Lytické enzymy a moznosti jejich vyuziti

577.152.4

Prof. Dr. EDWARD GALAS, Dr. STANISEAW BIELECKI, Dr. TADEUSZ ANTCZAK, Politechnika kodzka, Institut Bio-

chemii Technicznej, Lodz, PLR

Terminem lytické enzymy je obecné& oznafovén systém
biokatalyzatord, které Kkontroluji proces biodegradace
bun&&né stény. Spektrum uinnosti téchto systémi je
uréeno zastoupenim jednotlivfch enzymovych aktivit,
které jsou riizné, jde-li o degradaci bun&¢né stény bak-
térii, kvasinek, mycelii vlaknitych hub, popi. stény rost-
linnych bun&k. V této souvislosti jsou kli€ové enzymo-
vé aktivity jednotlivjch systémd razné. Obecné& lze Fici,
7e lytické systémy jsou zaloZeny na G€inku muramidazy,
jednotlivfch typt glukandz a manandz, chitinazy, celu-
lolytickych enzymi, nutna je i pFitomnost protedz a li-
péz.

Lytické systémy hraji vyznamnou dlohu v interakci
makroorganismu s mikroorganismem i vzdjemné inter-
akci mikroorganisma [1]. Kromé destrukce mikroorga-
nismu, kterd je indukovana degradaci jeho buné&¢né sté-
ny, lze za biologickou tlohu téchto systémi pokladat
i jejich pfesné kontrolovanou ¢&innost v procesu vy-
stavby bun&né stény, tedy procesu, ktery podmiiiuje
riast builky i jeji autoreprodukci. Aplikace lytickych
systém@i v laboratorni a primyslové praxi umoZiiuje
jemné otevieni buiiky, coZ je nutnou podminkou izolace
fragilnich biopolymerti i funk&nich struktur a kompo-
nentd [2, 3].

Chemoterapeuticky vyznam téchto systému ilustruje
preparat lyzostatin, jehoZ baktericidni aktivita v pripa-
dé populaci Staphylococcus aureus je v porovnani
s Gidinkem penicilinu aZz 10X vy38i [4]. V pfipadé popu-
laci Candida albicans byl mykocidni utinek lytického
systému (Oerskovia xanthioneolytica) zndsoben pFitom-
nosti amfotericinu B [5], coZ ukazuje na moZnost vy-

uziti synergismu uéinku lytickych systémii a antibiotik.
Zmingny systém obsahoval e-mananédzu, dvé §-1,3-gluka-
nazy, g-1,6-glukandzu, chitinazu, g-glukozidazu a pro-
tedzu. Uvedené moZnosti jsou zejména aktudlni v sou-
vislosti s 1é€bou mykéz kvasinkového pilivodu.

Vyvoj uvedené problematiky za€ind izolaci a popsa-
nim Gé&inku lysozymu (g-1,4-muramidazy, EC 3.2.1.17),
ktery byl v roce 1922 izolovdn z vajetného bilku Ale-
xandrem Flemingem. Spektrum ucinku tohoto enzymu
je omezeno na bakteridlni buiiky s dobfe dostupnym mu-
kopeptidem. V této souvislosti jsou proto mnohem Zada-
né&jsi komeréni multienzymové systémy s Sirokym spek-
trem udéinku. Prikladem mohou byt preparaty
s obchodnim né&zvem ,Lytic enzyme L1“ (BDH Chemi-
cals) a preparéty ,Lytic enzyme 2 a ,Lytic enzyme 3%,
které vyrabi japonska firma Kyowa Hakko Kogyo [6].
Preparaty jsou mikrobidlniho pivodu a mohou byt apli-
kovany komplementarn& [7]. Z nejnovéjsich preparéata
lze uvést Novozym 234 (firma Novo), ktery je vicesloZ-
kovym enzymovym systémem produkovanym kmenem
Trichoderma harzianum. PFitomnost «-1,3-glukanazy, la-
minarinazy, xXylandzy, chitindzy, celulolytickych enzymi
a protedzy podmifiuje, Ze tento preparat je pouZitelny
pro biodegradaci stén kvasinek, mycelil imperfektnich
hub a rostlinnych bung&k [8].

Stru¢éné shrnuto, biodegradace buné¢né stény je pied-
métem zajmu v tS8chto souvislostech: a) enzymové od-
bourdni stény za definovanych podminek je jednou
z metodickych moZnosti studia struktury bund&né sté-
ny; b) extraceluldrné indukovand biodegradace stény
je optimdlni metodou piipravy bunécnych protoplastd;
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c) biodegradaceé st&ny je principem metody desintegra-
ce buiiky s moZnym pouZitim v laboratorni i primyslové
praxi.

Otazka optimdlniho zpidsobu biodegradace bun&fnych
stén je rovnéZ soucdsti problematiky piipravy tzv. bil-
kovin jednobuné&gdnych organismi. V této souvislosti od-
stran&ni bun&&nych stén znamend predevSim odstranéni
téZko stravitelného polysacharidového komponentu, po-
tencidlnich alergent i latek vyvoldvajicich imunitnf
odpovéd konzumenta [9, 10]. V t&chto pripadech je
kontrolovand biodegradaceé stény nezastupitelna proce-
sem autolyzy nebo chemickymi metodami [11]. Ddvo-
dem jsou negativni stranky téchto zpiisobii, a to prede-
viim délka procesu a toxicita ziskanych preparatd bil-
kovin. Chemické zpfisoby destrukce buiiky negativné
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Obr. 1. Stuperi uvolnéni bilkovin v populaci Candida
utilis procesem autolyzy (A), mechanické des-
integrace (B) a ufinkem lytického systému ex
Streptomyces sp. 1228 (C)

c

Tabulka 1. Obsah su$iny a bilkovin v produktu 8 h enzy-
mové destrukce bunék Candida utilis provedené pii
pH 6,5

Intaktni buiiky | Produkt
Susina g 1755 11,2
% 100 63,8
Bilkoviny g 9,35 5,79
% 100 61,9

ovliviiuji i vlastnosti a nutriéni hodnotu findlniho bil-
kovinného produktu [10]. Destrukce stény fyzikdlnimi
zpisoby (ultrazvuk, vysokotlakovd dezintegrace) je pro
nakladné zaftizeni i drahy provoz preferovana spiSe la-
boratorni praxi [12].

Tyto dévody spolu se skute€nosti, Ze nadprodukce
lytickych systémid je pravdépodobng vlastnosti Fady
mikroorganism@ [13, 14], motivuji znacny zdjem o pfi-
pravu technickych preparatd t€chto enzymi.

V této souvislosti nasledujici €&&st shrnuje vysledky
experimentdlni prdce Institutu technické biochemie
v LodZ%i, kter4d byla zam&Fena na studium a aplikaci
multienzymového lytického systému, ktery je extracelu-
1arn& produkovan populaci Streptomyces sp. 1228. lden-
tifikovanymi enzymy tohoto systému jsou g-1,3-, §-1,6-
-glukanaza, chitindza a protedza [15, 16]. deho aktivita
byla testovdna (po separaci z bezbun&fného filtratu
kultury producenta) v pfipadé priamyslovych Kkultur
kmenti Candida utilis, Saccharomyces cerevisiae a Sac-
charomyces uvarum. Uinnost tohoto preparatu (ilustro-
vanou stupn&m uvoln&ni bilkovinné sloZky) ukazuje ve
srovnani s procesem autolyzy a mechanické dezintegra-
ce bunék Candida utilis obr. 1. V nekontrolovanych pod-

Tabulka 2. Obsah suSiny a bilkovin v produktu enzymo-
vé destrukce bunék Candida utilis provedené pfi pH 6,5
(5h)apHG6 (3h)

Intaktni buiiky Produkt
SuSina g 17,55 12,87
% 100 73,3
Bilkoviny g 9,36 6,85
% 100 73,2

Tabulka 3. Obsah suliny a bilkovin v produktu enzymové
destrukce bunék Candida utilis provedené pfFi pH 6,5
(5h) apH8(3h)

Intaktni Produkt
Susina g 755 10,58
% 100 60,7
Bilkoviny g 9,36 7,29
% 100 779
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Obr. 2. Uvolnéni bilkovinné a sacharidové sloZky v po-
pulaci Candida utilis vystavené uéinku lytické-
ho systému ex Streptomyces sp. 1228 pFi nere-
gulovaném pH

minkdch je proces biodegradace st&ny a destrukce
buiiky provazen poklesem pH (obr. 2). Vzhledem k to-
mu, Ze sniZeni pH do oblasti hodnot izoelektrického
bodu uvolngnych bilkovin vede ke vzniku bilkovinngch
sraZenin, byl cely proces sledovan v prostfedi s kon-
stantnim pH (obr. 3, tab. 1). Z hlediska mnoZstvi uvol-
nénych bilkovin je moZno u&innost daného lytického
systému zv§3it kontrolovanym sniZenim pH (obr. 4,
tab. 2). Vzhledem k wyS$8i rozpustnosti bilkovin pfi vys-
$im pH je moZno celkovou vyt&Znost uvoln&nych bilko-
vin zvysit i kontrolovanym zvy3enim pH (obr. 5, tab. 3).

Sledovanou enzymovou destrukci bun&&ngch povrchl
je ziskan produkt, kter§ obsahuje pFibliZzn& 43 % bilko-
vin (tab. 4), a to nezdvisle na druhu desintegrovdni kva-
sinkové populace. Druhova zavislost je mnaproti tomu
vyraznd v hlading sacharidd [17]. Nejvy33i hladina sa-
charidové sloZky byla uvoln&na enzymovou desintegraci
pekatfského drozdi (26—37 %), nejni#di desintegraci
odpadnich pivovarskych kvasnic (12—14 %). V této sou-
vislosti bylo zéroveii prokazdno, Ze hladina sacharid
(popF. celkova hladina redukujicich latek) je v produk-
tech enzymové destrukce bun8k vZdy vy3Si ve srovnénf
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Tabulka 4. Obsah bilkovin, sacharidd a redukujicich 1d-
tek v intaktnich kvasinkovjch buiikdch a produktu je-
jich enzymové destrukce

Intaktni Bilkoviny Sacharidy Redukujici
buiiky N X 6.25 % latky
Produkt 2 ug .8~ 1sud.
Sacch.

cerevisiae 48,3 49,1 55
Produkt 39,4—46,7 26,3—45,4 8,4—29,0
Candida

utilis 424 28,0 2,0
Produkt 40,7—41,2 16,9—17,7 | 28,7—50,0
Sacch.

uvarum 52,1 23,9 40
Produkt 42,2—46,7 12,4—13,8 | 22,2—49,1

Tabulka 5. Obsah susiny a bilkovin v produktu enzymo-
vé destrukce odpadnich pivovarskich kvasnic provedené
v reaktoru s pouZitim rozpustné a nerozpustné formy
lytického systému

Isz;lt%lg Obsah Kvasnice I Produkt
suina /g 26,0 17,03
= % 100 65,5
Rty bilk. g 14,41 10,32
% 100 71,6
suSina g 26,0 17,61
Imobilizovany % 100 67,7
1. pouZiti bilk. g 14,41 10,11
% 100 70,1
suina g 26,0 16,88
Imobilizovany % 100 64,9
10. pouZiti bilk. g 14,41 10,40
% 100 72,2
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Obr. 3. Uvolnéni bilkovinné a sacharidové slozky v po-

. pulaci Candida utilis vystavené uéinku lytické-
ho systému ex Streptomyces sp. 1228 pFi regu-
lovaném pH

s produkty mechanické desintegrace. PFi¢inou je enzy-
mova degradace sténovych polysacharidd (zab. 4).
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Obr. 4. Viiv kontrolované zmény pH na uvolnéni bilko-
vinné a sacharidové slozky v populaci Candida
utilis vystavené uéinku lytického systému ex
Streptomyces sp. 1228
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Obr. 5. Viiv kontrolované zmény pH na uvolnéni bilko-
vinné a sacharidové slozky v populaci Candida
utilis vystavené uéinku lytického systému ex
Streptomyces sp. 1228

V podobné souvislosti lze upozornit na vliv proteoly-
tické sloZky lytického systému, kterd sekund4rné ovliv-
nuje zastoupeni bilkovin jednotlivgjch molekulov§ch
hmotnosti ve findlnim produktu. Vzhledem k tomu, Ze
vliv této extraceluldrni proteolytické aktivity neexistu-
je pfi mechanické desintegraci, byly z hlediska zastou-
peni bilkovin jednotlivgch molekulov§ch hmotnosti po-
rovndny produkty enzymové a mechanické destrukce
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Obr. 6. Zastoupeni bilkovin jednotlivjch molekulovych
hmotnosti v produktu enzymové [(A) a mecha-
nické (B) destrukce kvasinkové buiiky

Obr. 7. Povrch bunék Candida utilis, které nebyly vysta-
veny uéinku lytického systému ex Streptomyces
sp. 1228

Obr. 8. Povrch bunék Candida utilis po 20 min pusobeni
lytického systému ex Streptomyces sp. 1228

buiiky (obr. 6). Je zfejmé, Ze v produktu mechanické
destrukce je pribliZn€ dvojndsobnd hladina® bilkovin
o molekulové hmotnosti nad 100000 daltont. Hladina
bilkovin o molekulové hmotnosti 50 000—100 000 daltoni
je v produktech obou typd desintegrace kvasinkovych
bunék pribliZzné stejnd. V disledku zmin&né proteolytic-
ké aktivity je vSak produkt enzymové destrukce kvasin-
kové buiiky vyrazné obohacen o bilkoviny (polypeptidy)
niz8ich molekulovych hmotnosti (2000—5000 daltond).

Obr. 9. Povrch bunék Saccharomyces uvarum, které jsou
v kontaktu s vdzanym lytickym systémem Strep-
tomyces sp. 1228

Obr. 10. Povrch bunék Saccharomyces uvarum po 20 min
pusobeni vdzaného lytického systému Strepto-
myces sp. 1228

Studium extraceluldrni produkce lytického systému
v kulturach Streptomyces sp. 1228 vedlo ke zjisténi, Ze
Cast uvoliiovaného enzymového systému zlstava v trva-
lém kontaktu s bunéénym povrchem producenta. Vzhle-
dem k tomu, Ze tento povrchové véazany lyticky systém
je z hlediska popsané aktivity rovnéZ funkéni, byla sle-
dovdna mozZnost pfipravy prepardtu imobilizovaného ly-
tického systému, kterd by optimalizovala jeho pouZiti
[18]. Principem pouZiti imobilizaéni metody je sitovani
povrchové lokalizovanych bilkovin glutaraldehydem.
Maximalni aktivita ziskaného prepardtu je podmin&na
teplotou 50°C a pH 7,2. Uinnost tohoto imobilizovaného
lytického systému byla sledovédna ve 2 1 reak.oru s po-
uZitim odpadnich pivovarskych kvasnic jako substratu.
Koncentrace uvolnénych bilkovin a suSiny byla v pii-
padé aplikace vdzaného a rozpustného lytického systé-
mu pribliZné stejnd (tab. 5).

K témto informacim lze dodat, Ze aktivita prepardtu
vazaného lytického systému je po 10ndsobném pouZiti
pribliZné stejnd jako aktivita rozpustného preparatu.
Snadnd separace vazanych lytickych systém@ z prostfe-
di neumoZiiuje jen jeho opakované pouZiti, ale znamena
i moZnost optimélné regulovat ¢as jeho ptisobeni.

Rastrovaci elektronova mikroskopie ukazuje, Ze z mor-
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fologicko-cytologického aspektu pravdépodobné& neexis-
tuji zdkladni rozdily ve vlastnim mechanismu biodegra-
dace stény. V této souvislosti obr.7 aZ 10 ilustruji zmény
bun&&ného povrchu v prvnich fazich biodegrada¢niho
procesu. Zavérem lze Tici, Ze popsanou enzymovou
destrukci kvasinkovych bunék je ziskdn produkt opti-
malnich organoleptickych wvlastnosti, pevného nebo ka-
palného stavu s dobrou rozpustnosti ve wvodé.

PreloZila Ing. Antonie Pazdro
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Cetné metody jako je autolyza, chemické a mecha-
nické zplsoby byly pouZity k destrukci kvasinkové
buriky, a to zvlasté v souvislosti s pfipravou proteind
jednobuné&tnych organismi jako huménni potravy.
Hlavni nevyhody téchto metod (dlouhd reak&ni doba,
potencidlni toxicita a vysoké néklady) 'jsou znacné eli-
minovany v pripadé enzymové destrukce bunééné stény.
V této souvislosti tato prdce popisuje biodegradaci kva-
sinkovych stén enzymovym systémem, ktery je extrace-
luldrné produkovdn v kultufe Streptomyces sp. 1228.
Hlavnimi komponenty tohoto enzymového systému jsou
dvé g-1,3-glukanazy, §-1,6-glukandza, chitindza a pepti-
déza. Uvolnéni intraceluldrnich bilkovin a cukrd bylo
sledovdno ve vztahu k wvlivu pH a €asu inkubace bun&k
s lytickym systémem. Experimentdlni prdce byla dale
zamé&fena na studium aplikace imobilizovaného lytické-
ho systému.

lFanac, E., bBiieneukn, C., Autuak, T.: JIuTHYecKHe 3IH3UMBI
H BO3MOXHOCTH MX Hcmojb3oBauus. Kiac. mpym., 29, 1983,
No 6, ctp. 130—134.

Muorue meToAnl, Kak Hamp. aBTOJIH3, XHMHYECKHE H Me-

XaHHYECKHe CNOCO6B!, ObIIH NPHMEHeHb HJS JeCTPYKUHH
JIPOKIKeBOH KJICTKH, H TO OCOGEHHO B CBSI3H C MNOJIyYeHHEM
NPOTEHHOB OJHOK/IETOYHHIX OPraHH3MOB KaK YeJOBEYEeCKOH
niumH. [1aBHble HEJOCTATKH 3THX METONO0B (NMPOJOJAKHTE/]Db-
HOCTb BPEMEHH DeaKUHH, BO3MOXKHAsf TOKCHYHOCTb H BBICO-
KHE Pacxojibl) B 3HAUHTEJbHON CTencHH H3GeraloTcs B CJy.
yae 3SH3UMHON JECTPYKUHH KJETOYHOH CTEeHKH. B cBsi3u
c TeM pabora OmHChIBaeT OHOJAErpajauHio KJIETOYHLIX CTe-
HOK 3H3HMHOH CHCTEMOH, KOTOpas 3KCTPALETIOJISPHO IO-
ayyaercss B KyabType Crpentomeiyec cn. 1228. TnaBHbIMH
KOMIIOHEHTaMH 3TOfl 3HIUMHON CHCTEMBI SIBIAIOTCA JBe
B-1,3-rmokanase, $-1,6-ri0kanasa, XHTHHA3a H NeNTHAa3a.
OcBoGoXKAeHHe HHTPALEIIONSIPHBIX OeJKOBHIX H CaXapHc-
THIX Bel[eCTB HCCEI0BaJOCh B OTHOLIEHHM K BJHAHHIO DH
H BpPEMeHH HMHKyGalHH KJETOK C JIHTHYECKOH CHCTEMOIl.
JKcnepUMeHTa bHasi pa6ora jasee Obljia HampaBJeHa Ha
u3yuyeHHe TPHMEHeHHsS HMMOGHIHM3HDOBAHHON JIMTHYECKOH
CHCTEMBL.

Galas E., Bielecki S., Antczak T.: Lytic enzymes and the
possibilities of their application. Kvas. prim., 29, 1983,
N. 6, pp. 130—134.

Numerous methors such as autolysis, chemical and
mechanical treatments,” howe been used for yeast cell
disruption, especially in connection with the use of
singlé cell proteins as a human food. The major disad-
vantages of these methods (long reaction tim€, poten-
tial toxicity and high cost) are considerably eliminated
by enzymatic lysis of cell walls. In this connections,
this paper describes studies on the biodegradation of
yeast cell walls caused by enzymes secreted into cul-
ture of Streptomyces sp. 1228. The major components
of this enzymatic system are two $-1,3-glucanases, §-1,6-
-glucanase, chitinase and peptide hydrolase. The release
of intracellular proteins and carbohydrates was fol-
lowed in relation to the influence of pH and time of
incubation of cells with lytic system. Further research
was directed to the application of immobilized lytic
system.

Galas, E. - Bielecki, S. - Antczak, T.: Lytische Enzyme
und Maoglichkeiten ihrér Ausniitzung. Kvas. prim. 28,
1983, Nr. 6, S. 130—134.

Es wurdeén mehrere Methoden wie Autolyse, che-
mische und mechanische Vorgénge zur Destruktion der
Hefezellé angewendet, insb. im Zusammenhang mit der
Aufbereitung der Proteine einzelliger Organismen fiir
menschliche Erndhrungszwecke. Die hauptsédchlichen
Nachteile dieser Methoden [lange Reaktionszeit, poten-
tiale Toxizitdt und hohé Kosten) werden bei Anwendung
der enzymatischen Destruktion der Zellwand grdssten-
teils eliminiert. In diesem Zusammenhang wird in der
Arbeit die Biodegradation der Zellwédnde durch ein
Enzymsystem beschrieben, das in der Kultur Strepto-
myces sp. 1228 extrazellular produziert wird. Die Haupt-
komponenten dieses Enzymsystems sind zwei §-1,3-Glu-
kanasen, g-1,6-Glukanase, Chitinase und Peptidase. Die
Freisetzung der EiweiBstoffe und Zucker wurde in
Abhingigkeit von dem EinfluB des pH und der Dauer
der Inkubation der Zellen mit dem lytischen System
verfolgt. Die experimentale Arbeit war weiter auf das
Studium der Applikation des immobilisierten lytischen
Systems gerichtet.



