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Streszczenie

Transglutaminaza jest enzymem charakteryzujagcym si¢ wtasciwosciami biochemicznymi
pozwalajacymi na jego szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym oraz
w medycynie. Dotychczasowe metody pozyskiwania transglutaminazy z watroby kawii
domowych skutkowaty wysoka ceng rynkowg preparatow zawierajacych transglutaminaze
pochodzenia zwierzgcego. Tansza 1 humanitarng alternatywa dla tej metody pozyskiwania
enzymu jest jego mikrobiologiczna produkcja w bioreaktorach z wykorzystaniem szczepu
Streptoverticillium mobaraense KKP 2013. Jednym =z istotnych etapow produkcji
transglutaminazy pochodzenia mikrobiologicznego jest etap namnazania szczepu
Streptoverticillium mobaraense w hodowli inokulacyjnej. W przedstawionych wynikach
opisano wplyw zmian objetosci hodowli inokulacyjnej oraz czasu jej trwania na aktywnos¢
transglutaminazy w uzyskiwanym preparacie. Jednoczesnie zwrocono uwage na zwigzane
z tym zmiany wartosci pH w pozywce inokulacyjnej O3. Ustalono optymalne parametry
objetosci 1 czasu trwania hodowli inokulacyjnej, ktore pozwolity na uzyskanie preparatu
enzymatycznego o jak najwyzszej aktywnosci.

Stowa kluczowe: transglutaminaza, MTG, Streptoverticillium mobaraense

INFLUENCE OF VOLUME CHANGES OF STREPTOVERTICILLIUM
MOBARAENSE STARTER INOCULUM ON MICROBIAL TRANSGLUTAMINASE
ACTIVITY

Summary
Transglutaminase enzyme is characterized by biochemical properties allowing it to be
widely used in food industry, cosmetics and medicine. Existing methods of obtaining liver

transglutaminase from guinea pigs resulted in high market price of preparations containing

17



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2015 t. 70 nr 3

transglutaminase of animal orgin. Cheaper and more humane alternative to this method of
obtaining the enzyme 1is its microbial production in bioreactors using the strain
Streptoverticillium mobaraense. One of the important stages of the production of microbial
transglutaminase is the amplification of Streptoverticillium mobaraense in the inoculation
culture. Presented results describe the impact of changes in volume of inoculated culture and
the time of transglutaminase activity in the obtained preparation. At the same time changes in
the pH value in the inoculation medium O3 were observed. Optimal volume and the duration
of the inoculum culture were found, which allowed to obtain a preparation of the enzyme with
the highest activity.

Key words: transglutaminase, MTG, Streptoverticillium mobaraense

WSTEP

Streptoverticillium mobaraense jest promieniowcem powszechnie wystepujacym
w Srodowisku. W okreslonych warunkach charakteryzuje si¢ zdolnoScia do wytwarzania
enzymu nazywanego transglutaminazg mikrobiologiczng (ang. Microbial Transglutaminase,
MTGQG). Transglutaminaza jest klasyfikowana jako EC 2.3.2.13, katalizuje reakcje tworzenia
wigzan kowalencyjnych miedzy biatkami. Powstale wigzania izopeptydowe pomiedzy wolng
grupa aminowg, na przyklad biatkiem lub peptydem zwigzanym z lizyna, a grupg acylowa na
koncu tancuchdéw bocznych lub biatko-peptydow zwigzanych z glutaming tworzg usieciowang
struktur¢ bialek. Wigzania utworzone przez transglutaminaz¢ charakteryzuja si¢ wysoka
odpornoscig na rozklad proteolityczny [Griffin 1 in. 2002; Pasternak 1in. 1998; Zhu 1 in. 1995;
Zhou 1 in. 2000; Kanaji 1 in. 1993]. Biatka mogace podlega¢ reakcji sieciowania to mi¢dzy
innymi kazeina, globuliny sojowe, aktyna, miozyna oraz proteiny wystepujace w jajach
kurzych. Ze wzgledu na swoje wilasciwosci MTG jest powszechnie wykorzystywana
w przemysle spozywczym przy produkcji migsa, nabiatu 1 produktow piekarniczych. Jest ona
stosowana w wigzaniu bialek migsa, bialek ryb 1 szeregu innych produktow zywnos$ciowych.
MTG cechuje si¢ ogromnym potencjatem, ktéry mozna wykorzysta¢ w przemysle
kosmetycznym do produkcji materialdw pochodzenia organicznego wykorzystywanych
w kosmetykach takich jak stabilne termicznie mikrokapsutki czy przenosniki dla
stabilizowanych enzymoéw. Obecnos¢ transglutaminazy zaobserwowal¢ mozna rowniez
w wiekszosci tkanek zwierzecych, ptynéw ustrojowych, gdzie bierze udziat w tworzeniu
zakrzepdw, gojeniu ran, keratynizacji naskorka 1 usztywnianiu blony erytrocytow

[Aschilimann 1 Paulsson 1994].
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Pierwszym zrédtem, z jakiego pozyskiwano transglutaminaze, byla watroba kawii
domowej (Cavia porcellus). Wzgledy etyczne oraz skomplikowany proces pozyskiwania tego
enzymu przekladaly si¢ na jego wysoka cene [Folk 1 Cole 1966]. Tanhsza metodg jest
produkcja MTG na skalg przemystowa z wykorzystaniem S. mobaraense. Szczep ten
w ustalonych warunkach laboratoryjnych, opisanych w dalszej czesci artykutu, prowadzi
synteze¢ transglutaminazy, ktorg nastgpnie wydala z protoplastu do srodowiska zewngtrznego
w postaci aktywnego enzymu [Pasternak 1 in. 1998]. W procesie wytwarzania
transglutaminazy pochodzenia mikrobiologicznego jednym z istotnych etapdéw jest uzyskanie
odpowiedniej liczby komorek S. mobaraense, ktora pozwala na wytworzenie najwigkszej
mozliwej ilosci aktywnego enzymu [Kieliszek 1 Misiewicz 2014]. Podczas prowadzenia
badan okreslono tempo wzrostu szczepu KKP 2013 S. mobaraense w hodowli ptynnej
w pozywce O3.

Cel doswiadczenia

W trakcie doswiadczenia badano wplyw czasu trwania hodowli oraz zmiany objetosci
hodowli S. mobaraense (w procesie przednamnazania) na dwa parametry: zmian¢ liczby
jednostek tworzacych kolonie w jednym mililitrze hodowli oraz zmiang aktywnosci MTG
uzyskanej w trakcie pdzniejszej hodowli prowadzonej w bioreaktorze na podtozu M4.

Uzyskane wartosci wykorzystano do wyznaczenia optymalnych parametréw
pozwalajacych na uzyskanie odpowiedniego poziomu komorek S. mobaraense w hodowli
stanowigcej inokulum, co przetozytoby si¢ na otrzymanie preparatu zawierajacego MTG o jak

najwigkszej aktywnosci.

MATERIALY I METODY BADAN
Drobnoustroje i pozywki

W opisanym doswiadczeniu uzyto szczepu S. mobaraense o numerze KKP 2013,
pochodzacego z Kolekcji  Kultur  Drobnoustrojow  Przemystowych. Hodowla
przednamnazajaca S. mobaraense prowadzona w podtozu O3 w stosowanej metodzie stanowi
jeden z poczatkowych etapow w procesie produkcji transglutaminazy. Przednamnazanie
S. mobaraense prowadzono w pozywce ptynnej O3 o poczatkowej wartosci pH wynoszacej
7,0. Pozywka O3 jest podlozem plynnym wykorzystywanym do przednamnazania
S. mobaraense w celu wytworzenia inokulum starterowego w procesie produkcji MTG.
W sktad pozywki O3 wchodzg ptatki owsiane (stanowiace 2,5%), aminobak (0,2%), Ko;HPO4
(0,2%) oraz MgSO4 x 7H,0 (0,1%).
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Drugim etapem prowadzonych badan byla hodowla w bioreaktorze w pozywce M4.
Wykorzystywana na tym etapie badan pozywka M4 o pH poczatkowym 6,5 sktada si¢ ze
skrobi (2%), aminobaku (1,0%), namoku kukurydzianego (1,0%), ekstraktu drozdzowego
(0,2%) oraz soli Na,HPO4 (0,2%), KH,PO4 (0,2%) 1 MgSO4x7H,0 (0,1%). Podloze M4
wykorzystywane w opisywanym doswiadczeniu stanowi modyfikacje pozywki zastosowanej
przez Guoliang 1 in. (2005). Modyfikacja wspomnianego podioza polegata na zmianie zrodta
azotu na aminobak 1 namok kukurydziany w stosunku 1:1.

Warunki hodowli

Hodowle prowadzono w trzech powtorzeniach w pigciu wybranych objetosciach: 100 ml;
150 ml; 200 ml; 250 ml 1 300 ml. Czas, w ktérym monitorowano przednamnazanie inokulum,
wynosit 96 godzin. Zmiany liczby jednostek tworzacych kolonie, wartosci pH oraz aktywnos¢
MTG po hodowli w bioreaktorze mierzone byly w odstepach 24-godzinnych.

Kolby zawierajace wyznaczone objetosci pozywki O3 zaszczepiono 10 ml 48-godzinnej
hodowli szczepu KKP 2013 S. mobaraense prowadzonej w bulionie tryptozowo-sojowym
(TSB). Inkubacj¢ prowadzono w wytrzasarce przy czestotliwosci 200 rpm oraz
w temperaturze 28°C.

Metody oznaczen

W celu oznaczenia gestosci hodowli szczepu szczepu S. mobaraense KKP 2013
w zaszczepionych kolbach okreslenie liczby jednostek tworzacych kolonie (jtk)
S. mobaraense dokonywane bylo w probkach pobranych natychmiast po zaszczepieniu
hodowli, a nastepnie po 24, 48, 72 oraz 96 godzinach. Probki pobierano réwnolegle ze
wszystkich zaszczepionych wariantow objetosci. Oznaczenie jtk wykonywane bylo zgodnie
z normg PN-EN ISO 4833-1:2013-2014 [PN-EN ISO 4833-1:2013-12].

Aktywno$¢ enzymatyczng transglutaminazy oznaczono, stosujagc komercyjne testy

ZediXclusive Microbial Transglutaminase Assay Kit (Zedira GmbH, Darmstadt, Niemcy).

WYNIKI I DYSKUSJA

Dynamika wzrostu S. mobaraense

Wyjsciowa liczba komorek S. mobaraense w podtozu TSB wynosita 8,17 log jtk/g oraz
7,10 log jtk/g na podlozach O3 natychmiast po zaszczepieniu. Po 24-godzinnej inkubacji
$rednia liczba jtk w hodowli przednamnazajacej na 100 ml podtoza O3 wynosita 8,90 log
jtk/g, podobne wartosci uzyskano w objetosciach 150 ml — 9,93 log jtk/g, 200 ml — 8,80 log
jtk/g, 250 ml —8,81 log jtk/g oraz 300 ml — 8,78 log jtk/g. Oznaczenia liczby S. mobaraense
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dokonane po 24 godzinach inkubacji nie wykazaly znaczacych réznic w dynamice wzrostu
S. mobaraense w badanych hodowlach. Dopiero po 48 godzinach inkubacji zaobserwowano
wyraznie stabszy wzrost w kolbach zawierajagcych 250 1 300 ml hodowli na pozywce O3.
Najwyzsze wartosci uzyskano w hodowlach zawierajacych 100 oraz 150 ml pozywki O3.
Najwyzsze wartosci 9,82 log jtk/g w hodowli o objetosci 100 ml oraz 9,89 log jtk/g
w hodowli 150 ml zaobserwowano po 72 godzinach inkubacji. Oznaczenia wykonane po
96 godzinach inkubacji wykazaly, ze po takim czasie od momentu zaszczepienia hodowla
zaczela wchodzi¢ w faze spadkowa. Uzyskane wartosci pozwalajg na wyciggnigcie wniosku,
ze 1diofaza w przypadku hodowli w objetosciach 100, 150 i 200 ml osiggana jest

w 72 godzinie hodowli. Dynamike wzrostu S. mobaraense w kolejnych dniach pokazuje
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Rysunek 1. Zalezno$¢ dynamiki wzrostu S. mobaraense od objetosci inokulum startowego

Aktywnos$¢ otrzymanej transglutaminazy

Po 24 godzinach hodowli szczepu S. mobaraense w pozywce O3 najwyzsza aktywnos¢
MTG otrzymano w inokulum o objetosci 100 ml, w tym przypadku wynosita ona 0,36 U/ml.
W przypadku hodowli w kolbach zawierajagcych 200 ml, 250 ml oraz 300 ml aktywnos$¢
otrzymanej transglutaminazy byla rowna niemal zeru. W hodowli 24-godzinnej o objgtosci
150 ml aktywno$¢ w preparacie wynosita 0,22 U/ml, z czego mozna wywnioskowac, ze kazde

nastepne zwigkszenie objetosci wptywato ujemnie na wytwarzanie badanego enzymu.
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Podobnie po 48 godzinach hodowli, najwigkszg warto$¢ transglutaminazy o wartosci
0,60 U/ml wykazywat preparat otrzymywany z hodowli prowadzonych w kolbach ze 100 ml
hodowli. Wzrost aktywnos$ci otrzymanego preparatu odnotowano réwniez w pozostatych
wariantach hodowli. W przypadku kolb ze 150 ml 1 200 ml hodowli zaobserwowano istotny
wzrost mierzonej aktywnos$ci, ktory wynosit odpowiednio 0,26 U/ml 1 0,29 U/ml.
We wszystkich badanych wariantach maksymalna aktywnos$¢ otrzymywanego enzymu byta
obserwowana po 72 godzinach inkubacji. W przypadku hodowli w 100 ml pozywki
aktywno$¢ enzymu po tym czasie wyniosta 1,25 U/ml i byla najwigksza sposréd wszystkich
badanych wariantow. Ponadto zaobserwowano, ze w kazdym badanym wariancie po
96 godzinach inkubacji spada aktywnos$¢ otrzymywanego enzymu. Roznice w aktywnosci

MTG otrzymywanej z hodowli o okreslonej objetosci pokazuje rysunek 2.
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Rysunek 2. Wptyw objetosci hodowli i czasu jej prowadzenia na aktywnos¢ otrzymanej

transglutaminazy

Zmiany pH w podlozu O3

W przypadku kazdej badanej obje¢tosci hodowli S. mobaraense wartosci pH wzrastaly
wraz z przyrostem czasu. Najwyzsze mierzone warto$ci pH na kazdym etapie odnotowano
w kolbach zawierajacych 100 ml hodowli — w tym przypadku pH po 24 godzinach
wytrzasania mialo warto$¢ 5,78 1 byla ona najwyzsza sposrod wszystkich badanych
wariantow objetosci hodowli. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na to, ze wartosci pH
systematycznie wzrastaly w czasie, osiggajac wartos¢ 7,00 po 96 godzinach inkubacji.

Na etapie idiofazy $rednie wartosci pH w kolbach zawierajagcych 100 ml hodowli byly na
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poziomie 6,5 co pokazuje, ze jest to optymalna warto$¢ dla uzyskania preparatu o jak
najwyzszej aktywnosci enzymu z hodowli. Po 96 godzinach hodowli pH wzrosto do wartosci
7,0, jednak aktywno$¢ uzyskanego enzymu wynosita jedynie 0,42 U/ml. W pozostatych
kolbach warto$¢ pH po 96 godzinach wytrzasania osiggneta wartos¢ 6,34 w przypadku 150 ml
hodowli, 6,32 w 200 ml, 6,30 w 250 ml oraz 6,29 w objetosci 300 ml. Wraz ze wzrostem
objetosci hodowli maleje w niej tempo zwigkszania si¢ odczytywanego pH.

Uzyskane usrednione wyniki liczby jednostek tworzacych kolonie S. mobaraense,
aktywnos$ci otrzymanej MTG 1 wartosci pH otrzymane po 48, 72 1 96 godzinach
przedstawione zostaly w tabeli 1.

Tabela 1. Wplyw zmian objetosci hodowli inokulacyjnej S. mobaraense KKP 2013 na
aktywno$¢ transglutaminazy otrzymywanej w wyniku hodowli prowadzonej

w bioreaktorze

iquwéfs Czas trwania Ogolna lic;l?a Aktywnos$¢
odowli hodowli pH drobnoustrojow TG [U/ml]
Lp. [ml] [log jtk/g]
TSB 0 7,12 8,17 0,00
1 24 5,78 8,99 0,36
2 48 5,97 0,41 0,60
3 100 03 7 6,52 9.82 1,25
4 96 7,00 9,72 0,42
TSB 0 7,12 8,17 0,00
5 24 5,38 8,03 0,22
6 48 5,83 9,50 0,48
7 15003 72 6.20 9.89 0.84
8 96 6,34 9,86 0,32
TSB 0 7,12 8,17 0,00
9 24 5,46 8,80 0,00
10 48 5,78 9,28 0,29
1| 20003 7 6,16 9,75 0,73
12 96 6,32 9,56 0,53
TSB 0 7,12 8,17 0,00
13 24 5,79 8,81 0,04
14 48 5,67 9,06 0,06
5] 25003 7 6.12 9,50 0.42
16 96 6,28 9,75 0,09
TSB 0 7,12 8,17 0,00
17 24 5,59 8,78 0,01
18 48 5,61 8,81 0,18
19| 30003 7 6.19 931 0,37
20 96 6,26 9,61 0,06
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WNIOSKI

Uzyskane wyniki pozwolily na okreslenie optymalnych parametrow objetosci hodowli
oraz czasu jej prowadzenia, ktore umozliwily najbardziej skuteczny sposob okreslenia
odpowiedniego poziomu jednostek tworzacych kolonie w inokulum przednamnazajacym.
Dzigki tym parametrom uzyskano preparat zawierajacy transglutaminaze o aktywnosci
1,25 U/ml.

Zaprezentowane wyniki pokazuja jednoznacznie wptyw objetosci hodowli inokulacyjne;j
na aktywno$¢ uzyskiwanej transglutaminazy pochodzenia mikrobiologicznego. Optymalne
parametry dla hodowli na pozywce O3 w temperaturze 28°C to objetos¢ 100 ml plynnej
hodowli S. mobaraense oraz czas trwania wynoszacy 72 godziny. Wplyw na to moga mieé
takie czynniki jak pH $rodowiska oraz natlenienie ptynnej hodowli, w ktérej odbywato sie
namnazanie drobnoustroju.

Dowiedziono, ze wyzsza szybko$¢ tworzenia MTG, wydajnos¢ i1 produktywno$¢ sa
skorelowane z podwyzszeniem wartosci pH [Meiying i in. 2002]. Optymalne pH do syntezy
enzymu to 6,5. Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia ustalono state pH
utrzymywane podczas hodowli w bioreaktorze na podlozu M4.

Mniejsza objetos¢ hodowli przednamnazajacej rowniez mogta pozwoli¢ na zwigkszenie
dostgpnosci tlenu dla komorek S. mobaraense co przetozylo si¢ na ilo§¢ oraz aktywnos¢
transglutaminazy w otrzymywanym preparacie [Guoliang 1 in. 2005]. Na podstawie zmian
mierzonych wielko$ci mozna wysnu¢ wniosek, ze objetos¢ 100 ml pozwala uzyska¢ hodowle,
w ktorej dostepnos¢ sktadnikéw odzywcezych oraz tlenu umozliwia uzyskanie preparatu
z transglutaminaza o aktywnos$ci wyzszej niz w pozostatych wariantach. Czas potrzebny do
osiggniecia interfazy wynosi okoto 72 godzin inkubacji. W hodowlach trwajacych diuzej
zauwazono znaczacy spadek aktywnosci otrzymanego preparatu, co zwigzane jest
z wchodzeniem hodowli S. mobaraense w fazg spadkowg. Zmniejszenie aktywnos$ci enzymu
w otrzymywanym preparacie moze mie¢ zwigzek z utlenianiem si¢ cze$ci grup

sulthydrylowych w MTG 1 przechodzeniem enzymu w form¢ nieaktywng [Ando 1 in. 1989].
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