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1.Wstep

ubtilizyny, zwane zwyczajowo alkali-
Scznymi proteinazami bakterii z rodza-

ju Bacillus, stosuje sie powszechnie do
produkcji  enzymatycznych  $rodkow
pioracych. Potencjalnie dobrymi ich pro-
ducentami sa szczepy z gatunkdw:
B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloli-
quefaciens, B. pumilus oraz alkalofilne
kultury Bacillus sp. (1-4). Niektore
z nich obok subtilizyny wydzielajg do
srodowiska hodowlanego inne enzymy
(2,4). Hodowle bakterii prowadzi sie
w fermentorach w cieklych podtozach
o SciSle okreSlonym sktadzie i przy za-
chowaniu specyficznych warunkoéw fizy-
cznych i chemicznych. WiekszosS¢ szcze-
péw bakterii rodzaju Bacillus w procesie
produkcji subtilizyny hoduje sie w zakre-
sie pH 6,5- 7,5 (4 - 9). Do wyjatkowych
naleza alkalofilne gatunki Bacillus sp.
(np. B. alcalophilus), ktoére rosng w sro-
dowisku nawet wysoce alkalicznym
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(pH 8-11) (10-12). Regulacja pH na statym poziomie tylko niekiedy daje
poprawe wynikow biosyntezy (13). W procesach bios)mtezy subtilizyny stosuje
sie dos$¢ szeroki zakres temperatur z przedziatu 28 - 40°C (5 - 7, 14- 15).
Stezenie rozpuszczonego tlenu w podtozu, ilo$¢ inokulum, rodzaj $rodka ga-
szgcego piane to kolejne czynniki wptywajace na wydajnos¢ biosyntezy enzy-
moéw w procesach hodowti bakterii.

W pracy okreSlono wptyw pH i temperatury na biosynteze subtitizyny,
metatoproteinazy, a-amytazy i tipazy w hodowlach B. subtilis IBTC-3 — szcze-
pu, w oparciu o ktéry opracowano i sprawdzono w skali péttechnicznej te-
chnologie produkcji preparatow subtilizyny.

2.Materiaty i metody

Materiat biologiczny

Bacillus subtilis IBTC-3 (kolekcja Instytutu Biochemii Technicznej) prze-
chowywano w 4°C na statym podiozu wzrostowsmi oraz w formie zliofitizowa-
nej. Materiat posiewowy do hodowti wstrzgsanych stanowita biomasa bakte-
ryjna uaktywniona w 24-godzinnej hodowli statycznej na statym podtozu
wzrostowym w 37°C.

Podtoza

Podtoze wzrostowe state: 1:1 (v/v) bulion (1,5%) i brzeczka piwna (8°Blg)
oraz 2% agaru, pH = 84.

Podioze P: po 0,05% MgCh ' 6H20, CaCl2 6H20 i KCi 0,1% KH2PO4,
10'7"% FeCls, 2+ 10 "No MnS04, 2% glukozy, 0,5% namoku kukuiydzanego,
100 cm” serwatki, pH 8,5. Podtoze sterylizowano w 12 TC przez 30 min.

Warunki hodowli wstrzgsanej

Hodowle prowadzono metoda wgtebng na wstrzgsarce o mimosrodowym
ruchu tarczy przy 175 rpm, w kolbach ptaskodennych o pojemnosci 500 cm”
zawierajgcych 100 cm” podioza P przez 72 godziny.

Warunki hodowli bakterii w fermentorach

Hodowle prowadzono w dwoch réwnolegle pracujacych fermentorach 2 li-
trowych MultiGen firmy NewBrunswick zawierajacych po 1,5 dm” podioza P.
Pozywke wraz z fermentorami sterylizowano 40 minut w 12 TC. Temperatura
hodowli wynosita 30°C. Podloze zaszczepiano 1% 21 - 24-godzinnego inoku-
lum (z hodowti wstrzasanej prowadzonej w 30°C), a piane gaszono odpienia-
czem DowComing.
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Ze Srodowiska hodowlanego pobierano préby w odstepach 3 godzinnych.
Oznaczano w nich: aktywnos$¢ proteinaz, a-amylazy i lipazy oraz ilos¢ komo-
rek bakterii w 1 cm” cieczy. Ponadto prowadzono ciggly pomiar i zapis po-
ziomu pH oraz preznosci (ilosci) rozpuszczonego w podtozu tlenu p02

Aktywnos$¢ proteolityczna

Aktywno$¢ proteinaz oznaczamo metodg Ansona (16), stosujac jako sub-
strat zdenaturowang mocznikiem wotowg hemoglobine.

Za jednostke aktywnosci (mjA) przyjeto te ilos¢ enzymu, ktéra w warun-
kach standardowych testu (6 cm” inkubatu, 100 mg hemoglobiny, 25°C) hy-
drolizuje zdenaturowang hemoglobine z taka szybkoscig, ze ilo$¢ rozpuszczo-
nych w 5% kwasie tréjchlorooctowym produktéw hydrolizy powstajacych
w czasie jednej minuty, daje po reakcji z odczynnikiem Folina absorbancje
przy 690 nm odpoAviadajaca 1 pM tyrozyny.

Aktywno$¢ subtilizyny i metaloproteinazy w ich mieszaninie okreslano
wiasng metoda. Jej zasada oparta jest na stwierdzeniu, ze metaloproteinaza
B. subtilis IBTC-3 wykazuje optimum dziatania wobec hemoglobiny w pH 7,3,
zachowujac w pH 10,2 okoto 3% maksymalnej aktywnosci, natomiast subti-
tizyna wykazuje optimum dziatania w pH 10,2 z zachowaniem 76% aktyw-
nosci w pH 7,3.

Aktywnos¢ amylolityczna

Aktywnos¢ enzymdw amylolitycznych wytwarzanych pozakomérkowo przez
B. subtilis IBTC-3 oznaczano wg metody Fischera-Steina (17).

Za jednostke aktywnosci (jFS) przyjeto te ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu
3 minut w temperaturze 25°C i pH 7 uwalnia w 1% roztworze skrobi rozpu-
szczalnej grupy redukujace, odpowiadajgce 1 mg maltozy.

Aktywnos¢ lipolltyczna

Aktywnos¢ enzymow lipolitycznych w3dwarzanych pozakomoérkowo przez
B. subtilis IBTC-3 oznaczano metodg miareczkowa (18).

Za jednostke aktdwnosci (J) przyjeto takg ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu
60 minut w 37°C i pH 7 uwalnia w 40% emulsji oleju oliwkowego grupy
kwasowe, odpowiadajace 1| pM kwasu oleinowego.

Oznaczanie liczby drobnoustrojow

Liczbe komdrek bakteryjnych w 1 cm” cieczy pohodowlanej oznaczano
metoda bezposrednia z wykorzystaniem komory Thoma,
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Kontrola stopnia degradacji metaloproteinazy

100 cm” hodowli z fermentora wirowano w wiréwce Beckmana (10 min,
10 000 rpm). Supernatant zlewano do kolby ptaskodennej (500 cm”) i kory-
gowano jego pH do wartosci, jaka wykazywata hodowta w momencie pobrania
proby. Biomase bakterii po przemyciu 50 cm” soti fizjologicznej, zawieszano
w 100 cm” soli fizjologicznej i réwniez przenoszono do kolby o pojemnosci
500 cm” (pH zawiesiny biomasy w soli fizjologicznej wynosito okoto 7,4). Ope-
racje wykonjwano w ciggu 30 minut i po tym czasie pobierano proby zerowe
do analizy. Nastepnie obie kolby wstrzasano (175 r*pm, 30°C), korygujac pH
supematantu co 1 godzine do wartosSci ustalonej na poczatku eksperymentu.
Z zawiesiny biomasy po 30 minutach, a z supematantu po 1, 3 i 6 godzinach
pobierano préby do analizy, w ktérych oznaczano aktywno$¢ subtilizyny
i metaloproteinazy.

3. Wyniki i ich dyskusja

Wykazano, ze maksymalng produkcje subtilizyny w hodowlach wstrzasa-
nych na podtozu P uzyskuje sie w 30°C, metaloproteinazy w nizszych tem-
peraturach, podczas gdy biosynteze a-amylazy i lipazy, a takze najlepszy
wzrost (9,8 10" komorek/cm”) bakterie wykazujg w temperaturze 33°C
(tab. 1). Zalezno$¢ te potwierdzono w hodowli w fermentorze, réwniez na in-
nych podtozach opracowanych dia produkcji subtitizyny. Z danych titeratu-
rowych (8,19-20) wynika, ze optymalna temperatura dfa wzrostu drobno-
ustrojéw i biosyntezy enzymow moze by¢ zréznicowana. Przykladowo Mark-
kanen i Bailey (21) najlepszy wzrost B. subtilis obserwowali w 35 - 40°C,
maksymalng produkcje alkalicznej protemazy w 32,5°C, a metaloproteinazy
w 30°C oraz 37,5°C.

Tabela 1
Wpiyw temperatury hodowli b. subtius ibtc-3 na biosynteze proteinaz, o-amylazy i lipazy

Aktywnos$¢ proteinaz Wzrost
N > > -
Temperatura (mJIAIcm”) Aktywlnosc IAktly_/wnosc b:i\_ktti)ru
hodowli (C) | a-amylazy ipolityczna (|c’z a
subtilizyna metalo- (jFS/cm™) (Ilem™) komérek
proteinaza 107 emn)
27 4,92 3,56 88 29 9,4
30 5,38 3,37 108 38 9,6
33 5,13 3,12 142 41 9,8
36 4,95 2,85 136 32 9,6

pH startowe hodowli wynosito 8,5. W doswiadczeniach nad biosyntezg lipazy podtoze P uzu-
petniano dodatkiem 1% oleju oliwkowego.
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Tabela 2
Wopityw PH startowego hodowli B. SUIMUS IBTC-3 na biosynteze PROTEINAZ, a-AMYIAZY | LIPAZY

Aktywnos$¢ proteinaz Wozrost

(mjA/cm?) Aktywnosé Aktywnos¢ bakterii

thgé?)@?iwe a-amylazy lipolityezna (liczba

subtilizyna metalo- (iFS/cm”) lem?) komoérek

proteinaza 107em®)
6,0 3,92 4,46 102 21 9,8
7,0 4,13 3,82 108 29 10,0
8,0 4,98 3,51 98 40 9,6
8,5 5,33 341 86 42 9,6
9,0 5,24 3,31 52 34 9,2

Temperatura hodowli wynosita 30°C. W doswiadczeniach nad biosyntezg lipazy podtoze
P uzupetniano dodatkiem 1% oleju oliwkowego.

Bardzo istotnym czynnikiem wpfywajacym na ilos¢ enzymdéw nagromadza-
nych w podtozach hodowlanych B. subtilis IBTC-3, okazato sie poczatkowe
pH pozywki (tab. 2). Maksymalne nagromadzenie subtilizyny i lipaizy w pod-
tozu uzyskiwano, gdy pH oscylowato wokot wartosci 8,5. Przy nizszym pH
(np. 6,0) ilosciowo w przewadze nad subtilizyng wytwarzana jest metalopro-
teinaza. Z kolei maksymalna produkcje a-amylazy i najlepszy wzrost B, sub-
tilis IBTC-3 uzyskano w poz)twce o obojetnym odczynie.

Wedtug danych literaturowych (22 - 23) pH podioza optymalne dla wzrostu
drobnoustrojow nie zawsze pokrywa sie z odpowiednim dla biosyntezy enzy-
mow. W licznych publikacjach i patentach nie wspomina sie jednak o ukie-
runkowaniu hodowli bakterii z rodzaju Bacillus na biosynteze jednej z dwdch
omawianych proteinaz w przypadku zrdéznicowania pH wyjsciowego podioza.
W dalszych badaniach prébowano wyjasni¢ istote wpfywu pH na biosynteze
proteinaz przez B. subtilis IBTC-3.

Typowy przebieg hodowli B. subtilis IBTC-3 w podtozu P w fenhentorze
MultiGen, a takze w warunkach uznanych za optymalne dla biossmtezy sub-
tilizyny (850 rpm, 1 wm, wypetnienie 75%, temp. 30°C, pH startowe 8,5, 1%
21-godzinnego inokulum) pokazano na lys. 1. Maksymalng ilo$¢ tej protei-
nazy (5,85 - 6,05 mjA/cm”) otrzymywano zawsze w 30 godzinie hodowli, a za-
tem w poczatkowym okresie fazy stacjonarnej. Aktywnos¢ metaloproteinazy
w tym czasie osiggata wartos¢ 2,3 - 2,6 mjA/cm”, jednakze jej maksymalne
nagromadzenie w podtozu przypadato 2:wykle na koniec fazy logarytmicznej,
pomiedzy 21 a 24 godzing hodowli i wynosito ok. 4 mjA/cm”. Tak zatem
pomiedzy 24 a 30 godzing hodowli nastepuje spadek aktywnosci tego enzymu
o 1,4- 1,7 mjAlcm”,

W oparciu o wyniki prac Dancera i Mandelstama (24) przyjeto teze, ze
pri~czyng spadku aktywnosci metaloproteinazy w podtozu jest jej degradacja
przez subtilizyne. Teze te udowodniono, badajac zmiany aktywnosci tego en-
zymu w probkach podtoza pobranych z fermentora i wstrzasanych (po odwi-
rowaniu biomasy) w warunkach symulujacych hodowle bakterii. W prébie
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Rys. 1. Przebieg hodowli B. sublilui liiTC-3 w iermentorze MultiGen w podtozu P w warunkach
optymalnych dla biosyntezy subtilizyny (pH startowe 8,5, pH inokulum 8,5).

Z 24 godziny hodowli, w ciggu 6 godzin nastepuje spadek aktywnosci meta-
loproteinazy siegajacy 0,9 - 1,1 mjA/cm” (rys. 2a). Mozna przyjac, ze zblizone
straty aktywnosci enzymu majg miejsce w rzeczywistych warunkach pomiedzy
24 a 30 godzing hodowli bakterii w fermentorze.

Pomiedzy 15 a 21 godzing hodowli w fermentorze przyrost aktywnosci
metaloproteinazy wynosi okoto 2 mjA/cm” (por. rys. 1). Przy zachowaniu tego
tempa biosyntezy i jednoczesnym uwzglednieniu wyznaczonej szybkosci de-
gradacji (1,1 mjA/lcm™), aktywno$¢ enzymu w podiozu pomiedzy 24 a 30
godzing hodowti powinna wzrosng¢ o okoto 0,9 mjA/cm”. Tymczasem maleje
onaitoazo 1,4 - 17 mjA/lcm”. Sugeruje to, ze biosynteza metaloproteinazy
pomiedzy 21 a 24 godzina hodowli zostaje zahamowana.

Posrednich dowodéw potwierdzajacych stusznos¢ przyjetego rozumowania
dostarczyly eksperymenty wzorowane na pracy Botha i wsp. (25). Autorzy ci
wykazali, ze odwirowana i przemyta masa komoérkowa pobrana z logarytmi-
cznej fazy wzrostu B. amyloUquefaciens, a nastepnie zawieszona w mineral-
nym podtozu jeszcze przez 90 minut jest zdolna do sekrecji pozakomérkowych
enzymow. W podobnych do$wiadczeniach dla B. subtilis IBTC-3 stwierdzono,
ze komorki pochodzace z 18 godziny hodowli nadal wykazujg zdolno$¢ do
wydzielania do S$rodowiska znaczacych iloSci metaloproteinazy (0,5 -
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Rys. 2. Aktywno$¢ metaloproteinazy w supematantach (a) i w zawiesinach biomasy (b) po
18, 24 i 30 godzinach hodowli B. subtilis IBTC-3 w fermentorze.
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Rys. 3. Przebieg hodowli B. subtilis IBTC-3 w fermentorze w podtozu o pH regulowanym na
poziomie 8.
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0,95 mjA/cm”). Natomiast komorki po 24 lub 30 godzinach hodowli wydzie-
laja jedynie $ladowe ilosci enzymu (rys. 2b).

Przyjeto hipoteze, ze przyczyna zahamowania biosyntezy metaloproteinazy
jest wzrost zasadowosci sSrodowiska hodowlanego powyzej wartosci 8,3. Wska-
zywaly na to rezultaty hodowli B. subtilis IBTC-3 w fermentorach w réznych
pozywkach opracowanych dla biosyntezy subtttizyny, o charakteiystycznym
pH startowym 8,5. We wszystkich tych hodowlach maksymalne nagromadzenie
metaloproteinazy w podtozu przypadato na moment, w ktéorym pH osiggato
warto$¢ 8,3 (lys. 1). Zgodne z przyjetg hipotezg sg takze wyniki hodowli ba-
kterii w Srodowisku o pH utrzymywanym na poziomie 8 (lys. 3). W tych wa-
runkach obie proteinazy wydzielane sg do podioza az do 33 godziny procesu.

Jednakze w datszym toku badan uzyskano Wsmiki nie potwierdzajgce
wczesniejszych zatozen. Jezeli podtoze P uzyte do przygotowania mokulum
i dla hodowli w fermentorze miato pH startowe 7, zahamowanie biosyntezy
metatoproteinazy nastepowato dopiero, wtedy gdy zasadowo$é Srodowiska
osiggata wartos¢ 8,8 (rys. 4). Obserwowano réwniez stopniowe zmniejszanie
sie ilosci enzymu w podtozu od 24 godziny (rys. 5), pomimo ze pH Srodowiska
hodowlanego utrzymywano na poziomie 7 (po samoobnizeniu si¢ ze starto-
wego 8,5).

Rys. 4. Przebieg hodowli B. subtilis IBTC-3 w fermentorze w podtozu o pH startowym 7,
zaszczepionym inokulum o pH 7.
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Ffys. 5. Przebieg hodowli B. subtilis IBTC-3 w fermentorze w podtozu o pH regulowanym na
poziomie 7.

Wykazano takze, ze przebieg hodowli bakterii B. subtilis IBTC-3 w fermen-
torach jest uzalezniony od pH podioza stosowanego do sporzgdzenia inoku-
lum. Rezultaty hodowli w fermentorze w podtozu P o pH 7, zaszczepionym
inokulum o pH réwnym 8,5 przedstawiono na lys. 6. Zastosowanie takiego
inokulum sprawito, ze przfebieg tej hodowli podobny jest do hodowli w podtozu
0 pH startowym 8,5. W badaniach stwierdzono ponadto (dane nie publiko-
wane), ze pH poditozy uzywanych do sporzadzania skoséw stosowanych do
przechowywania, a zwfaszcza uaktywniania bakterii w znacznej mierze rzutuje
na zdolno$¢ B. subtilis IBTC-3 do wytwarzania subtilizyny i metaloproteinazy.

Stad nalezy pr2yjaé, ze wptyw pH na regulacje biosyntezy metaloproteinazy
jest bardziej ztozony niz to pierwotnie zakladano.

4. Podsumowanie
w pracy ustalono, ze optymalna temperatura hodowli bakterii B. subtilis

IBTC-3 dla produkcji subtilizyny wynosi 30°C, metaloproteinazy 27°C, nato-
miast a-amylazy i lipazy 33°C. Najlepszy wzrost bakterie wykazujg w 33°C.
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Rys. 6. Przebieg hodowli B. subtilis IBTC-3 w iermentorze w podtozu o pH startowym 7,
zaszczepionym inokulum o pH 8,5.

Maksymalng biosynteze subtilizyny i lipazy uzyskiwano, gdy wyjsciowe pH
pozywki byto zblizone do wartosci 8,5. Przy pH 6,0 iloS¢ metaloproteinazy
nagromadzana w podtozu hodowlanym jest wieksza niz subtilizyny, W po-
zywce 0 odczynie obojetnym uzyskuje sie maksymalng produkcje a-amylazy
i najlepszy wzrost bakterii. W koncowych godzinach hodowli bakterii w fer-
mentorze, w warunkach zapewniajgcych najwyzszg produkcje subtilizyny (pH
wyjsciowe inokulum i podtoza 8,5), zahamowaniu ulega biosynteza metalopro-
teinazy. Mechanizm wptywu pH na biosynteze proteinaz nie jest w petni jasny.
Regulacja pH w trakcie hodowli w fermentorze na statym poziomie nie sprzyja
zwiekszeniu biosyntezy tych enzymaéw.

Literatura

1. Priest F., (1987), Wniekletochnyje Jermienty mOcroorganizmow, ttum. W. K. Pla-
kunov. Moskwa ,,Mir”, 61.

2. Aunstrup K., (1979), Appl. Biochem. Bioengin., 2, 27.

3. Jemceva T. W., Konovalov S. A., (1978), Prikt. Biochim. Mikrobiol., 14, 661.

4. Keay L., (1972), Proc. IV IFS - Ferment. Technol. Today. Kyoto, Japan, 289.



Whplyw pH i temperatury hodowli na biosynteze 31

Prestidge L., Gage V., Spizizen J., (1971), J. Bacteriol., 107, 815.

Heineken F. G., O'Connor R. I, (1972), J. Gen. Microbiol., 73, 35.

Patent Nr 60 141 289, (1985), Japonia.

Egorov N. S., Vybomykh S. N., Loriya Z. K., (1983), Prikt. Biochim. Mikrobiol.,
19, 733.

Patent Nr 3710 309, (1971), USA.

Kelly C. T., Nash A. M., Fogarty W. M., (1984), Appl. Microbiol. Biotechnol., 19,
61.

Kitada M., Horikoshi K., (1976), J. Ferment. Technol., 54, 579.

Patent Nr 3 827 938, (1974), USA.

Coleman G., (1967), J. Gen. Microbiol., 49, 421.

Patent Nr 234 180, (1987), Czechostowacja.

Patent Nr 48 2795, (1973), Japonia.

. Anson M. L. (1939), J. Gen. Physiol., 22, 79.

Stein J., (1961), Biochemical Preparation, 8, 27.

Ruban E. L., (1977), Mikrobnyje lipidy i lipazy, 1zd. Nauka, Moskwa, 83.
Loginova t. G., Golovacheva R. S., Golovina I. G., (1973), Souhemiennyje pred-
stavlienia o termojilli mikroorganizméw. Nauka, Moskwa, 165.

. Votruba J., Pazlarova J., Dvorakova M., Vachova L., Stmadova M., Kucerova H.,

Vinter V., Zourabian R., Chaloupka J., (1991), Appl. Microbiol. Biotechnol., 35,
352.
Markkanen P. H., Bailey M. I, (1974), J. Appl. Chem. Biotechnol., 24, 93.

. Frost G. M., Moss D. A., (1987), Production oj Enzyme by Fermentation, in: Bio-

technology 7a, Ed. Kennedy J. F., 44.

Ryu D. D. Y., Mandels M., (1980), Enz3one Microbiol. Technol., 2, 91.

Dancer B. N., Mandelstam J., (1975), J. Bacteriol., 121, 406.

Both G. W., Mcinnes J. L., Harilon J. E., May B. K., Elliot W. K., (1972), J. Mol.
Biol., 67, 199.

Effect of pH and temperature on biosynthesis of some exoenzymes

of Bacillus subtilis IBTC-3

Summary

Effect of pH and temperature on biosynthesis of subtilisin, metalloproteinase, a-amylase and

lipase by B. subtilis IBTC-3 were studied. The optimum temperatures for production of subtilisin,
metalloproteinase and a-amylase or lipase were 30°C, 27°C and 33°C respectively. The optimum
temperature for growth of bacteria was estimated to be 33°C. The optimum pH for production
of subtilisin and lipase was 8,5, for metalloproteinase it was around 6,0. The highest production
of a-amylase and growth of bacterium was observed at pH around 7,0. The meehanism of
proteinases biosynthesis by pH regulation was studied. The maintenanee of pH of the medium
on the same level did not cause an inerease in proteinases production.
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