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Summary

The majority of natural, cold habitats occurred to be sources of psychrophilic and
psychrotrophic microorganisms, producing cold-adapted enzymes. They exhibit high
activity and catalytic efficiency at low and moderate temperatures, which results from
the elevated flexibility of their molecules. Structural differences between psychrophi-
lic enzymes and their counterparts originating from mesophiles and other organisms
are rather subtle and do not involve changes of molecular catalytic mechanisms. Be-
cause of high activity at low temperatures and an increased thermolability they are at-
tractive biocatalysts for many biotechnological purposes, some of which are presen-
ted in this paper.
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1. Wstep

Do tej pory sklasyfikowano okoto 3200 enzyméw (1), jednakze
ocenia sie, ze w naturze wystepuje ich kilkakrotnie wiecej i prawdo-
podobnie dla wielu reakcji chemicznych, obecnie spoza zasiegu bio-
katalizy, mozna bedzie znaleZ¢ specyficzny enzym. Uwaza sie, ze
wiekszos¢ dotad nie odkrytych i nie sklasyfikowanych natywnych en-
zymow wystepuje w Swiecie drobnoustrojow i wkasnie w obrebie tej
grupy organizméw najintensywniej sie ich poszukuje. Wynika to
stad, ze mikroorganizmy wykazuja najwyzsze zdotnosci adaptacyjne
sposrod wszystkich zywych ustrojow i m.in. dzieki dziataniu swych
enzyméw moga egzystowac nawet w tych biotopach, w ktérych inne
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formy zycia nie sa w stanie przetrwac. Dlatego tez szczeg6lne zainteresowanie skupia
w ostatnich latach aparat enzymatyczny drobnoustrojéw ekstremofilnych, do ktérych na-
leza m. in. organizmy psychrofilne. Stanowig one jedna z trzech duzych kategorii, na kté-
re podzielono wszystkie drobnoustroje na podstawie ich temperatur kardynalnych. Mi-
kroorganizmy termofilne charakteryzuje optymalna temperatura wzrostu przewyzszajaca
50°C, mezofile najobficiej rosng w przedziale 20-40°C, natomiast drobnoustroje psychro-
filne wykazujg zdolno$¢ wzrostu w 0°C (2), sg zatem przystosowane do bytowania w zim-
nych $rodowiskach.

Enzymy tych drobnoustrojow, przez wielu autoréw okre$lane mianem enzymow psy-
chrofilnych (ang. psychrophilic enzymes), ,,zimnych” lub ,,adaptowanych do zimna” enzy-
méw (ang. cold, cold-adapted enzymes) (3), a nawet psychrozymdw, sg zaliczane do tzw.
ekstremozymow, czyli biatkowych katalizatoréw organizméw ekstremofilnych (4). Wyra-
zem znaczenia, jakie sie im przypisuje, s liczne programy badawcze, finansowane ze
Srodkéw rzadowych gtéwnie w Stanach Zjednoczonych i w krajach Unii Europejskiej
(4-7). Dazy sie w nich nie tylko do znalezienia takich natywnych odpowiednikéw obecnie
wykorzystywanych przemystowo enzymow mezofilnych, ktére usprawnig i obniza koszty
procesow, ale takze poszukuje unikatowych, dotad nie znanych biokatalizatorow.

Ekstremozymy, wytwarzane w warunkach przemystowych przez swych naturalnych
producentdéw, albo tez przez rekombinowane drobnoustroje, moga w sposéb zasadniczy
poszerzy¢ asortyment i zwiekszy¢ wartos¢ komercyjng produkowanych biokatalizatoréw.
Amerykanska biotechnologiczna spdtka Diversa z San Diego, ktora podpisata umowe
z zarzgdem Narodowego Parku w Yellowstone, zobowigzujaca jg do gromadzenia i utrzy-
mywania w celach badawczych i komercyjnych kolekcji mikroorganizmdw zasiedlajacych
te tereny, ocenia, ze Swiatowy rynek enzymow, w tym ekstremozyméw, osiagnie w naj-
blizszym dziesiecioleciu warto$¢ ok. 17 mld USD, z ktorych 5 mld przypadnie na biokata-
lizatory wykorzystywane w produkcji farmaceutykéw (8).

Istotng poznawczo czescig badan nad ekstremozymami jest okreslenie na poziomie
molekularnym strukturalnych przyczyn ich aziatania w warunkach, ktére same w sobie
s, lub moga by¢ denaturujgce dla innych biatek. Znajomo$¢ tych wiasciwosci powinna
w dalszej perspektywie umozliwi¢ projektowanie nowych, przystosowanych do konkret-
nych technologii biatek enzymatycznych. Réwnie wazng korzyscig badan nad ekstremo-
zymami pochodzenia mikrobiologicznego jest poszerzenie kolekcji czystych kultur
0 szczepy bytujace w Srodowiskach stabo jeszcze zbadanych pod wzgledem biologicznym.
Ma to ogromne znaczenie dla wiedzy o bior6znorodnosci naszej planety, ktéra ciggle jest
jeszcze bardzo ograniczona. Ocenia sie np., ze do tej pory wyizolowano i opracowano wa-
runki hodowli dla nie wiecej niz 1% gatunkéw drobnoustrojow zasiedlajacych Ziemie (4).

Wérod ekstremozymoOw najwieksze zainteresowanie budzg enzymy termofili, inten-
sywnie badane od kilkunastu lat (4,9). Prace te byly i sg inspirowane przede wszystkim
komercyjnym sukcesem polimerazy DNA Thermus aguaticus (Tag polimeraza), wykorzysty-
wanej w amplifikacji DNA (PCR). Badania enzyméw wytwarzanych przez drobnoustroje
zimnotubne sg znacznie mniej zaawansowane i dopiero w ostatnich latach obserwuje sie
wyrazny wzrost liczby publikacji dotyczacych izolowania, oczyszczania oraz charaktery-
styki kinetyczno-molekularnej, gtéwnie lipaz, glikozydaz i proteaz, wytwarzanych przez
szczepy pochodzace ze $rodowisk polarnych i z innych zimnych obszaréw (3,10).
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2. Mikroorganizmy psychrofilne - zrédlo zimnych enzymoéw

Termin psychrofile zostat wprowadzony do literatury w 1902 r. przez Schmidta-Niel-
sena (11), ktéry w ten sposéb okreslit drobnoustroje zdolne do wzrostu i namnazania
w 0°C. Zgodnie z pozniejszg definicja Stokesa (12) psychrofile sg to mikroorganizmy, kté-
re w temperaturze 0°C w czasie do dwéch tygodni tworzg makroskopowo widoczne ko-
lonie. Zdolnos¢ ta nie okresla jednak w sposéb Scisty ich preferencji srodowiskowych. Dla
wiekszosci tych drobnoustrojow jest to jedynie przystosowanie do chtodnego klimatu,
poniewaz rownie dobrze, a czasem nawet lepiej, moga rosna¢ w temperaturach z dolne-
go zakresu temperatur wzrostowych mezofili. Z drugiej strony, znane sg rowniez szczepy
0 fizjologii tak dalece przystosowanej do zycia w temperaturach zblizonych do 0°C, ze
juz w umiarkowanie cieptym otoczeniu kolonia zamiera, a nawet dochodzi do autolizy
komérek. Z tego wzgledu organizmy psychrofilne zostaly podzielone na obligatoryjne,
czyli whasciwe psychrofile, o optymalnej temperaturze wzrostu nie wyzszej niz 15°C i mak-
symalnej nie przekraczajgcej 20°C oraz fakultatywne, nazwane psychrotrofami, o opty-
malnej temperaturze wzrostu z zakresu 20-25°C (13). W$rdd tych ostatnich rozrézniono
stenopsychrotrofy, dla ktérych maksymalna temperatura wzrostu jest nizsza od 40°C
I eurypsychrotrofy, rosngce jeszcze w tej temperaturze (14).

Mikroorganizmy psychrofilne i psychrotrofowe stanowig najliczniejsza na naszej pla-
necie grupe drobnoustrojéw, wystepujacg w rozmaitych ekosystemach, i to nie tylko
w tych, ktdre sg zlokalizowane na obszarach o permanentnie zimnym klimacie, ale i takich,
gdzie temperatura obniza sie tylko lokalnie lub okresowo. Ich szerokie rozpowszechnienie
i duza liczebno$¢ wynika stad, ze ponad 80% biosfery, a w przypadku mérz i oceanéw na-
wet ponad 90% ich objetosci ma temperatury nizsze od 5°C (15). Drobnoustroje zimnolub-
ne bytujg przede wszystkim w zimnych wodach stodkich i morskich, w polarnych i wysoko-
gérskich glebach, w lodzie lodowcéw, w roslinach i ektotermicznych zwierzetach, zyjacych
w chtodnym klimacie, a takze w mrozonej lub chtodzonej zywnosci (3,10,11,15).

Mniejsza wrazliwos$¢ psychrotroféw na wahania temperatur w poréwnaniu z psychro-
filami sprawia, ze przewazaja one w zimnych srodowiskach, nawet w tych o statym klima-
cie polarnym (16-18). Tak np. Kobori i in. (19) sposréd 155 szczep6w bakterii, wyizolowa-
nych z wéd antarktycznych, az 77% sklasyfikowali jako psychrotrofy, a zaledwie 23% zali-
czyli do wiasciwych psychrofili. Uwaza sie, ze te ostatnie znajdujg najlepsze warunki do
rozwoju w miejscach o ustalonych niskich temperaturach, zwykle ponizej 3°C (20), takich
jak szczyty wysokich gor, dna oceanow, muty i osady gtebokich jezior (15). Dla najbar-
dziej zimnolubnych bakterii bytujacych w tych obszarach i nalezagcych zwykle do rodza-
jow Alteromonas, Bacillus i Vibrio, optymalne temperatury wzrostu wynosza 3-4°C, za$
maksymalne nie przekraczaja 12°C (20). W odniesieniu do oméwionej klasyfikacji, mozna
takie szczepy uzna¢ za ekstremalne psychrofile, czyli hiperpsychrofile (13,20). Nalezy do-
da¢, ze whasciwymi psychrofilami z racji lepszego przystosowania do zycia w niskich tem-
peraturach sg przede wszystkim heterotrofy (17).

Pierwszy psychrofilny mikroorganizm wyizolowat prawdopodobnie Forster z gora
100 lat temu. Byfa to fluoryzujaca bakteria, pochodzaca z przechowywanej w chiodzie
ryby, dobrze rosngca w 0°C (10). Dzisiaj wiadomo, ze gramujemne i gramdodatnie drob-
noustroje zimnolubne przynaleza do wielu réznych taksonéw, ktérych wiekszosc jest po-
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wszechnic znana i ma swoich przedstawicieli w bardzo zréznicowanych biotopach. Najbar-
dziej liczne sg wsrdd nich gatunki z rodzaju Pseudomonas, co wynika przypuszczalnie z zywie-
niowej i metabolicznej r6znorodnosci tych bakterii. Z innych nalezy wymieni¢ zimnolubne
szczepy Achromobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Xanthomonas, Sphingomonas,
Serratia, Escherichia, Proteus, Vibrio, Chromobacterium, Cellulomonas, Cytophaga, Acinetobacter, Co-
rynebacterium, Arthrobacter, Bacillus, Micrococcus, Moraxella i Lactobacillus (3,10,11,14,15). Opi-
sano rowniez psychrofilne gatunki wzglednych i bezwzglednych beztlenowcéw (15).

Drobnoustroje psychrofilne i psychrotrofowe nie ograniczajg sie do Prokaryota - wy-
stepujg licznie wsrdd drozdzy, grzybéw nitkowatych (3) i eukariotycznych jednokomér-
kowych glonéw (11). Psychrofilne gatunki drozdzy pochodzace z polarnego lodu, $niegu
i gleby sg przedstawicielami rodzajow Torulopsis, Candida (21) i Leucosporidium (22), za$
czesciej wystepujace w przyrodzie drozdze psychrotrofowe, nalezace do rodzajow Cryp-
tococcus, Candida, Rhodotorula, Torulopsis, Hanseniaspora i Saccharomyces, zostaty znalezio-
ne przede wszystkim w mrozonej zywnosci (10). Psychrofilne plesnie spotyka sie najcze-
$ciej wsrdd Penicillium i Cladosporium (23), a takze wérdod patogennych plesni $niegowych
rodzaju Sclerotinia i Typhla (24). Znane sa réwniez psychrofilne archebakterie. Preston i in.
(25) opisali psychrofilny szczep, zasiedlajacy symbiotycznie tkanki jednej z gabek strefy
umiarkowanej, ktory sklasyfikowali jako Cenarchaeum symbiosum. jego optymalna tempe-
ratura wzrostu wynosi zaledwie 10°C, czyli jest az o okoto 60°C nizsza od optymalnej dla
wzrostu innych opisanych ustrojow tego taksonu. jeszcze wczesniej przedstawicieli Ar-
chea znaleziono wséréd morskiego pikoplanktonu antarktycznego (26).

Prawidtowa klasyfikacja niektorych opisanych w literaturze zimnolubnych szczepéw na-
strecza duze trudnosci (11). Przyktadem moze by¢ gramdodatni ziarniak, sklasyfikowany jako
Micrococcus cryophilus, ktéry posiada charakterystyczng dla bakterii gramujemnych otoczke,
a zawarto$¢ nukleotydoéw GC w jego DNA rozni sie od typowej dla innych przedstawicieli
tego rodzaju (27). Do nowych jednostek taksonomicznych nalezg tez najprawdopodobniej
gatunki okreslone jako Arthrobacter glacialis (28), Vibrio psychroerythreus (13), Aquaspirillum arc-
licus (29) i wiele innych, pochodzacych gtdwnie ze Srodowisk antarktycznych (20,30,31).

Badania drobnoustrojéw zimnolubnych majg istotny wymiar praktyczny, stwarzajg
bowiem szanse wykorzystania ich kultur w réznych gateziach gospodarki oraz w ochro-
nie srodowiska. Sposrod najczesciej przytaczanych perspektyw na uwage zastugujg koncep-
cje zastosowania tych drobnoustrojow w rejonach o chtodnym klimacie do biodegradacji
ksenobiotykdw i naturalnych polutantéw, w tym substancji ropopochodnych (32), jak réw-
niez w biogeochemii do tugowania metali, np. uranu (33). W tym kontekscie duze znaczenie
przypisuje sie pracom zmierzajacym do genetycznej charakterystyki psychrofili (3,11,20).

3. Wiasciwosci enzymdw psychroiilnych
3.1. Termozalezno$¢ i stabilnos¢
Szybkos¢ kazdej reakcji chemicznej, a reakcji enzymatycznej w szczegdélnosci, zalezy

od temperatury, ktora wywiera silny wptyw na wszystkie stadia biokatalizy oraz na sam
labilny, makromolekularny biokatalizator. Wiadomo, ze obnizenie temperatury o 10°C
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prowadzi do 2-3-krotnego obnizenia tempa reakcji enzymatycznej, mozna by zatem
oczekiwaé, ze w przedziatach temperatur zblizonych do 0°C dziatanie enzymoéw w ustro-
jach ektotermicznych i psychrofilnych powinno ustaé, gdy tymczasem organizmy te do-
skonale funkcjonujg w swoim zimnym S$rodowisku, utrzymujac kompatybilny z zyciem
poziom metabolizmu. Wynika to tylko w pewnym stopniu ze wzmozonej biosyntezy en-
zymow, kompensujacej poprzez wzrost stezenia tych biatek ubytki ich aktywnosci w ni-
skich temperaturach, ale przede wszystkim jest spowodowane wytwarzaniem biokatali-
zatoréw molekularnie i kinetycznie zaadaptowanych do dziatania w $rodowiskach o cze-
sto skrajnie niskiej entalpii (20,34,35).

Kinetyczna adaptacja do niskich temperatur enzymoéw pochodzacych z psychrofili, jak
rowniez z organizméw poikilotermicznych, wyraza sie kilkoma wspolnymi wiasciwos$cia-
mi tych biatek (10,20,36), réznigcymi je od mezofilnych odpowiednikéw. Nalezg do nich:

1) obnizone optimum temperaturowe, wynikajace z przesuniecia krzywych zaleznosci
aktywnosci enzymu od temperatury w strone nizszego zakresu, a takze znacznie nizszy
wspoitczynnik temperaturowy Qg ktérego wartos¢ moze nawet nie osiggna¢ 1,5 (37), co
oznacza, ze tempo reakcji katalizowanych przez psychrozymy jest limitowane wolniejsza
dyfuzjg substratu do enzymu w $rodowisku o niskiej entalpii i znacznie wyzszej lepkosci
(lepkos¢ wody w 0° jest 7-krotnie wyzsza niz w 20°C, (38));

2) wyzsze wartosci - w przedziale temperatur 0-30°C - stalej katalitycznej k™gt'
okreslajacej reaktywnos$é enzymu w kompleksie z substratem oraz statej specyficznosci
enzymu kkat/Km> definiujacej jego katalityczng skuteczno$¢ (perfekcje dziatania);

3) obnizona stabilno$¢, prowadzaca do szybkiej i rozlegtej denaturacji psychrozyméw
juz w umiarkowanych temperaturach.

Wyktadnicza zalezno$¢ tempa reakcji enzymatycznych od temperatury wynika z row-
nania opisujacego statg szybkosci reakcji k (20):

A x@ ACTRT

w ktorym: « - jest wspétczynnikiem wyrazajacym prawdopodobienstwo dysocjacji zak-
tywowanego kompleksu enzym-substrat na enzym i produkt reakcji; Kg - to stata Bolt-
zmana (1,38x 10" jxK'); h - stata Plancka (6,63x10™" jxs); T - temperatura w [K];
R - stata gazowa (8,31 IXK"'xmol*), a AG oznacza swobodng energie aktywacji reakcji.
Ta ostatnia wielko$¢ jest réwnie podstawowa dla przebiegu reakcji jak temperatura,
a kazdy katalizator obniza ja w stopniu zaleznym od jego natury. Dane literaturowe
(20,39-43) wskazujg, ze enzymy zaadaptowane do zimna obnizajg bariere energetyczng
specyficznie przez siebie katalizowanych reakcji, i najczesciej takze entalpie aktywacji
(AH ) (38), w stopniu wiekszym anizeli ich mezofilne odpowiedniki. Tak np. metaloprotei-
naza wytwarzana przez psychrofilny szczep Pseudomonasfuorescens 164/03, wyizolowany
z lodowca alpejskiego na wysokosci 4000 m, obniza energie aktywacji hydrolizy azokaze-
iny do 37,5 kjxmol™ (40), czyli prawie 2-krotnie bardziej od subtilizyny Carlsberg
(60 kjxmol "). Réwniez subtilizyna S41 z antarktycznego psychrofila Bacillus TA41 znacz-
nie efektywniej hydrolizuje syntetyczny substrat NSucCAAPFpNA od subtilizyny mezofilnej,
cho¢ w tym przypadku réznice w wartosciach energii aktywacji nie sg tak duze (odpo-
wiednio, 38,5 i 48,5 kjxmol’") (43). Proteinaza z bakterii antarktycznych obniza tez bar-
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dziej od enzymu mezofilnego entalpie hydrolizy tego samego substratu (odpowiednio, do
36 i 46 kjxmolm” (43)). Energie aktywacji lipaz z antarktycznego szczepu Psychrobacter im-
mobilis BIO i z mezofilnego Pseudomonas aeruginosa potwierdzajg te zasade, bowiem dla
pierwszego enzymu warto$¢ bariery energetycznej reakcji lipolizy wynosi 63, za$ dla
drugiego az 110 kjxmof” (44).

Rezultaty wszystkich dotychczasowych badan wskazuja, ze zmniejszenie energii akty-
wacji reakcji katalizowanych przez zimne enzymy nie wigze sie ze zmiang molekularnego
mechanizmu przemiany substratu w produkt, zachodzacej z ich udziatem. Takie same jak
w odpowiednich enzymach mezofilnych sg w nich zwykle reszty aminokwasow katalitycz-
nych i wigzacych substrat, zblizona jest struktura kieszeni katalitycznej. Zostato to do-
brze udokumentowane dla wspomnianej juz psychrofilnej subtilizyny S41, ktdra, jak to
wykazat zespét Gerdaya i Fellera (43), dziata z udziatem triady przeniesienia tadunku
Ser...His...Asp, analogicznej jak w innych proteinazach serynowych, na podstawie katalizy
kowalencyjnej oraz kwasowo-zasadowej. Rowniez a-amylaza z antarktycznego psychro-
trofa Alteromonas haloplanctis A23 (45) zawiera takg samg pare katalitycznych aminokwa-
sow, ktorg stanowig dwie reszty asparaginianu (Asp-174 i Asp-264), jak a-amylazy mezofi-
li oraz enzym trzustkowy i ple$niowa Taka-amylaza (46,47), za$ gtbwnym aminokwasem
biorgcym udziat w wigzaniu substratu jest w tym enzymie reszta glutaminianu (Glu-200),
podobnie jak we wspomnianych amylazach. Katalityczna triada Ser...His...Asp, charakte-
rystyczna dla lipaz réznego pochodzenia (48,49) zostata réwniez zachowana w dwach li-
pazach produkowanych przez antarktyczny psychrotrofowy szczep Moraxella TAl44
(44,50), co dowodzi, ze enzymy te wykorzystujg identyczny jak inne lipazy molekularny
mechanizm hydrolizy wigzanh estrowych w triacyloglicerolach. W przytoczonych przykia-
dach wskazuje sie, ze strategie adaptacji psychrofilnych enzyméw do zimnego $rodowi-
ska nie obejmujg zmian molekularnych mechanizméw katalizy przebiegajacych z ich
udziatem, ktére pozostaja prawdopodobnie wsp6lne dla biokatalizatoréw dziatajacych in
vivo w bardzo roznigcych sie srodowiskach.

Temperatury optymalne dla aktywnosci enzyméw drobnoustrojowych sg zwykle
0 20-30°C wyzsze od temperatur optymalnych dla wzrostu i namnazania wytwarzajacych
je szczep6éw. Sredni przedziat optymalnej temperatury enzyméw produkowanych przez
mezofile wynosi 50-60°C (39), natomiast wiekszo$¢ opisanych w literaturze enzymoéw mi-
kroorganizméw zimnolubnych wykazuje maksymalng aktywnos$¢ w zakresie 30-40°C,
cho€ sg i takie, ktore charakteryzujg sie optymalnymi temperaturami spoza tego prze-
dziatu. Tak np. jeden z pierwszych wyizolowanych z psychrofili enzymdw - dehydrogena-
za izocytrynianowa Vibrio marinus MP-1 - wykazywata aktywnos¢ jedynie do 20°C z opti-
mum w 7°C (51), a dehydrogenaza mleczanowa z innego szczepu tych bakterii reduko-
wata pirogronian z maksymalng szybko$cig w 10°C, przejawiajgc aktywnosc¢ tylko do 18°C
(52). Wyjatkowo niskie optymalne temperatury (10-20°C w zaleznosci od substratu) wyka-
zywaly tez trzy lipazy, produkowane przez bakterie wyizolowane z wod antarktycznych
przez Karsta i in. (42). Ci sami autorzy stwierdzili jednak, ze sposrod kilkunastu wstepnie
przez nich scharakteryzowanych proteaz, wytwarzanych przez te same antarktyczne
szczepy, az siedem enzymoOw serynowych miato wyraznie podwyzszone optima tempera-
turowe, nawet do 45-65°C, podobnie jak alkaliczna proteinaza serynowa (60°C) z psy-
chrotrofowego szczepu Bacillus sp., wyizolowanego przez Margesin i in. (53) z alpejskie-
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go lodowca na wysokosci 3 tys. metrow. Subtilizyne S41 pochodzaca réwniez z antark-
tycznego szczepu (43) cechowata natomiast optymalna temperatura z oczekiwanego
przedziatu, wynoszaca 40°C, czyli o 25°C nizsza od optimum temperaturowego homolo-
gicznej mezofilnej suhtilizyny (65°C) (42). Zréznicowane optymalne temperatury wyka-
zuja tez metaloproteinazy zimnoluhnych szczepdw, pochodzacych z réznych biotopow.
Enzym wytwarzany przez Xanthomonos maltophilia, glebowa bakterie alpejska, bytujaca
na wysokosci 2100 m, ma wyzsza optymalng temperature (50°C, (54)) od metaloproteina-
zy (40°C) produkowanej przez Ps. fluorescens, wyizolowany z alpejskiego lodowca na wy-
sokosci 4000 m (40). Znacznie nizszymi optymalnymi temperaturami charakteryzuja sie
natomiast metaloproteinazy szczep6w antarktycznych, opisane przez Karsta i in. (28°C,
(42)) oraz Turkiewicz i in. (25-30°C, (55)). Niskie optymalne temperatury posiadajg tez
(3-galaktozydazy psychrotrofowego szczepu Arthrobacter D2. Mieszczg sie one w zakresie
20-25°C (56), sg zatem o ok. 25°C nizsze w porownaniu z p-galaktozydazg Escherichia coli.
Enzymy Arthrobacter D2 sg w dodatku aktywne w temperaturach ponizej 15°C, w ktérych
mezofilna p-galaktozydaza nie hydrolizuje laktozy.

Niezaleznie od zakresu optymalnych temperatur, enzymy drobnoustrojéw zimnolub-
nych wykazujg znaczng aktywno$¢ w przedziale 0-5°C, w ktérym ich mezofilne odpo-
wiedniki sg najczesciej nieaktywne. Tak np. alkaliczna fosfataza z glebowej bakterii
Arthrobacter (57), oraz proteinazy Ps. fluorescens (39) zachowujg w tym zakresie tempera-
tur ok. 10% maksymalnej aktywnosci, za$ subtilizyna z Bacillus TA41 (43) i poligalakturo-
naza z psychrofilnego grzyba Sclerotinia borealis - 15% (24). Lipazy z antarktycznych
szczepow P. immobilis (44) i Moraxella sp. (58), ktére cechuje stosunkowo niska optymalna
temperatura (35°C), zachowujg w 0°C az 20-25% aktywnosci maksymalnej, podczas gdy
ich mezofilny odpowiednik z Ps. aeruginosa nie jest aktywny ponizej 20°C (36). Podobne
sg whasciwosci proteinazy z psychrotrofa Ps. fluorescens 114, pochodzacego z osadéw
rzecznych, ktéra w 0°C przejawia 24% maksymalnej aktywnosci, wykazywanej w 35°C
(59). Wyjatkowym przystosowaniem do dziatania w niskich temperaturach cechuje sie tez
metaloproteinaza antarktycznych bakterii Sphingomonas paucimobilis 116, bytujacych
w przewodzie pokarmowym kryla, Euphausia superba Dana, ktéra w zakresie 0-5°C zacho-
wuje 43-47% aktywnosci maksymalnej, a w -10°C - az 38% (55).

Cena, jaka ptacg adaptowane do zimna enzymy za wysoka aktywnos$¢ ponizej 30°C,
jest ich duza termowrazliwos¢ i niestabilnos¢ strukturalna powyzej tej temperatury. Za-
zwyczaj catkowita utrata aktywnosci enzymoéw psychrofilnych nastepuje w temperatu-
rach nieco nizszych lub bliskich 50°C, czyli w takim zakresie, ktéry odpowiada dolnej gra-
nicy przedziatu temperatur optymalnych dla mezozymoéw. Wiasciwos¢ te dobrze ilustruje
odporno$¢ temperaturowa subtilizyny S41 z antarktycznego psychrofila (43), ktéra
w 50°C w ciggu 10 minut catkowicie sie inaktywuje, gdy tymczasem subtilizyna mezofilna
w tych samych warunkach zachowuje ponad 80% wyjsciowej aktywnosci. Réwnie labilne
w poréwnaniu z mezofilnymi odpowiednikami sg metaloproteinazy szczepdw alpejskich
(39,40) i antarktycznych (42,55), serynowa proteinaza Flavobacterium balustinum, by-
tujagcego we wnetrznosciach tososia (60), czy tez a-amylaza z antarktycznego szczepu
A. haloplanctis (41), ktéra w 45°C zachowuje po 20 minutach zaledwie 20% aktywnosci,
podczas gdy enzym z trzustki wieprzowej pozostaje w tych warunkach w petni aktywny.
Okres pottrwania lipazy Ps. immobilis jest w 50°C o 2 rzedy wielkosci nizszy w poréwnaniu
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z enzymem mezofilnym (44). Zwigzana ze $ciang komoérkowa inwertaza endenicznych
psychrofilnych drozdzy Leucosporidium antarcticum 171 zachowuje petng aktywno$¢ Jedy-
nie do 20°C w ciagu 30 minut, natomiast enzym z mezofilnego szczepu Saccharonyces ce-
revisiae utrzymuje jg az do 60°C, inaktywujac sie dopiero w 80°C [Turkiewicz i Pazgier,
dane nie publikowane].

W pracach Fellera i in. (20) wskazuje sie, ze jest mozliwe podniesienie stabitn)sci psy-
chrozyméw bez spadku ich aktywnosci w niskich temperaturach. Autorzy ci o:rzymali
muteine wspomnianej juz antarktycznej subtilizyny, w ktorej 85 reszte treoniny nastgpili
kwasem asparaginowym, stabilizujacym w tej pozycji mezofilne subtilizyny. vluteina
T85D charakteryzowata sie 10-krotnie dtuzszym w 50°C okresem pottrwania od A”dscio-
wego enzymu, a réwnoczesnie 2,5-krotnie wyzsza od niego aktywnoscig w hydrolizie
azokazeiny w 4°C i 0 65% wyzsza w 25°C. Zmienione wiasciwosci niewatpliwie podniosty
walory uzytkowe enzymu i jego komercyjng atrakcyjnosc.

Wspomniano, ze jednym z podstawowych kinetycznych przystosowan bioka alizato-
row do dziatania w okre$lonych warunkach Srodowiska jest dostosowanie wartojci statej
katalitycznej k*gt do zakresu temperatur fizjologicznych organizmu, z ktorego cany en-
zym pochodzi. Konsekwencja s tego samego rzedu wielkosci k*gt homologicznyrh enzy-
moéw w takich przedziatach temperatur, ktérych doswiadczaja in vivo (38). Oznacia to, ze
np. dla dowolnego enzymu, wytwarzanego przez obligatoryjny psychrofil, k*g" w :akresie
5-20°C beda bardzo zblizone jak dla homologicznych enzyméw, produkowanych przez
psychrotrofy, mezofile wiasciwe i termotolerancyjne badz termofile w zakresach tempe-
ratur odpowiednio, 10-25, 20-35, 25-40 i 35-50°C (38). A zatem psychrozymy mijg wro-
dzong wihasciwosé wysokiej aktywnosci molekularnej w niskich temperaturach, 2nacznie
wyzszej, anizeli wykazujg w tych samych warunkach mezozymy. Dobrym przykhdem ta-
kiego przystosowania jest a-amylaza A. haloplanctis, ktorej k*g" w hydrolizie skrobi w 4°C
jest az 7-krotnie wyzsza niz amylazy trzustki wieprzowej (odpowiednio 490 i 71 f*), jed-
nakze ten ostatni enzym w 25°C charakteryzuje sie juz kg" tego samego rzedu Wielkosci
(330 s'Y jak zimna amylaza w 4°C (41). Stata katalityczna subtilizyny z Bacillu: subtilis
TA39 (antarktyczny psychrofil) w 5°C wynosi w hydrolizie NSucFAAFpNa 32 s °, mtomiast
subtilizyny Carlsberg w tych samych warunkach - 18 s" (20). Poniewaz w 5°C obydwa
enzymy cechuje identyczne powinowactwo do syntetycznego substratu (Km = 0,026 mM),
stata specyficznosci psychrofilnej subtilizyny jest w 5°C prawie 2-krotnie wyzsza niz ho-
mologicznego mezozymu (k*gt/Km, odpowiednio, 1230 i 690 s"”xmM’’). Jeszcze vieksze
réznice w katalitycznej skuteczno$ci zaobserwowano dla dehydrogenazy alkoiolowej
z antarktycznego psychrofila Moraxella TAE123, ktorej stata specyficznosci w zakresie
5-25°C jest wzgledem etanolu 6-krotnie wyzsza niz homologicznej dehydrogenazy
z watroby konia (61). Podobne zaleznosci opisano dla wielu innych homologiczrych par
enzyméw, m. in. p-laktamaz z bakterii antarktycznych i mezofilnych (50), czy tez Isylanaz
z drozdzy psychro- i mezofilnych (62).

Zasada dostosowania wartosci stalych Michaelisa do temperatur fizjologicznych
(krzywa Km = f(T) z wyraznym minimum), postulowana przez Hochachke i Somerc (35) na
podstawie kinetycznych badafn homologicznych enzymoéw organizméw endo- i ektoter-
micznych, jest na ogo6t zachowana réwniez w przypadku enzymow wytwarzanych przez
zimnolubne mikroorganizmy (63), jednakze powinowactwo enzyméw psychrofihych do
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substratow jest w niskich temperaturach rzadko kiedy wyzsze od wykazywanego w tych
samych warunkach przez te homologiczne enzymy mezofilne, ktére pozostajg aktywne
ponizej 15-20°C (20).

Dostosowania metaboliczne mikroorganizmow zimnolubnych do niskich temperatur
nie ograniczajg sie jedynie do takich zmian wiasciwosci ich enzymow, ktore owocujg
podwyzszong aktywnoscig w niskich temperaturach, ale obejmujg takze:

- zwiekszenie tempa biosyntezy enzymow (3,10,64), indukowane obnizeniem tem-
peratury ponizej optymalnej dla wzrostu, w ktérym istotng role odgrywaja biatka szoku
zimna (ang. cold shock proteins, csp) (11); jest to mechanizm niekorzystny energetycznie,

- synteze tych izozymow (34,65), ktdre sg lepiej dostosowane do dziatania w niskich
temperaturach, a takze enzymoéw zintegrowanych z komdrka, co zwieksza ich stabilnos$é
(11), oraz

- szybszy metabolizm biatek (11,35), prowadzacy do kompensacji strat energetycz-
nych zwiazanych z ich wzmozong biosynteza.

Wzrost szybkosci biosyntezy adaptowanych do zimna drobnoustrojow, indukowany
temperatura, jest niekiedy bardzo wysoki. Tak np. psychrotrofowe antarktyczne szczepy
Moraxella o optymalnej temperaturze wzrostu 25°C wytwarzajg w 3°C 6-krotnie wiecej li-
paz (58), a wydajno$¢ biosyntezy a-amylazy zl. haloplanctis w 25°C osiaga zaledwie 6% wy-
dajnosci w 4°C (41).

3.2. Adaptacje molekularne

Podtozem kinetycznego dopasowania psychrofilnych enzymdw do niskich temperatur
sg ich szczegdblne wiasciwosci molekularne. Somero i Hochachka (34,35,66) juz w latach
siedemdziesigtych, gdy badania zimnych enzymdw dopiero si¢ rozpoczynaly i nie istniaty
blizsze dane o ich strukturze, zatozyli, ze te biatka musi charakteryzowac znacznie wigk-
sza elastyczno$¢ molekularna niz enzymy przystosowane do dziatania w umiarkowanych
temperaturach. Wskazywata na to analiza termodynamicznych zjawisk, ktére powinny to-
warzyszy¢ cyklowi Kkatalitycznemu w niskiej temperaturze. W tych warunkach wskutek
znacznego wzrostu lepkosci roztworéw wodnych i spadku szybkosci dyfuzji solutéw,
wigzanie substratu przez enzym winno by¢ znacznie wolniejsze, jesli jednak taki kom-
pleks sie utworzy, prawdopodobienstwo jego rozpadu jest na skutek redukcji ruchéw
termicznych reaktantéw znacznie mniejsze niz podczas katalizy w wyzszych temperatu-
rach (38). Z tego samego powodu trudniejsze moze by¢ osiagniecie stanu tranzycji, wa-
runkujacego zajscie reakcji enzymatycznej. Istotg tego stanu jest powstanie naprezen
w substracie, dzieki mniej lub bardziej rozlegtym zmianom konformacyjnym enzymu.
Wreszcie, uwolnienie produktu w $rodowisku o zredukowanej entalpii rowniez moze by¢
utrudnione, a bez tego nie rozpocznie sie kolejny cykl Kkatalityczny (38). Przezwyciezenie
tych niekorzystnych zjawisk wymaga zwiekszenia elastycznosci molekuty zimnego enzymu.

Zatozenia Somero i Hochachki sg dzi$ juz dobrze udokumentowane dzigki zbadaniu
zar6wno metoda bezposredniej analizy krystalograficznej, jak i komputerowego modelo-
wania molekularnego struktury wielu enzyméw organizméw ektotermicznych (gtownie
ryb z zimnych akwendéw (67-70)) i drobnoustrojéw zimnotubnych. Jesli chodzi o te ostat-
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nie, do tej pory okreslono za pomoca dyfraktometrii rentgenowskiej petng strukture za-
ledwie trzech enzymoéw, w tym dwoch wytwarzanych przez szczepy antarl«tyczne, tj.
a-amylazy A haloplanctis (1,85 A (71)), alkalicznej metaloproteinazy Ps. aeruginosa (2,1
A (72)) oraz izomerazy triozofosforanowej, produkowanej przez psychrofilng bakterie
V. marinus (2,7 A (73)). W przypadku tego ostatniego enzymu pomiarom dyfrak:ometrycz-
nym poddano krysztaty dwdch pochodnych izomerazy: z siarczanem i 2-fosfoglikolanem,
czyli analogiem wiasciwego substratu (fosfodihydroksyaceton). Prawdopodobne sfatdo-
wanie taricucha polipeptydowego okreslono tez metoda posrednig dla kilku imych drob-
noustrojowych zimnych enzyméw, opierajac sie na sekwencji nukleotydéw w ch genach
i biorgc pod uwage homologie struktury 1-rzedowej z odpowiadajgcymi im mezozymami
0 znanej strukturze przestrzennej. W ten sposob zaproponowano model konformacji an-
tarktycznej subtilizyny T41 w odniesieniu do subtilizyn mezofilnych Carlsberg i BPN' (43),
P-laktamazy z antarktycznego szczepu P. immobilis (50), w 40% homologicznej z enzymem
Enterococcus cloacae o znanej strukturze (74) oraz lipazy z antarktycznego psychrofila
P. immobilis BIO (44). Poniewaz ten ostatni enzym wykazywat tylko 11% sekwencyjnej
identycznosci z jedyna bakteryjng lipaza o rozwigzanej strukturze przestrzennej, syntety-
zowang przez Pseudomonas glumae (75), natomiast jego homologia z dehalogenaza haloal-
kandéwxXanthobacter autotrophicus GJIO (76) byta znacznie wyzsza (21%), model psychrozy-
mu zbudowano na bazie konformacji obu tych mezofilnych biatek.

Mozna sie spodziewaé, ze wkrotce zostang zbudowane z uzyciem grafiki komputero-
wej modele nastepnych drobnoustrojowych enzyméw zimnolubnych, ktorych struktury
1-rzedowe zostaty juz ustalone na podstawie sekwencji ich genow. Nalezg do nich synte-
tyzowana w postaci preprobiatka serynowa proteinaza Shewanella AGIO, dzialajgca na
podstawie triady przeniesienia tadunku Asp30....His65....Ser369 (77), inna serynowa pro-
teinaza psychrotroficznej bakterii F. balustinum PI 04, bytujacej we wnetrznosciach toso-
sia (60), a takze lipaza z Pseudomonas sp. Bl 1-1, wyizolowanego z gleby alaskanskiej (63).
Ten ostatni enzym zbudowany z 308 aminokwasow jest w przeciwienstwie do dotych-
czas opisanych lipaz niewrazliwy na PMSF - inhibitor enzymoéw serynowych, co moze
sugerowac jego dziatanie na bazie odmiennego mechanizmu katalitycznego.

W poréwnawczej analizie tréjwymiarowych struktur wymienionych par homologicz-
nych enzyméw w petni potwierdzono, ze podstawowsa adaptacjg do niskich tempera-
tur jest u psychrofilnych enzymoéw wysoka gietkos¢ stanu sfatdowania czasteczki
(20,36,38,41,48,55,78), bez istotnych zmian w strukturze 11-rzedowej, za to z licznymi
zmianami w petlach tafncucha polipeptydowego, czesto dtuzszych niz w mezofilnych od-
powiednikach (20,36). Przyktadowo w a-amylazie A. haloplanctis (41,45) zostata zachowa-
na architektura trzech domen A, B i C, obecnych tez w amylazach mezofilnych bakterii
[ trzustkowym enzymie wieprzowym (79), z ktérym enzym antarktyczny wykazuje 53%
izologii sekwencyjnej. W domenie A tej amylazy wystepuje typowa struktura naddrugo-
rzedowa (p/ajg cylindra, domena B wykazuje prawie identyczng strukture p-fatdowa, za$
C-terminalna domena C, cho¢ ma typowy jak w innych a-amylazach charakter globularny
i sktada sie z utozonych przeciwbieznie P-struktur (41), ma jednak wieksze rozmiary niz
w mezozymach. Roéwniez w czasteczce antarktycznej subtilizyny S41 zachowanych jest
9 helis i 8 p-skretow (20), obecnych tez w enzymach mezofilnych, z ktérymi subtilizyna
S41 wykazuje 50% homologii sekwencyjnej. W enzymie z bakterii antarktycznych w petli
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fancucha polipeptydowego taczacej p-skret B7 z helisg H6, 210 reszta proliny obecna
w subtilizynach mezofitnych jest podstawiona znacznie wiekszg resztg fenyloalaniny, co
wedtug Feltera i in. (20) zwieksza gietkos¢ tej petli i prawdopodobnie réwniez ruchliwosé
helisy H6, w ktérej wystepuje aktywna seryna triady katalitycznej. W subtilizynie S41,
ktorej czasteczka skiada sie z 309 aminokwasow, czyli z 34-35 wiecej niz wchodzi
w skiad jej mezofitnych odpowiednikéw, wystepuja tez na powierzchni molekuty cztery
znacznie diuzsze petle.

inng bardziej og6lna cechag wielu zimnych enzyméw jest nizsza zawarto$¢ proliny.
Aminokwas ten obniza entropie stanu zdenaturowanego, czyli zwieksza stabilno$¢ stanu
natywnego (41,80), zatem jego delecja lub podstawienie korzystnie wptywa na elastycz-
no$¢ molekuty. Obnizong zawartoscig proliny charakteryzuje sie m. in. antarktyczna
a-amylaza, w ktorej zostato zachowanych zaledwie 9 reszt tego aminokwasu (41), z 23
obecnych w enzymie z trzustki zwierzecej (79). Pozostate, obecne gtéwnie w petlach
amylazy zwierzecej, w enzymie psychrofilnym ulegly albo delecji, albo zostaty podstawio-
ne niewielkimi resztami, gtownie alaning. Rowniez lipaza P. immobiJis (44) zawiera o 40%
mniej reszt proliny niz jej mezofilny odpowiednik (76).

Korzystna energetycznie jest w zimnych enzymach wyzsza zawarto$¢ glicyny (20),
ktorej skupiska w sekwencjach zawierajgcych histydyne i seryne triady katalitycznej ob-
serwowano w antarktycznych lipazach z Moraxella TA144 (81) i P. immobilis BIO (82).
Wedtug autorow tych badan zwiekszona zawartos¢ glicyny, ktéra przeciwnie niz prolina
obniza stabilno$¢ stanu natywnego (80), zapewnia w zimnych lipazach wzrost liczby stop-
ni swobody reszt aktywnego centrum (20). Wyrazne nagromadzenie matych reszt amino-
kwasow stwierdzono tez w poblizu katalitycznych reszt asparaginianu a-amylazy A. halo-
planctis (45).

Antarktyczne lipazy charakteryzujg sie 2-krotnie nizszym molowym stosunkiem reszt
aminokwaséw zasadowych Arg/Arg-l-Lys (44,81) w poréwnaniu z mezofilng lipazg Ps. glu-
niae (76). Obnizona zawarto$¢ argininy prowadzi do spadku liczby jednoczesnych od-
dziatywan elektrostatycznych miedzy jej grupa guanidynowa a dwoma resztami amino-
kwaséw kwasnych (Asp i/lub Glu), co powoduje w rezultacie wzrost gietkosci tancucha
polipeptydowego. Spadek ilosci reszt argininy w czgsteczce jest rowniez charakterystycz-
ny dla antarktycznej a-amylazy (41) oraz p-laktamazy (50). Pierwszy enzym zawiera 13
tych reszt, podczas gdy w amylazie trzustki wieprzowej wystepuje 29 arginin (79). W an-
tarktycznej (3-laktamazie jest natomiast o 6 wigzan wodorowych z udziatem argininy
mniej niz w homologicznym mezofilnym enzymie E. cloacae (74).

Enzymy psychrofilne cechuje wyzszy wspétczynnik kohezji (obnizona sp6jno$é mole-
kuty), a takze wyraznie nizsza liczba oddziatywan hydrofobowych, co sprawia, ze rdzen
czasteczki zajmuje znacznie mniejszg objeto$¢ anizeli w homologicznych enzymach me-
zofilnych. Tak np. w antarktycznej subtilizynie brak jest jakichkolwiek oddziatywan mie-
dzy resztami aromatycznymi (43), gdy tymczasem w jej mezofitnych odpowiednikach,
subtilizynach BPN' i Carlsberg, wystepuje 4-5 takich interakcji (83,84), a w termitazie (ter-
mofilny odpowiednik subtilizyn) az 11 oddziatywari aromatycznych (85). Poniewaz od-
dziatujace ze sobg pierscienie aromatyczne tworzg kat dwuscienny 90°, ich obecnos¢
zwieksza objeto$¢ hydrofobowej fazy biatka enzymatycznego. Nizszg liczbg interakcji
aromatycznych wzgledem enzymu trzustkowego cechuje sie tez a-amylaza A. haloplanctis
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(odpowiednio, 20 i 9, (41)), majaca bardzo rozluzniong strukture, podobnie jak p-lakta-
maza P. immobilis (50).

W adaptowanych do niskich temperatur enzymach obserwuje sie natomiast zwieksze-
nie oddziatywarn z rozpuszczalnikiem, spowodowane wzrostem hydrofilowosci po-
wierzchni molekut (3,20,36), w wyniku zwiekszenia liczby reszt aminokwasow kwasnych
w tym obszarze. Na powierzchni antarktycznej subtilizyny wystepuje az 21 reszt aspara-
ginianu (43) w poréwnaniu z 9 w subtilizynie Carlsberg (84). Wynikiem jest obnizenie sie
punktu izoelektrycznego z pH 9 w enzymie mezofilnym do pH 5,5 w psychrofilrym. Po-
dobnie w antarktycznej p-laktamazie wystepuje 6 dodatkowych kwasnych re<zt przy
N-konicu (50), ktore oddziatujac z woda zwiekszajg plastyczno$é czasteczki. Wedtug
SchifFera i D6tscha (86) takie interakcje stanowig bardziej og6lny mechanizm des:abiliza-
cji konformacyjnej biatek globularnych.

Charakterystyczna dla zimnych enzymow jest tez obnizona liczba oddziatywin elek-
trostatycznych w molekule, np. z 5 w mezofilnej subtilizynie BPN' (83) do 2 w enzymie
antarktycznym (43). Dla poréwnania termitaza zawiera az 10 mostkéw solny:h (85).
W a-amylazie z A. haloplanctis zachowato sie jedynie 7 takich mostkow w poréwnaniu
z 19 w enzymie trzustkowym (41,79). Nie stwierdzono natomiast réznic tego pa-ametru
w homologicznych lipazach: psychrofilnej z P. immobilis (3 mostki, (44)) i mezofilnej
z Ps. glumae (2 mostki, (75)). Adaptacja antarktycznej lipazy do niskich temperatir wigze
sie natomiast, obok zmniejszenia sie zawartosci argininy, z wyraznie obnizong bydrofo-
bowoscig czasteczki, bowiem w tym enzymie zachowato sie tytko 19 reszt apciarnych
w poréwnaniu z 40, obecnymi w enzymie mezofilnym.

Najtrudniejsze do zdefiniowania, jak sie okazato, s3 molekularne przyczyny adaptacji
do niskich temperatur izomerazy triozofosforanowej V. marinus, w 66% homologicnej se-
kwencyjnie z izomerazg mezofilng E. coli (73). Obydwa enzymy majg prawie ideityczng
strukture przestrzenna. Jedyne zaobserwowane réznice to o | aminokwas dtuzszi helisa
H2 w psychrozymie oraz podstawiona alaning 238 seryna. Ta ostatnia zmiana, jaksie wy-
daje, jest podstawowa dla psychrofilnej izomerazy, bowiem muteina tego enzymuA238S,
jak sie okazuje, jest znacznie bardziej termostabilna od natywnego enzymu (71).

Reasumujac, zmiany w molekularnej strukturze enzymdw psychrofilnych sg bardzo
subtelne i wiasciwie kazdy indywidualny enzym wypracowuje swoj wiasny model noleku-
larnej adaptacji do niskiej temperatury, wykorzystujac rézne kombinacje mozliwych do
zmiany bez naruszenia podstawowego mechanizmu katalizy interakcji badz subitytucji
aminokwasow. Ogolna strategia tych zmian prowadzi do obnizenia warto$ci swobodnej
energii stabilizacji natywnego stanu czasteczki psychrozymu (AGMab = AGn >d: r’- stan
natywny, d - zdenaturowany), ktérej wartos¢ dla enzymdw mezofilnych miesci sie w gra-
nicach 5-15 kcalxmof' (87). Obnizenie AGgtab o0 3-6,5 kcalxmol ' powoduje spacek ter-
mostabilnosci enzymu o 12°C, a ta warto$¢ odpowiada energii zaledwie kilku stab;ch od-
dziatywan (80). Co ciekawe, w enzymach drobnoustrojow termofilnych i hipertermifilnych
ulegaja wzmocnieniu te same interakcje, ktoére w psychrozymach sa ostabiane, a podsta-
wienia aminokwasow maja w obu typach enzymow przeciwny charakter (9,80), moma za-
tem moéwic¢ o pewnej ogolnej ciagtosci strategii adaptacji biatek do temperatury 88).
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4. Biotechnologiczny potencja! zimnych enzyméw

Uzytkowe wiasciwosci enzymodw pochodzacych z drobnoustrojow psychrofilnych i psy-
chrotrofowych sg bezsporne, a w wielu procesach zastgpienie enzymoéw mezofilnych bio-
katalizatorami adaptowanymi do zimna mogtoby przynies¢ liczne korzysci technologicz-
ne i ekonomiczne, wynikajace z obnizenia temperatury procesu, a mianowicie:

- zmniejszy¢ ryzyko zakazen drobnoustrojami mezofilnymi, i co za tym idzie, ewen-
tualnych mikrobiologicznych zanieczyszczeh produktu,

- obnizy¢ koszty procesu dzieki odstgpieniu od drogich systemow grzewczych,

- skrdci¢ czas i obnizyé temperature niezbedna dla inaktywacji termolabilnego enzy-
mu po skoniczonym procesie, a w przypadku uzycia mieszaniny enzymdw o réznych profi-
lach temperaturowych umozliwi¢ selektywng inaktywacje enzymu psychrofilnego w fagod-
nych warunkach,

- poprawi¢ jako$¢ produktu korncowego, jesli w podwyzszonej temperaturze moze
on ulec niekorzystnej modyfikacji,

- umozliwi¢ utylizacje licznych odpadéw w temperaturze otoczenia w zimnym
i umiarkowanym klimacie.

Potencjalnymi odbiorcami psychrofilnych enzyméw sg przede wszystkim przemyst
spozywczy i chemia gospodarcza (3,10,11). Niektore z tych biokatalizatorow mogg takze
stanowi¢ cenne narzedzie w biotransformacjach wymagajacych niskich temperatur oraz
w biologii molekularnej (19,38).

Dobrym przyktadem korzysci technologicznych, jakie mozna by osiagna¢ zastepujac
enzym mezofilny psychrofilnym odpowiednikiem, jest proces hydrolizy laktozy, stano-
wigcej jeden z gtownych skiadnikow mleka (3,6-5%) i serwatki (63-69%) - ucigzliwego
odpadu przemystu mleczarskiego (89). Osoby z nietolerancjg tego disacharydu, powo-
dujaca powazne zaburzenia jelitowe, powinny spozywa¢ mleko pozbawione laktozy na
drodze hydrolizy, dzieki ktérej zwieksza sie takze stodycz mleka i serwatki, co czyni te
surowce bardziej atrakcyjnymi dla produkcji lodéw oraz syropu stosowanego w cukier-
nictwie. Obecnie uzywa sie w rozktadzie laktozy p-galaktozydaze mezofilnego szczepu
Kluyveromyces sp. o optymalnym pH 6-7. Aby w takim pH nie dopusci¢ do zakazen, hydro-
lize laktozy w mleku lub serwatce prowadzi sie krétko (4 godziny) w 30-40°C, cho¢
w tych warunkach stopien rozktadu cukru jest niski. Pozgdany, 70-80% stopien hydrolizy
mozna przy uzyciu tego samego enzymu osiggna¢ takze w 5-10°C, gdy ryzyko zakazen
jest minimalne, jednakze czas procesu wydtuza sie wowczas az do 24 godzin. Rozwigza-
nia problemu upatruje sie w wykorzystaniu enzymu psychrofilnego o odpowiednio wyso-
kiej skutecznosci katalitycznej w niskich temperaturach (11,89). Takiej p-galaktozydazy,
jak dotgd nie opisano.

Poszukuje sie tez psychrofilnej podpuszczki. Obecnie stosowanymi w serowarstwie
zamiennikami drogiej i trudno dostepnej chymozyny cielecej sa proteazy niektorych ple-
$ni (Mucor miehei, Endothia parasita), cechujgce sie duzg termostabilnoscig, co wymaga
uzycia wysokiej temperatury dla ich skutecznej inaktywacji, zapobiegajacej zbyt gtebo-
kiej proteolizie biatek mleka. Donoszono wprawdzie o termolabilnych preparatach drob-
noustrojowych rennin (Modilase) (89), jednak stosuje sie je dotad w niewielkiej skali.
W Japonii prébowano natomiast wykorzysta¢ zimne proteazy do wytwarzania w 5°C
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skrzepu mleka sojowego. Okazato sie, ze jego zwieztos¢ byta znacznie nizsza wporow-
naniu ze skrzepami otrzymanymi metoda klasyczna, przy uzyciu papainy lub bronelainy
(10). Niektdre z wytwarzanych przez psychrofile proteinaz oraz a-amylaz nadaj; sie do
wykorzystania w piwowarstwie i w piekarnictwie, jednakze ich produkcja dopiec wow-
czas bylaby optacalna, gdyby zastosowa¢ w niej rekombinowane szczepy mezoflne, za-
wierajgce geny tych enzymow i nie wymagajace podczas hodowli kiopotliwych sytemow
chtodzenia.

Enzymy pektynolityczne oraz inne glikozydazy o duzej aktywnosci w tempe'aturze
otoczenia, w tym réwniez amylazy, mogtyby znaleZ¢ zastosowanie w przetwdérstwe owo-
cow (klarowanie sokéw, rozktad skrobi obecnej we wczesnych odmianach jabtek, a ter-
molabilne proteazy o optymalnym pH zblizonym do pH tkanki miesnej (4-5) i odjowied-
nio wysokiej aktywnosci wzgledem biatek tkanki tgcznej, tj. kolagenu i elastyny, nogtyby
zastgpi¢ obecnie uzywang w tenderyzacji gorszych gatunkéw miesa roslinna papahe (3).

W zwiazku z rosnacg iloscig chtodzonej i mrozonej zywnosci dostepnej w hantu, ko-
nieczne jest posiadanie enzyméw aktywnych w niskich temperaturach, przydatn/ch nie
tylko w przetwérstwie zywnosci, ale i w konserwacji gotowych produktéw, np. ;dapto-
wanej do zimna oksydazy glukozowej. Ten ostatni kierunek aplikacji jest szcz*gdlnie
atrakcyjny, poniewaz pozwolitby na eliminacje wielu chemicznych konserwantéw wpro-
wadzanych obecnie do zywnosci (90). Odpowiednio dobrane zimne enzymy nogtyby
chronié chtodzone i mrozone produkty spozywcze przed rozwojem niepozadanyci drob-
noustrojow, usuwajac metabolity niezbedne dla ich wzrostu lub powodujac lize komé-
rek, a takze degradujac inne enzymy, niekorzystnie wptywajace na jako$¢ pr>duktu
w trakcie jego chtodniczego sktadowania przed spozyciem.

Najwiekszym odbiorcg handlowych preparatéw proteinaz, lipaz, amylaz i celuaz jest
obecnie przemyst detergentéw piorgcych. Te enzymy muszg by¢ stabilne w wysokich
(>9) pH, w obecnosci surfaktantow i srodkéw utleniajacych, a takze cechowac se sze-
roka specyficznosciag (proteinazy), synergizmem dziatania oraz nie wymagaé stablizato-
réw i aktywatoréw. Adaptowane do zimna alkalostabilne proteinazy sg juz wykozysty-
wane w Japonii w produkcji powszechnie stosowanych srodkdw pioracych w temteratu-
rze wody wodociggowej, co daje powazne oszczednosci w zuzyciu energii (10)

Bardzo interesujacy sposéb otrzymania aktywnej w niskich temperaturach proeinazy
przedstawili ostatnio Kano i in. (91), ktérzy w wyniku przypadkowej mutacji (V841)mezo-
filnej subtilizyny BPN' otrzymali muteine M-15 o dwukrotnie wyzszej aktywnosci wzakre-
sie 0-15°C od enzymu wyjsciowego i niezmienionej termostabilnosci oraz aktyvnosci
w wyzszych temperaturach (>25°C). Autorzy cytowanej pracy wykazali, ze mutacja ktéra
zaszta w odlegtosci 1,5 nm od katatitycznej triady subtilizyny BPN' nie spowodowaa zad-
nych zmian konformacji enzymu.

W wiekszosci detergentéw, takze dostepnych na naszym rynku, stosuje sie psycirotro-
fowg lipaze o obnizonej optymalnej temperaturze (40°C), wytwarzang w skali przemystowej
przez zrekombinowany mezofilny szczep Aspergillus oryzae i rozprowadzang pod haidlowg
nazwg Lipolase®. Warto podkresli¢, ze jest to pierwszy produkt wytwarzany przez geietycz-
nie zmodyfikowany organizm (GMO), ktéry trafit do powszechnego uzycia (10).

Psychrofilne lipazy, wykorzystywane w detergentach i przydatne w serowarstwL* (mo-
dyfikacja smaku i zapachu seréw), moga by¢ tez uzyte jako stereospecyficzne katalkatory
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(58,81), m.in. w syntezie masta kakaowego, najwydajniej przebiegajacej w 15-20°C i w syn-
tezie innych estrow wyzszych kwaséw tluszczowych (92). Réwniez enzymatyczne modyfi-
kacje niektorych antybiotykdw, np. tetracyklin, sa temperaturozalezne i w pozadany spo-
sob przebiegajg w 6-9°C (10).

Zimne enzymy sg potencjalnie przydatne w przemysle chemicznym do produkcji i mo-
dyfikacji lotnych zwigzkdéw organicznych. Niska temperatura takich proceséw zapewnitaby
nie tylko odpowiednig wydajnos$¢ syntezy, ale utatwitaby takze separacje produktu (3).

Do tej pory w drobnoustrojach zimnolubnych nie znaleziono enzymu, ktéry mégthy
byé réwnie atrakcyjny dla biologii molekularnej jak termofilna Taq polimeraza. Donoszo-
no, ze cennymi dla tego obszaru aplikacji wtasciwosciami cechuje sie alkaliczna fosfataza
z morskiego antarktycznego szczepu Vibrio (19), jednakze dotad brak danych ojej wyko-
rzystaniu. Za duzy sukces nalezy uzna¢ wykrycie przez polskich autoréw (93) w nieziden-
tyfikowanym szczepie bakterii antarktycznych unikatowego enzymu restrykcyjnego Unbl,
charakteryzujgcego sie wyjatkowo niskga optymalng temperaturg dziatania (15-20°C).

Wiekszos¢ enzymow uzywanych w biologii molekularnej pochodzi z E. coli i innych
szczepdw mezofilnych, badz tez z kultur tkankowych rosngcych w 37°C. Ekspansja no-
wych doswiadczalnych modeli, takich jak roéliny, nicienie czy tez zimnokrwiste kregowce
(ryby, zaby) stwarza konieczno$¢ dysponowania enzymami adaptowanymi do niskich
temperatur, ktére bedzie mozna wykorzysta¢ w genetycznych modyfikacjach tych ustro-
jow (3,11), powinno sie zatem zintensyfikowa¢ badania aparatu enzymatycznego juz po-
znanych mikroorganizméw zimnolubnych oraz poszukiwa¢ nowych ich przedstawicieli.

5. Podsumowanie

Enzymy drobnoustrojéw psychroflinych sg w sposob genetycznie uwarunkowany
przystosowane do dziatania w niskich temperaturach. Adaptacje na poziomie molekular-
nym wyrazajg sie zwiekszong elastycznoscia strukturalng ich czasteczek, ktéra w $rodo-
wisku o niskiej temperaturze umozliwia katalityczne dziatanie tych biatek, jednakze bez
istotnych zmian molekularnego mechanizmu katalizy z ich udziatem. Pozostaje on taki
sam, jak u homologicznych enzymdw, pochodzacych z innych zrédet. Kinetyczne
wiasciwosci enzymow psychroflinych, tj. wysoka aktywno$¢ i skutecznos¢ katalityczna
w temperaturach 0 (lub nizszych) -30°C oraz ich termolabilno$¢ majg duze znaczenie dla
praktycznego wykorzystania tych biatek w procesach badz wymagajacych niskich tempe-
ratur, badz tez przebiegajacych w takich warunkach co najmniej réwnie wydajnie jak
w wyzszych temperaturach, obligujacych znaczne naklady energetyczne.

Aby zimne enzymy mogty by¢ produkowane w duzej skali, nalezy dazy¢ do ekspresji
ich gendéw w drobnoustrojach mezofilnych, ktérych hodowla jest prostsza technicznie
i dobrze opanowana. W tym celu niezbedne jest opracowanie odpowiednich systemow
wektorowych. Nalezy rowniez poszukiwaé systemow wektorowych, umozliwiajacych eks-
presje niektérych mezozymoéw, np. degradujacych polutanty i ksenobiotyki, w psychrofll-
nych gospodarzach.

Ustalenie doktadnych relacji miedzy strukturg molekularng a funkcja wiekszej liczby
natywnych enzyméw psychroflinych (nie tylko z uzyciem modelowania molekularnego.
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ale réwniez za pomoca krystalografii i metod spektroskopowych) bedzie miato dizg war-
tos$¢ dla ewentualnych modyfikacji mezozymdw (mutacje punktowe) w kierunki zwigk-
szenia ich aktywnos$ci w niskich temperaturach oraz dostosowania stabilnosci mdekular-
nej i katalitycznej do potrzeb konkretnych proceséw.
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