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Purifikicia a separacia extracelularnych proteinaz
Brevibacterium linens ATCC 9172

JARMILA TOMASCHOVA - WOLFGANG BUCHINGER
- JAROSLAV ZEMANOVIC - WERNER HAMPEL

SunrN. Cldnok sa zaoberd purifikdciou a separdciou extracelularnych proteindz pro-
dukovanych mikroorganizmom Brevibacterium linens ATCC 9172 za pomoci idnovo-
vymennej chromatografie a nativnej preparativnej PAGE elektroforézy.

Brevibacterium linens je koryneformnd baktéria s typicky oranZovo-Zltym
sfarbenim. Produkuje esterdzy, amyldzy, lipazy, peptiddzy ako aj proteinazy
[1]. V naSej prdci sme sa zamerali na proteindzy. Tie totiz zohrédvajui vyznam-
nu ulohu pri tvorbe charakteristickej chutnosti povrchovo zrejucich syrov
ako Tilsit, Limburger, Gubeen, Milleens atd. [2]. Ako uvddzaju préace [3,4],
purifikdciou proteindz r6znych kmenov Brevibacterium linens sa zaoberali uz
mnohi. Z purifika¢nych technik najviac pouzivali ultrafiltraciu, vysolovanie,
gélovi filtrdciu, ionovo-vymennu chromatografiu a hydrofébnu interakénu
chromatografiu. Tieto techniky boli vyskuSané aj pri kmeni Brevibacterium
linens ATCC 9172 (ultrafiltrdcia, gélova filtrdcia, idnovo-vymennd, hydro-
fébna a afinitnd chromatografia) [3]. Nepodarilo sa v§ak nimi od seba jed-
notlivé proteindzy oddelit. V tejto prdci sme sa zamerali na predcistenie
tychto proteindz idnovo-vymennou chromatografiou a ich separdciu nativ-
nou preparativnou PAGE elektroforézou na zariadeni Prep Cell 491
(Bio Rad, CA, USA).
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Material a metddy

Pouzity mikroorganizmus: )
Brevibacterium linens ATCC 9172 sme ziskali zo zbierky Ustavu bio-
chemickej technoldgie a mikrobioldgie Technickej univerzity vo Viedni.

Kultivdcia mikroorganizmu:

Na kultivdciu sme pouzili Laboratérny fermentor CF-2000 (f. Chemap,
Svajéiarsko). Kultivdcia mikroorganizmu [3] prebiehala 24 hodin pri teplote
30 °C a pH 6,5, pri otackach 800 ot.min! a 55 % sytenf kyslikom.

Izoldcia proteindz z kultivacného média:

10 litrov vyfermentovaného média sme centrifugovali (10 min.3000 g-1),
supernatant prefiltrovali, ultrafiltrdciou zahustili (4 °C) na 750 ml (Fil-
tron Minisette Cell, f. Filtron, Techn. Corp., Clinton, MA, USA, Filtron
Membranefilter, Membrantype Alpha MW 10 kDa) a vysusili v sprejovej
suSiarni (Bitichi 190, Flavil). Ako nosi¢ sme pouzili Cellite 545.

Stanovenie proteolytickej aktivity a obsahu proteinov:
Proteolyticku aktivitu sme stanovili pri 38 °C a pH 7,5 na azokazein [6]
a obsah proteinov metddou podla Bradforda [7].

Ionovo-vymennd chromatografia:

Vzorku proteindz sme po sprejovom suseni rozpustili v 20 ml 0,01 mol.I!
Tris-HCI tlmivého roztoku o pH 8,0, odfiltrovali Cellite 545 a vzorku dialy-
zovali cez noc oproti tomu istému roztoku pri teplote 4 °C. Po skoncentro-
vani na objem 5 ml na Amicon-10 (Amicon, Beverly, USA) sme vzorku
naniesli na kolénu 3,5x 15 cm naplnend vymienac¢om iénov DEAE-Se-
pharose CL-6B a napojeni na Bio-Rad Econo System (Bio-Rad La-
boratories GmbH, Miinchen, NSR). Nenadviazané proteiny sme eluovali
0,01 mol.I'! Tris-HCI s pridavkom 0,2 mol.I'l NaCl o pH 8,0 a nadviazané
zlozky linearnym gradientom NaCl (0,2 - 0,5 mol.I'l) v tlmivom roztoku.
Zbierali sme 5 ml frakcie, v ktorych sme stanovili obsah proteinov, zmerali
absorbanciu pri 280 nm a stanovili proteolyticku aktivitu.

SDS-PAGE elektroforéza s kopolymerovanou Zelatinou:

Pouzili sme upravenu elektroforeticki metédu podla Heussena [5].
Pracovali sme s gélmi s 12,4 % T a 2,5 % C.
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Nativna preparativna PAGE elektroforéza:

Pracovali sme na zariadeni Prep Cell Model 491 (Bio-Rad Laboratories,
CA, USA). 4 cm vysoky 12,4 % T, 2,5 % C deliaci a 4 cm vysoky koncentru-
juci gél sme formovali v rirke o priemere 37 mm podla ndavodu vyrobcu.
Proteolyticky aktivne frakcie z idnovo-vymennej chromatografie sme zliali,
dialyzovali cez noc oproti elu¢nému roztoku pri teplote 4 °C a skoncentrovali
na Amicon-10 (Amicon, Beverly, USA) na 1 ml. Takto spracovanu vzorku
sme zmies$ali s timivym roztokom na vzorky (0,0625 mol.I'! Tris-HCI, pH 6,8,
10 % glycerol, 0,025 % brémfenolovd modrd) v pomere 1:4 a naniesli
na povrch koncentrujuceho gélu. Elektroforézu sme robili pri konStantnych
12 V v chladiacom boxe (6 °C) a za chladenia elektrédového tlmivého roz-
toku (0,025 mol.I"! Tris, 0,192 mol.I'! glycin, pH 8,3) ladom cez recirkula¢nud
pumpu. Proteinazy sme eluovali 0,05 mol.I'! Tris-HCI tlmivym roztokom
o pH 8,0 rychlostou 0,7 ml.min-l. Zbierali sme 4 ml frakcie, v ktorych sme
stanovovali proteolyticku aktivitu.

Vysledky a diskusia

Po kultivdcii a spracovani média postupom uvedenym v Materidloch
a metddach sme ziskali teplotne stabilny praskovy prepardt. Ako nosi¢
pri sprejovom suseni sme pouzili vo vode nerozpustny Cellite 545, Cize
po regenerécii vzorky 0,05 mol.I'! Tris-HCI tlmivym roztokom o pH 8,0 staci-
lo nosi¢ odfiltrovat. Po dialyze sme vzorku preddistili od sprievodnych latok
pouzitim idnovo-vymennej chromatografie. Ako vidime na obr. 1., touto
metddou sme ziskali jeden proteolyticky aktivny pik, pricom sa zachovalo
92 % z pdvodnej proteolytickej aktivity a Specifickd aktivita sa zvySila 3,5-n4-
sobne. Ziskané proteolyticky aktivne frakcie sme zliali, dialyzovali oproti
0,05 mol.I'! Tris-HCl o pH 8,0 a 20 ml naddvkovali na gél SDS-PAGE elek-
troforézy s kopolymerovanou zZelatinou. Gél sme potom vyhodnotili denzito-
metricky (TLC-Scanner II, CAMAG, Svajéiarsko). Vysledky vidime
na obr. 2. Mikroorganizmus Brevibacterium linens ATCC 9172 teda za da-
nych podmienok kultivacie produkuje 6 proteindz. NajvysSie proteolytické
aktivity maju proteindzy 1, 2 a 3 a to 21 %, 19 % a 38 % z celkovej proteoly-
tickej aktivity. Ako uvadza préca [3], vyskusali sme mnohé techniky za uce-
lom separdcie tychto proteindz, no podarilo sa ndm to iba za pomoci SDS-
PAGE elektroforézy. Preto sme sa v dalSej nasej praci zamerali na prepara-
tivnu nativhu PAGE elektroforézu. Vychodiskovou vzorkou boli proteindzy
predcistené idnovo-vymennou chromatografiou. Pracovali sme pri pod-
mienkach uvedenych v Materidloch a metddach. Aby sme minimalizovali
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OBR. 1. Purifikdcia proteindz Brevibacterium linens ATCC 9172
iénovo-vymennou chromatografiou na DEAE-Sepharose CL-6B.
Fic. 1. Purification of proteinases from Brevibacterium linens ATCC 9172
by ionexchange chromatography on DEAE-Sepharose CL-6B.
1 - absorbancy, 2- proteolytic activity, 3 - fraction.
A [%]
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OBR. 2. Denzitogram elektroforeticky rozdelenych proteindz

Brevibacterium linens ATCC 9172 pomocou SDS-PAGE elektroforézy.
F1G. 2. Densitogram of electrophoretically distributed proteinases
of Brevibacterium linens ATCC 9172 by SDS-PAGE electrophoresis.

A - absorbancy, 2 - time, 1 to 6 - proteinases.
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autolyzacné procesy, pracovali sme pri teplote 6 °C. Vysledky delenia sme
sledovali analytickou SDS-PAGE elektroforézou s kopolymerovanou Zelati-
nou. Ako vidime na obr. 3., touto metédou sa ndm podarilo jednotlivé pro-
teindzy od seba oddelit. Hoci sa zdaju byt proteindzy 2, 4 a 5 nie iplne odde-
lené, je to len zdanlivé, pretoZze na gél sme nadavkovali len kazdu Stvrtd
eluc¢nu frakciu. Ziskané proteindzy poslizia na dalSiu charakteriziciu, a to
najma v oblasti Specifického ucinku pri enzymovej hydrolyze as-kazeinu.
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OBR. 3. SDS-PAGE elektroforéza s kopolymerizovanou Zelatinou Siestich frakeif
proteindz Brevibacterium linens ATCC 9172 ziskanych delenim na nativnej preparativnej
PAGE elektroforéze.

FiG. 3. SDS-PAGE electrophoresis with copolymerized gelatine of six fractions
of proteinases Brevibacterium linens ATCC 9172 separated using native preparative
PAGE electrophoresis.

1 - sample, 2 - proteinase.

Zaver

Zmes proteindz produkovanych baktériou Brevibacterium linens
ATCC 9172, predcistenych ionovo-vymennou chromatografiou, sa ndm
podarilo rozdelit pomocou nativnej preparativnej PAGE elektroforézy
na Sest samostatnych frakcif, z ktorych vSak $tvrtd je zanedbatelnd z dévodu
minimdlneho podielu na celkovej proteolytickej aktivite, V priebehu prace
sme pracovali pri teplote 6 °C. Za danych podmienok sme nezistili degrada-
ciu sledovanych frakcii. Touto Setrnou a rychlou metédou sme nahradili
niekolko ¢asovo a materidlovo ndro¢nych operacii, ktoré sa inak bezne
pouZzivaju.

25



Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research)

Literatura

. Foissy, H.: Examination of Brevibacterium linens by an electrophoretic zymogramm tech-

nique. J. gen. Microbiol., 80, 1974, s. 197-207.

. CLANCY, M. - O’SULLIVAN, M.: Partial purification and characterisation of a proteinase

from Brevibacterium linens. Ir. J. agric. Fd. Res., 32, 1993, s. 185-194.

. TOMASCHOVA, J. - ZEMANOVIC, J. - HAMPEL, W.: Purifikdcia extracelularnych proteinaz

Brevibacterium linens ATCC 9172. Bull. potrav. Vysk., 35, 1996, ¢. 4, s. 193-200.

. TOMASCHOVA, J. - ZEMANOVIC, J.: Proteinazy Brevibacterium linens. Bull. potrav. Vysk, 34,

1995, €. 1-2, s. 25-30.

. HEUSSEN, C. - DOWDLE, E. B.: Electrophoretic analysis of plasminogen activators in poly-

acrylamide gels containing sodium dodecyl sulfate and copolymerised substrates. Analyt.
Biochem., 7102, 1980, s. 196-202.

. CHARNEY, J. - TOMARELLI, R. M.: A colorimetric method for the detection of the proteo-

lytic activity of duodenal juice. J. biol. Chem., 177, 1947, s. 501-505.

. BRADFORD, M. M.: A rapid and sensitive method for the quantitation of microgramm

quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analyt. Biochem., 72,
1976, s. 248-254.

Do redakcie doSlo 11. 4. 1997.

Purification and separation of extracellular proteinases
of Brevibacterium linens ATCC 9172

TOMASCHOVA, J. - BUCHINGER, W. - ZEMANOVIC, J. - HAMPEL, W.:
Bull. potrav. Vysk., 36, 1997, p. 21-26.

SumMARY. The article deals with purification and separation of extracellular proteinases pro-
duced by Brevibacterium linens ATCC 9172, utilizing ionexchange chromatography and native
preparative PAGE electrophoresis.
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