE-celuloza (fr. 62-68) 5,70 24,0 237,3 4,0 6,4
frakcjonowanie (NHa)2Soa 3,53 34 1065,6 18,0 39
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frakcji

+amylazy ' proteinazy biatko

Rys. 1. Chromatografia jonowymienna nieoczyszczonego preparatu enzymatycznego z B. polymyxa B-20, na
DEAE-celulozie.

Rys. 2. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym nieoczyszczonego
preparatu enzymatycznego (A), amylazy 1 (B) i amylazy 2 (C). Pasmo !
proteinazy, pasma 2-5 amylazy.

Amylazy z bakterii B. polymyxa tworzg wieiopostaciowe formy, ktére powstajg z jed-
nego biatka prekursorowego. Gen amylazy zawiera sekwencje kodujgce p-amylazf w re-
gionie 5', oraz sekwencje kodujace a-amylaze w regionie 3' (7). Taka wielopostadowos$¢
amylaz wystepuje takze u innych gatunkdéw z rodzaju Bacillus: B. circulans (16), Bacllus sp.
TS-23 (17,18), Bacillus sp. GM 8901 (19), B. megaterium i B. subtilis {20). Bacillus sp. TS-23
syntetyzuje pie¢ réznych form amylaz o aktywnos$ci a-amylazowej i pululanazov\ej. Nie
wiadomo czy te amylopululanazy maja jedno czy dwa centra katalityczne. Bakterie B. me-
gaterium i B. subtilis podobnie jak B. polymyxa zdolne sg do réwnoczesnej syntezy a-
i p-amylazy. W przedstawionych wynikach wiasnych badan sugeruje sie, ze amjlaza 1,
moze by¢ a-amylaza, a amylaza 2, |3-amylaza. Na obecno$¢ p-amylazy w preparacie wska-
zuje tez zdolnos¢ adsorbowania sie jej na skrobi kukurydzianej, jest to cecha charaktery-
styczna p-amylaz pochodzenia drobnoustrojowego, ktére adsorbujg sie na skrobi i jg tra-
wig, w odréznieniu od p-amylaz roslinnych, ktére na skrobi nie adsorbujg sie, ale noga ja
hydrolizowa¢ do maltozy (3).
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3.2. Ogolne wiasciwosci badanych amylaz

W przedstawionych wynikach badan pokazano, ze a-glukanohydrolazy pochodzace
ze szczepu B. polymyxa B-20 sg mieszaning kilku amylaz, z ktérych dwie poddano dalszym
badaniom. Oczyszczona amylaza 1, wykazata optymalng aktywno$¢ w buforze fosforano-
wym o pH 6,8 w temperaturze 70°C, w obecnosci i byla catkowicie hamowana
EDTA (tab. 2). Frakcja amylazy 2, miata najwyzszg aktywnos$¢ w buforze octanowym o pH
5,6 w temperaturze 60°C, w obecnosci cysteiny, jony rteci i pPCMB hamowaty jej aktyw-
nos$¢ w granicach 74-87%, przy czym byt to proces odwracalny przy nizszym stezeniu inhi-
bitora (0,1 mM) oraz wyzszym aktywatora (4 mM cysteiny). Wedtug badan innych auto-
row czasteczka p-amylazy z B. polymyxa posiada 3 reszty cysteiny w pozycjach: 83, 91,
323, ktére mogag reagowac z odczynnikami sulfhydrylowymi. jednak zadna z tych reszt
bezposrednio nie uczestniczy w katalizie i wigzaniu substratu, co wykazano poprzez uzy-
skanie mutantéw, u ktorych reszty cysteiny poddano substytucji waling lub seryng. Uby-
tek aktywnosci pod wptywem czynnikéw sulfhydrylowych spowodowany jest chemiczng
modyfikacja reszt cysteiny, za$ mutacja punktowa cysteiny w pozycji 83 powodowata tez
zmiane struktury (21). Bezposrednio w katalizie p-amylazy moze uczestniczy¢ Glu 163, na
co wskazuje wrazliwosé tej reszty na a-EPG (2,3-epoksypropylo a-D-glukopiranoza), kt6-
ra jg estryfikuje. Réwniez w katalizie a-amylazy pochodzacej z B. subtilis (Taka-amylase A)
bezposrednio uczestniczag aminokwasy kwasne Asp. 269, ktory stabilizuje przejsciowy
jon karboniowy, oraz Glu 208, kt6ry jest donorem protonu. Sugeruje sie takze udziat His
180 w wigzaniu substratu (22). Zasadniczg role w utrzymaniu integralnosci strukturalnej
a-amylazy petnig jony Ca""", ktore wigzg domeny strukturalne A i B, przez co stabilizuje
sie miejsce wigzace substrat, oraz centrum aktywne. Udowodniono, ze Ca"™" utrzymuje
tréjwymiarows strukture enzymu, zapobiega jej rozluznieniu co jest wazne dla zachowa-
nia jego termostabilnosci (5 mM Ca"™"’) (23).

Tabela 2
Wiasciwosci amylazy 1 i amylazy 2, bakterii B. polymyxa B-20
Amylaza | Amylaza 2

optymalne pH 6,8 56

optymalna temperatura 70°C 60°C

stabilno$¢ pH 5,6-8,0 5,0-7,5

termostabilno$c 50° 45"

inhibicja EDTA - 100% pCMB - 87,4%

Hg++-74,2%

aktywacja Cat+ -47% cysteina — 42,3%
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3.3. Wiasciwosci hydrolityczne amyiazy 1

Przy uzyciu amyiazy 1, hydrolizowano rézne polisacharydy o budowie liniowej roz-
gatezionej. We wszystkich hydrolizatach dominujagcym produktem byta maltoza (5’-87%
w s.8.). Maltoheksaoza (G6), ktdrg wytwarzajg a-amylazy uptynniajgce, byla nieobecna lub
byta w ilosciach $ladowych. Zawarto$¢ glukozy i pozostatych maltodekstryn G3-G5byla
znacznie nizsza i zalezna od rodzaju substratu (tab. 3). Dekstryny (3-graniczne i puulan
byty hydrolizowane w matym stopniu do Gl i G2, co dowodzi, ze badany enzym rozszcze-
piat wigzania a,l-4-glikozydowe, a nie a,l-6-glikozydowe. Ponadto w czasie trwanu hy-
drolizy, na jej poczatku powstawaty mniejsze maltodekstryny, a nastepnie koszten G5
i G6 tworzyty sie G2 i G3 (dane nie publikowane). Zbadano tez specyficzno$¢ substra owa
badanej amyiazy ! wzgledem: amylozy, amylopektyny i r6znych rodzajow skrobi (ta). 4).
Najwyzsze powinowactwo (matg wartos¢ K”) wykazano wobec skrobi kukurydzianej,
skrobi rozpuszczalnej i amylozy (1,81; 2,0; 2,5 g/dm”) oraz najnizsze wobec natyA'nej
skrobi ziemniaczanej (10 g/dm™).

Tabda 3

Zawarto$¢ maltodekstryn w hydrolizatach polisacharydéw otrzymanych z udziatem amyiazy 1 B. polymyxa B-M

Badany substrat Warto$¢ DE Zawarto$¢ weglowodanéw w hydrolizatach (% w s.s.)
hydrolizatu
G2 G3 G4 G5 G6 G7 Dekstryw G n
amyloza 24 6,0 75,0 9,3 52 0,7 0 0 3!
amylopektyna 7 251 60,9 39 08 03 0 0 91
glikogen 18 12,1 69,7 0 6,4 0 0 0 11
dekstryny, p-graniczne 4 79 84,1 0 0 0 0 0 8,1
pululan 08 49 68,1 0 0 0 0 0 211
skrobia nierozpuszczalna 31 24 87,3 0,9 33 2,6 0,7 0 25
skrobia rozpuszczalna 39 51 56,8 6,5 18,3 42 4,6 Slad 4-

*G - jednostka glukozy

Tabeia 4

Wartoéci statej Michaelisa-Mentena, oraz szybkosci maksymalnej reakcji dla amyiazy 1 B. polymyxa B-20

Badany substrat Km (g/dm5) Vmax (mM/dm”min)
skrobia rozpuszczalna 2,0 40,0
skrobia natywna ziemniaczana 10,0 100,0
skrobia kukurydziana 181 30,3
skrobia pszenna 50 76,9
amyloza 25 22,2
amylopekuna 4,16 38,5

196



Charakterystyka i oczyszczanie pozakomorkowych amylaz bakterii Bacillus polymyxa B-20

BIOTECHNOLOGIA 1 (48) 189-198 2000

4, Wnioski

w przedstawionych wynikach badan potwierdzono wczesniejsze sugestie, ze na pod-
stawie ogdlnych wiasciwosci enzymatycznych (warunkdw aktywnosci i stabilnosci, oraz
wrazliwosci na inhibitory), a takze hydrolitycznych (rodzaj hydrolizowanych wigzan gliko-
zydowych, oraz nagromadzania produktéw hydrolizy), enzym nazywany amylazg 1, moze
by¢ zaliczony do a-amylaz, a amylaza 2, do P-amylaz. Wszystkie przytoczone dane po-
zwalajg na wyciagniecie ogolnego wniosku, ze pozakomoérkowe amylazy uzyskane ze
szczepu B. polymyxa B-20 sa mieszaning a- i P-amylazy i naleza do enzymoéw maltogenicz-
nych. Enzymy te maja podstawowe znaczenie w uzyskiwaniu syropéw maltozowych, kt6-
re sg wazne w przemysle spozywczym, farmacji i przemysle fermentacyjnym. Ponadto
moga by¢ wykorzystane do otrzymywania rozgatezionych oligosacharydow, co jest wyso-
ce perspektywiczne w technologii zywnosci.

Wykaz stosowanych skrétéw
rpm - szybko$¢ obrotéw mieszadta (min )
wm - szybko$¢ przeptywu powietrza (dm-~/dm*min)
DE - réwnowaznik glukozowy {dextrose equivalent)
DNS - kwas 3,5-dinitrosalicylowy
SDS - siarczan dodecylu
EDTA - kwas etylenodiaminoczterooctowy
PMSF - fluorek fenylometylosulfonylu
PCMB - p-chlororteciobenzoesan
DEAE-celuloza - 0-(dietyloaminoetylo)celuloza
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