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Trials of stimulation of extracellular secretion of beta-galactosidase
synthesised by Kluyveromyces fragilis 28

Summary

To induce extracellular secretion of beta-galactosidase synthesised by
Kluyveromyces fragilis 28 yeasts, we used: glycin, L-asparagine, L-leucine,
dimethylformamide, dimethyl sulfoxide, cetyldimethylethylammonium bro-
mide, penicillin G and glycolipids from Candida antarctica.

The highest increase in the secretion of beta-galactosidase was obtained in
the yeast culture cultivated in the medium with polypeptone when glycin was
used as the secretion inductor. The extracellular activity of beta-galactosidase
reached 0.416 A.U./ml, and was 10-fold higher than the beta-galactosidase activ-
ity reported in the control group.
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1. Wstep
Laktoza Jest gtdbwnym cukrem wystepujacym w mleku ssa-

kéw. Enzym beta-galaktozydaza (beta-D-galaktozyd galaktohy-
drolaza, EC 3.2.1.23) katalizuje hydrolize tego cukru do glukozy
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i galaktozy, dwdch monosacharyddéw, ktére sg stodsze, tatwiej przyswajalne przez
organizm cztowieka i lepiej rozpuszczalne niz laktoza. Reakcjg towarzyszacg hydro-
lizie jest transgalaktozylacja prowadzgca do powstania galaktooligosacharydow
znajdujacych coraz wigksze zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceutycz-
nym oraz medycynie.

Drozdze, m.in. Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Candida pseudotropicalis
syntetyzujg beta-galaktozydaze w strukturach wewnatrzkomorkowych, a jej eks-
trakcja jest procesem czasochtonnym i kosztochtonnym. W celu zmniejszenia kosz-
tow produkcji preparatow enzymatycznych preferowane sg mikroorganizmy synte-
tyzujace enzymy zewngtrzkomadrkowe. Istnieje wowczas mozliwos¢ immobilizacji
catych komorek drobnoustrojow wydzielajgcych enzym poza komoérke. Poszukuje
sie metod indukcji sekrecji beta-galaktozydazy do pozywki.

jednym z najczesciej stosowanych czynnikéw indukujgcych sekrecje beta-galak-
tozydazy jest glicyna (1-5). Zainteresowanie budzi réwniez zastosowanie innych
aminokwasoOw jak: proliny, cysteiny, alaniny, leucyny, asparaginy (3,4,6). Prowadzo-
ne sg préby uzycia antybiotykéw: kolistyny, bacytracyny, penicyliny (Ikura) i deter-
gentéw jak bromku cetylotrimetyloamonu (7).

W pracy oznaczano wptyw glicyny. L-asparaginy, L-leucyny, N,N-dimetyloforma-
midu (DMF), dimetylosulfotlenku (DMSO), bromku cetylodimetyloetyloamonu
(CDAB), penicyliny G oraz glikolipidéw z Candida antarctica na indukcje zewnatrzko-
morkowego wydzielania beta-galaktozydazy z Kluyveromyces fragilis 28.

2. Materialy i metody

2.1. Mikroorganizm

W badaniach stosowano szczep Kluyveromyces fragilis 28 otrzymany z kolekcji
szczepow Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci Wydziatu Nauki o Zywno-
§ci Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego. Czystg kulture drozdzy prowadzono na
skosach agar-serwatka w 30°C przez 48 godzin.

2.2. Skfad pozywek

Pozywka nr | o sktadzie (g/litr): permeat po UF mleka, 50 g; ekstrakt drozdzowy,
1 g; K2HPO4, 2 g; NH4H2PO4, 1 g; MgSo4 + 7H20 0,1 g.

Pozywka nr 2 o sktadzie (g/litr): laktoza, 15 g; pepton K, 5 g; ekstrakt drozdzowy
5 g; K2HPO4, 1 g; MgSo4 1 7H20, 0,2 g; MnCl2 + 4H20, 0,02 g.
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2.3. Przygotowanie inokulum

W celu przygotowania inokulum uzyto pozywke nr 1. Pozywke odbialczano me-
todg termiczng przez ogrzewanie w 90°C przez 20 minut, ochtodzenie i sgczenie.
Nastepnie pozywke rozlano po 100 ml do kolb stozkowych o pojemnosci 500 ml,
wyjatawiano jg w 117°C przez 20 minut. Po ochtodzeniu pozywke zaszczepiano
zmywem biomasy ze skosOw. Inokulum prowadzono metodg wstrzasang w wy-
trzgsarce typu G-25 (New Brunswick) przy szybkosci wstrzgsania 250 obr/min w tem-
peraturze 30°C przez 24 godziny.

2.4. Warunki hodowli droidiy

Hodowle Kluyveromyces frogilis 28 prowadzono w pozywce nr 1 oraz w pozywce
nr 2. Pozywki rozlewano po 200 ml do kolb stozkowych o pojemnosci 500 ml,
wyjatawiano je w 117°C przez 20 minut. Dodano nastepujace ilosci induktoréw se-
krecji: aminokwasy 0,8, 1,0, 1,2 {%], penicylina G 10, 20, 50 [pg/ml podtoza]; DMSO
i DMF 0,10, 0,25, 0,50 [%j; CDAB i glikolipidy z C. antarctica 10, 20, 50 [pg/100 ml
podtoza). Glicyne oraz inne dodatki dodawano przez filtr mikrobiologiczny (Millex
- GP, 0,22 pl). Inokulum drozdzy dodawano w ilosci 5% (v/v). Hodowle mikroorgani-
zmoOw prowadzono metoda wstrzasang w wytrzasarce typu G-25 (New Brunswick)
przy szybkosci wstrzgsania 250 obr/min w temperaturze 30°C przez 72 godziny. Po-
nadto, w celu okreslenia wptywu warunkéw hodowli na wydzielanie zewnatrzko-
morkowej beta-galaktozydazy prowadzono hodowle metoda wstrzasang w pozywce
nr 2 z dodatkiem glicyny (0,8%) lub asparaginy (1,2%) lub DMF(0,25%) lub CDAB
(50 pg/100 ml pozywki) w warunkach jw. przez 120 godzin, pobierajac préby co
24 godziny.

2.5. Otrzymywanie preparatu beta-galaktozydazy

Po zakonczeniu hodowli drozdzy cato$¢ wirowano w wiréwece typu IEC PR-7000
M w warunkach: 5000 obr/min przez 10 min. W ptynie hodowlanym po oddzieleniu
biomasy drozdzy (preparat zewnatrzkomdérkowy) oznaczano aktywnos$c beta-galak-
tozydazy z o-nitrofenylo-beta-D-galaktopiranozydem (ONPG).

Aktywno$¢ beta-galaktozydazy oznaczano przez pomiar spektrofotometryczny
ilodci o-n trofenolu uwolnionego w wyniku dziatania enzymu na roztwér ONPG. Za
jednostke aktywnosci beta-galaktozydazy przyjeto dawke enzymu, ktéra w warun-
kach oznaczenia (temperatura 38°C, pH 6,8, czas reakcji 10 minut) uwalnia 1 pmol
o-nitrofenolu/minute.
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2.6. Odczynniki

Penicyline G, DMSO, DMF, CDAB, glicyne, L-asparagine, L-leucyne i (NPG otrzy-
mano z Sigma Co., ekstrakt drozdzowy z Merck, pepton K z BTL spdka z o. o.
Zaktad Enzymow i Peptonow.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Wplyw skiadu pozywki na sekrecje zewngtrzkomoérkowej beta-gakktozydazy

W badaniu wptywu sktadu pozywki na sekrecje zewnatrzkomoérkovej beta-ga-
laktozydazy wykazano, ze sktadniki pozywki nr 2 zawierajgcej polipeptoi stymulujg
sekrecje beta-galaktozydazy na zewnatrz. Po hodowli drozdzy na pozyvce nr ! nie
stwierdzono aktywnosci zewnatrzkomérkowej enzymu. Mozna zatem wnioskowac,
ze obecnos¢ polipeptonu, a doktadniej zawartych w nim peptydow, jesi niezbedna
dla wydzielania beta-galaktozydazy na zewnatrz komorek drozdzy (rys 1).

3.2. Wplyw aminokwaséw

Dodatek glicyny do pozywki pozytywnie wptywa na wydzielanie beU-galaktozy-
dazy na zewnatrz komoérek. Aktywnos¢ preparatu zewnatrzkomoérkowego wzrasta
nawet 10-krotnie w pordwnaniu do aktywnosci enzymu zewnatrzkonorkowego
w hodowli kontrolnej. Najkorzystniejszy jest 0,8% dodatek glicyny do nozyweki.

Takie dziatanie glicyny (stymulacja sekrecji) znajduje potwierdzenie w literatu-
rze (3). Nalezy jednak zauwazy¢, ze w pracach Ariga (1) i Mayashiro (4) olnotowano
odpowiednio zmniejszenie lub brak znaczacych zmian w ogdélnej produkcji biatka
w obecnosci glicyny, natomiast jest widoczny wzrost aktywnosci zewnatizkomorko-
wej beta-galaktozydazy. Trudno jednoznacznie okre$lié przyczyny tych znian. Swiad-
czg one o roéznej reakcji drobnoustrojow na obecno$¢ glicyny w pozyvce.

Glicyna najprawdopodobniej zmienia strukture $ciany komoérkowej, awiekszajgc
jej przepuszczalnosc.

Glicyne zastgpiono aminokwasami: asparaging i leucyng. Zostaty on? wybrane,
poniewaz uwaza sig, ze sg one inhibitorami kompetytywnymi podczas syntezy Scia-
ny komérkowej (1).

Dodatek asparaginy zwieksza aktywnos$¢ beta-galaktozydazy zewngtrzkomorko-
wej. Najwyzszy wzrost (4,2-krotny w poréwnaniu do aktywnosci enzymr zewnatrz-
komoérkowego w prébie kontrolnej) uzyskano w hodowli na pozywce z 2% dodat-
kiem tego aminokwasu.

Leucyna nie wptywa na sekrecje enzymu zewnagtrzkomorkowego.
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Rys. 1. Wpltyw sktadu pozywki na biosynteze zewnatrzkomdrkowej beta-galaktozydazy syntetyzo-
wanej przez Kluyveromyces fragilis 28.

Pozywka: A - kontrolna, B - z dodatkiem glicyny 0,8%, C - z dodatkiem asparaginy 12%, D -
z dodatkiem DMF 0,25%, E - z dodatkiem CDAB 50 pg/100 ml pozywki.

3.3. Wplyw detergentow

Komorki K. fragilis traktowane przez Bachhawata (7) kationowym detergentem
bromkiem cetylotrimetyloamonu (CTMB), charakteryzowaty si¢ nawet 400-krotny wzro-
stem aktywnosci komdérkowej beta-galaktozydazy. W naszych badaniach dodatek CDAB
w ilosci 50 pg/100 ml pozywki zwieksza sekrecje beta-galaktozydazy na zewnatrz
4,2-krotnie w stosunku do sekrecji enzymu wystepujacej w hodowli kontrolnej.

Zastosowano réwniez glikolipidy z Candida antarctica, jako detergent pochodze-
nia mikrobiologicznego. Stwierdzono, ze nie indukuje on sekrecji beta-galaktozyda-
zy zewnatrzkomoérkowej.
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3.4. Wptyw innych dodatkow

Ikura (3) obok aminokwas6w jako potencjalne induktory sekrecji beta-galaktozy-
dazy zastosowat antybiotyki. Uzycie przez niego penicyliny G spowodowalo nie-
znaczny (0,3-krotny) wzrost sekrecji enzymu na zewnatrz komérki. Stosowany przez
nas dodatek penicyliny w poréwnaniu do hodowli kontrolnej spowodowat okoto
2-krotne zwiekszenie aktywnosci enzymu zewngtrzkomorkowego. Wydaje sie, ze
wielko$¢ dawki penicyliny (10 lub 20 lub 50 pg/ml pozywki) nie oddziatuje na bio-
synteze beta-galaktozydazy, ktérej aktywnos¢ zewngtrzkomérkowa utrzymuje sie
na poziomie ok. 0,071 j,a./ml.

DMSO jest zwigzkiem czesto stosowanym w permeabilizacji komorek drozdzy
(8). StwierdziliSmy, ze dodatek DMSO do hodowli Kluyveromycesfragilis 28 w dawce
0,1 i 0,25% hamuje sekrecje beta-galaktozydazy (aktywnos$¢ zewnatrzkomérkowa
enzymu wynosi 0,0 j.a./ml, podczas gdy w prébie kontrolnej bez induktcra sekrecji
wynosi ona 0,041 j.a./ml), dopiero dodatek rzedu 0,5% umozliwia wydzielanie enzy-
mu do pozywki (aktywnos$¢ preparatu zewnatrzkomoérkowego enzymu 0,077 j.a./ml).

DMF to rozpuszczalnik organiczny, czesto uzywany obok DMSO. Dodatek DMF
do pozywki korzystnie oddziatuje na sekrecje beta-galaktozydazy, przy c:ym aktyw-
no$¢ zewnatrzkomorkowa preparatu enzymu osigga warto$¢ najkorzystniejsza
(0,237 j.a./ml) przy stezeniu DMF 0,25%.

3.5. Wplyw warunkéw hodowli

Badano wptyw czasu hodowli na aktywno$¢ beta-galaktozydazy stymulowang
przez wybrane ze wzgledu na ich indukujacy sekrecje wptyw zwiazki: glicyne (doda-
tek 0,8%), asparagine (dodatek 1,2%), DMF (dodatek 0,25%), CDAB (dodatek 50 pg/100 ml
pozywki) (rys. 2).

Aktywnos$¢ beta-galaktozydazy zewngtrzkomoérkowej zwieksza sie w czasie
osiggajac warto$¢ najwyzsza po 72 godzinach hodowli, wyjatek stanowi hodowla
z dodatkiem CDAB, gdzie najkorzystniejszg aktywnos¢ beta-galaktozydaz/ otrzyma-
no po 96 godzinach hodowli drozdzy.

Po 24 godzinach hodowli drozdzy aktywno$¢ zewnatrzkomérkowa be:a-galakto-
zydazy wystgpita jedynie w pozywce z dodatkiem glicyny i wynosita 0,023j.a./ml. Po
72 godzinach tej samej hodowli odnotowano 26-krotny, tj. najwyzszy wzrost aktyw-
nosci beta-galaktozydazy zewngtrzkomoérkowej do 0,615 j.a./ml.
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Rys. 2. Wplyw czasu hodowli Kluyveromyces fragilis 28 na sekrecje zewnatrzkomorkowej beta-galak-
tozydazy.
AB,CDE - opis patrz rys. 1.

4. Podsumowanie

Stwierdzono, ze zwiazkami, ktére w istotny sposéb stymulujg sekrecje beta-ga-
laktozydazy do pozywki sg aminokwasy glicyna i asparagina. Dodatek CDAB i DMF
oddziatujac na strukture scian komérkowych drozdzy réwniez indukuje wydzielanie
zewnatrzkomorkowej beta-galaktozydazy. Skuteczno$¢ oddziatywania wymienionych
induktoréw na sekrecje zewnatrzkomorkowego enzymu jest uwarunkowana obec-
noscig polipeptonu w pozywce. W przypadku jego braku dodatek zadnego z wymie-
nionych zwigzkéw nie indukuje sekrecji beta-galaktozydazy do pozywki.

Badania wykonano w ramach projektu KBN 529 0702 0916.
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