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Santrumpos

APS — (angl. ammonium persulphate) — amonio persulfatas

BSA — (angl. bovine serum albumine) — jaucio serumo albuminas

CAZy — angl. Carbohydrate-Active enZY mes Database

dist. — distiliuotas

DNS reagentas — reagentas, 1 kurio sudéti jeina dinitrosalicilo rigstis.

EDTA — (angl. ethylenediaminetetraacetic acid) — etilendiaminotetraacto rugstis
EGTA — (angl. ethylene glycol tetraacetic acid) — etileno glikolio tetraacto ruigstis
KDO — angl. 2-keto-3-deoxy-D-manno-oktulosonic acid

IUB — angl. International Union of Biochemistry

IUBMB — angl. International Union of Biochemistry and Molecular Biology
OT — optinis tankis

PGA — (angl. polygalacturonic acid) — poligalakturono riigstis

PGR — polimerazés grandininé reakcija

SDS — (angl. sodium dodecyl sulfate) — natrio dodecyl-sulfatas

TEMED — (angl. tetrametilendiamine) — tetrametilendiaminas

UDP — (angl. uridine diphostate) — uridino difosfatas



I[VADAS

Pektinas sudaro didziausia makromolekuliy mase¢, kuri randama pirminés augaly lasteliy
sienelés bei tarpinés plokstelés, atsakingos uz tarplasteling adhezija, sudétyje. Pektininé matrica
sukuria pagrinda celiuliozés-glikany tinklui, lemia jo tasuma, taip pat atsako uz pory susidaryma
bei yra pagrindiné adheziné medZiaga tarp lasteliy (Willats, McCartney et al. 2001). Sio
polisacharido pagrinda sudaro a-(1-4)-glikozidiniais rySiais sujungtos D-galakturono rigsties
liekanos (GalpA) ir mazesné dalis kity sacharidy, tokiy kaip L-ramnozé, arabinoz¢, galaktoze ir
ksilozeé. GalpA karboksigrupés yra 1§ dalies esterintos metoksigrupiy ir i§ dalies arba visiSkai

neutralizuotos natrio, kalio ar amonio jony.

Pekting degraduojantys fermentai, trumpiau vadinami pektinazémis, sintetinami paciy
augaly, taip pat fitopatogeniniy bakterijy ir grybu (http://pec.biodbs.info/listofMicroorganisms.
html). Sie fermentai yra klasifikuojami pagal tris kriterijus: a) specifiskumg tam tikram
polisacharidui (substratui) arba keliems; b) substrato grandinés skélimo reakcijos mechanizma;

c¢) skélimo vieta substrato grandinéje.

Netrukus po §iy fermenty atradimo, susidométa ju pramoniniu pritaikomumu, kuris
pasirodé besas ganétinai platus: sul¢iy, kavos, arbatos, augalinio aliejaus, popieriaus ir gyviiny
¢dalo gamyboje, tekstilés pramonéje ir net nuoteky valyme (Kashyap, Vohra et al. 2001). Siuo
metu dar didesnis démesys skiriamas termostabiliems pekting degraduojantiems fermentams,
kurie pramonéje gali biiti naudojami esant aukStoms temperatiroms. Tokiu bidu yra
sumazinama kontaminacijos (kryZminio uZzterSimo) rizika, taip pat padidinamas polimeriniy

substraty tirpumas bei pagreitinama ju degradacija (Kozianowski, Canganella et al. 1997).

Darbo tikslas: Atlikti termostabiliy pekting degraduojan¢iy fermenty aktyvumo tyrimus.
UZdaviniai:

1. Atrinkti termofiliniy endosporas formuojanciy bakteriju kamienus, pasizymincius
pektinoliziniu  aktyvumu.  Sugrupuoti  Siuos  mikroorganizmus BOX-PGR
genotipavimo metodu.

2. [vertinti atrinkty kamieny augimo intensyvuma skystoje terpéje su pektinu, kaip
anglies Saltiniu, sudarant augimo kreives. Atlikti didZiausia pektinolizini aktyvuma
turin¢iy kamieny 16S rRNR geny filogeneting analizg.



3.

IS efektyviausiai augancio kamieno kultlirinio skysCio iSskirti suminiame
fermentiniame tirpale pektinolizinius fermentus. Nustatyti pektino liaziy ir hidrolaziy
substratini specifiSkuma.

Taikant baltymy nustatymo gelio elektroforezés ir baltymy aktyvumo nustatymo
gelyje metodus, ivertinti fermentiniame tirpale pektinaziy skai¢iy, molekuling mase
bei pektinolizinio aktyvumo priklausomybg¢ nuo pH ir temperattiros.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pirminés augaly lasteliy sienelés cheminé struktiira

Augaly forma bei struktiirinés ypatybés daugiausiai priklauso nuo pirminés augaly lasteliy
sienelés. Lastelei dalijantis susidaranti sienel¢ vadinama pirmine sienele. Véliau ji storéja ir
virsta antrine sienele. Dalis augaliniy lasteliy (pvz., lapo minkStimo lastelés) visa gyvenima turi
tik pirming sienelg. Yra zZinoma, jog pirmings sienelés yra sudarytos i$ celiuliozés mikrofibriliniy
pluosty, kuriuos tarpusavyje sujungia glikanai (Carpita and Gibeaut 1993; Cosgrove 1999).
Dviskil¢iuose Sias skersines sasajas sudaro daugiausiai ksilogliukanai, tuo tarpu Poaceae ir
kituose vienaskil¢iuose dominuoja glukuroarabinoksilanai (Carpita and Gibeaut 1993; Carpita
1996). Apskritai sienelés apibuidinamos kaip celiuliozés ir glikany tinklas, i kurio sudéti jeina ir
daugiau kity tirpiy polisacharidy, glikoproteiny, proteoglikany, mazos molekulinés masés
junginiy ir jony.

Pektinas sudaro didziausia makromolekuliy mase, kuri randama pirminés augaly lasteliu
sienelés bei tarpinés ploksteles, atsakingos uz tarplasteling adhezija, sudétyje. MaZesné dalis
pektino aptinkama tam tikry augaly Seimuy (pavyzdziui, Poaceae) pirminiy lasteliy sudétyje.
Pektininé matrica sukuria pagrinda celiuliozés-glikany tinklui, lemia jo tasuma, taip pat atsako
uz pory susidaryma bei yra pagrindiné adheziné medziaga tarp lasteliy (Willats, McCartney et al.
2001).

1.1.1. Pektininiai polisacharidai

Pektinu vadinama pagrindiniy augaly lasteliy pirmines sieneles sudaranciy polisacharidy
grupe, kurios pagrinda sudaro o-(1-4)-glikozidiniais rySiais sujungtos D-galakturono riigsties
liekanos (GalpA) ir mazesné dalis kity sacharidy, tokiy kaip L-ramnozé, arabinozé, galaktozé ir
ksilozé. GalpA karboksigrupés yra i§ dalies esterintos metoksigrupiy ir i§ dalies arba visiSkai
neutralizuotos natrio, kalio ar amonio jony. Atsizvelgiant | pagrindinés polisacharido grandinés
jung€iy bei funkciniy grupiy modifikacijas, iSskiriami: pektinas, protopektinas, pektatas ir

pektinatas.



Protopektinas — tai augaly tarpinése plokstelése randama vandenyje netirpi pektininé
medziaga. Sios tarpinés plokstelés tarnauja tarsi klijai, suriantys lasteliy sieneles viena su kita.
Kai kurios i§ protopektino netirpumo priezasCiy yra: a) didelé jo molekuliné masé; b) esteriniy
jungciy sudarymas tarp karboksiliniy pektino riig§ciu grupiy ir hidroksiliniy kity lastelés sienelés
komponenty grupiy; c¢) druskos sudarymas tarp baltymu ir karboksiliniy pektininés medziagos
grupiy (Yoshitake, Numata et al. 1994). Pektatai — neesterinty metoksigrupémis GalpA
neutralios ar Sarminés druskos. Pektinatai — polimetilgalakturono riigsties neutralios arba
Sarmines druskos (Kashyap, Vohra et al. 2001). Paprastumo dé¢lei toliau $i pektininiy

polisacharidy grupé bendrai bus jvardijama kaip pektinas.

BiochemiSkai pektinas apibtudinamas kaip polisacharidy grupeé, kuria sudaro o-(1-
4)glikozidiniais ry$iais sujungtos D-galakturono riigities liekanos (GalpA). Si riigitis yra
sutinkama dvejose pagrindinése struktiirose, formuojanciose pagrinda trijy polisacharidy grupiu:
homogalakturono, ramnogalakturono-I ir ramnogalakturono-II. Sios grupés yra randamos visose
pektino rasyse. Yra Zzinoma, jog Sioms trims grupéms priklausantys junginiai jungiasi
tarpusavyje kovalentiskai ir pirminése augaly lasteliy sienelése bei tarpineje ploksteléje formuoja
pektino tinkla. Sio tinklo struktiira moduliuoja kiti jvairs lasteliy sieneliy fermentai (Willats,
McCartney et al. 2001).

1.1.1.1. Homogalakturonas

Homogalakturonas (HGA) yra linijinis polisacharidas, kuriame o-(1-4)-glikozidiniais
ry$iais sujungti D-galakturono ragsties ziedai (GalpA). Sio polisacharido sintezg vykdo trys
fermentai: HGA acetiltransferazé, HGA galakturonoziltranferazé ir HGA metilesteraze.
Manoma, jog HGA GalpA liekany gali biiti mazdaug 100-200 (Zhan, Janssen et al. 1998). HGA
sudaro didelg dalj pektino, yra sintetinamas GoldZio aparate i§ UDP-D-galakturono rtgsties
(Sakai, Sakamoto et al. 1993). Sis i sienele jterpiamas polisacharidas biina 70-80 % esterintas
(prie C6 atomo karboksigrupés prijungta metoksigrupe) (I pav.). Prie neesterinty HGA karbok-
sigrupiy prisijungus kalcio jonams susiformuoja gelio konsistencijos makromolekulinis jungi-

nys. Galimos ir kitos HGA modifikacijos, tafiau jos néra tokios daznos kaip metoksi-



esterifikacija. Pavyzdziui, GalpA liekany C3, kartais ir C2 atomy hidroksigrupés gali buti O-
acetilintos (per deguoninj rysi). Acetilintas HGA yra ypac¢ paplitgs cukriniy runkeliy Saknyse ir

bulviy stiebagumbiuose (Ishii 1997; Edashige and

Oy —

& Ishii 1998; Pauly and Scheller 2000).
“:\' HGA GalpA C3 atomas gali biiti pakeistas [-

F:':-ijﬂﬂ“ \ D-ksilozés (Xylp) lickana. Sis junginys vadinamas

ksilogalakturonu (XGA), kuris yra gana placiai

H Metilesteriai
/ paplites. XGA i$skiriamas i§ kai kuriy
Hﬁﬁm““ reprodukciniy ir vegetatyviniy augalo organy
H.C—E—: o audiniy sieneliy (Zirnio sekly luobeliy, obuoliy,
/ Mo arbizo ir morky minkstimo) (Renard, Weightman
O Acetil. o et al. 1997).
esteriai oo~
k e ; Taip pat prie HGA pagrinda sudaranciy
“—'1 I GalpA C2 arba C3 atomy gali biiti prijungta B-D-

1 pav. Pirminé homogalakturono struktiira apiofuranozés (Apif) liekany. Gali buti viena Apif
(Ridley, O'Neill et al. 2001). lickana arba kaip disacharidas [B-D-Apif-(1-3")-p-D-
Apif-(1—]. Sis junginys vadinamas apiogalak-

turonu, aptinkamas kai kuriy vandens vienaskil¢iy augaly sienelése (pavyzdziui, Lemna,

Spirodela, Zostera) (Longland, Fry et al. 1989; Ridley, O'Neill et al. 2001).

1.1.1.2. Ramnogalakturonas-I

Augaly sieneliy sudétyje gausiai sutinkamas heteropolimerinis junginys, vadinamas
ramnogalakturonu-I (RG-I), susidedantis i§ dvieju pasikartojanciy disacharidy: [—4)-a-D-
GalpA-(1-2)-a-L-Rhap-(1—] (galakturono rugsties ir ramnozés) (2 pav.). Polisacharido pagrinda
sudarancios GalpA liekanos gali biiti O-acetilintos prie C2 ir/ar C3 atomy. Ar RG-I GalA
liekanos gali biti metilintos, néra tiksliai nustatyta. Tam tikruose augaluose nedidelis skaiCius
RG-I GalpA liekany gali biiti pakeistos glukurono riigsties liekanomis (Renard, Crepeau et al.
1999). DaZniausiai RG-I yra glikozidiniu rysiu sujungtas su HGA. Tai rodo, jog biosintezés metu
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pagrindiniai galakturonai modifikuo-jami i kitus junginius. RG-I sintez¢je dalyvauja daugiau nei

10 glikoziltransferaziy.

Zinoma, jog prie GalpA lickany $oniniy grupiu néra prijungta mono- arba oligosacharidy
grandiniy. Tuo tarpu daugeliu atveju RG-I 20-80 % ramnozes lieckany C4 atomai yra pakeisti
Soninémis grandinémis, kuriy ilgis gali varijuoti nuo vieno iki penkiasdeSimt ar daugiau

glikozidiniy liekany. Pektino sritis i$

3-ir 3.6 p-D-galaktanas
4-ir 4.6 p-D-galaktanas Ce . . .
gausiai Sakoto RG-I jvardijama kaip

“plaukuotasis” regionas, o tuo tarpu
SLLATES pektino sritis 1§ HGA vadinama

4-GalA(1-2)-Rha-1

p-o-Galp pagrindas

vienalyte, lygigja sritimi (Schols and
Voragen 1996). Bendra dominuojanciy
Soniniy grandiniy struktiira yra: B -(1-
B-p-GlcpA .
4)-D-galaktozes (Galp) ir/arba a-(1-5)-
L-arabinozés (Araf) liekanos (2 pav.).
3-ir 3.5 a-L-arabinas . . . L. . .
TacCiau Sy junginiy proporciyjos ir

2 pav. Ramnogalakturono-I struktiirinés ypatybés (Ridley,  grandiniy ilgiai gali skirtis priklau-
O'Neill et al. 2001). . . . .

somai nuo augalo, kuriame sutinkami.

Taip pat gali buti aptinkama ir a-L-
fukozés (Fucp), B-D-glukurono rigsties (GlcpA) ir 4-O-metil B-D-glukurono rtgsties (4-O-Me
GlepA) liekany bei ferulino ir kumarino rtigsciy liekany. Tokie skirtumai nulemia labai didelg

Siy polisacharidy jvairove (Ridley, O'Neill et al. 2001).

1.1.1.3. Ramnogalakturonas-I1

Kaip jau buvo minéta, RG-I yra sudarytas i§ pasikartojanciy disacharidy [—4)-a-D-GalpA
a-(1-2)-L-Rhap-(1—], turin¢iy daug Soniniy grandiniy. Ramnogalakturono-II (RG-II) poli-
sacharidas yra ganétinai konservatyvus ir sutinkamas visuose aukStesniuosiuose augaluose, i$
kuriy sieneliy iSskiriamas veikiant fermentais endopoligalakturonazémis. Tai rodo kovalentinius

rysius tarp HGA. RG-II biosintezéje dalyvauja maziausiai 20 glikoziltranfera-ziy. Sio

11



polisacharido  pagrinda  sudaro apie  devynios
(1-4)-glikozidiniais ry$iais.
A
pGalpA w-L-Galp
v
3 2

aGalpA —»2[IRhap 4 +—aFucp 44 [GlcpA
3

3

BApi 2-0-Me aXylp
2
: I ? !
4)-:GalpA-(1,4)-0.GalpA-(1,4)-uGalpA-(1,4)-uGalpA-(1,4)-0GalpA-(1,4)-0GalpA-(1,4)-«GalA~OH
2
t I ? |
BApIf 3
3 +
t Kdo
PRhap 5
OAc 3 B f
«Rhap C

2-0-Me Fucp —» 2 iGalp —» 2 cAcef +—OAc
4

PRhap —» 3 cArap 2 +— «Rhap 2 <« pjAraf

3 pav. Pirminé ramnogalakturono-II strukttira
(Ridley, O'Neill et al. 2001).

a-D-GalpA

liekanos,  sujungtos

Prie GalpA liekany biina

prijungtos keturios vienodo
ilgio, heteropolimerinés Soni-

nés grandinés. Siose Soninése

grandinése  aptinkama  iki
vienuolikos skirtingy cukruy,
iskaitant, apiozg, bei tokiy

junginiy kaip acto ragStis ir
KDO (O'Neill, Warrenfeltz et
al. 1996; Vidal, Doco et al
2000). Nesacharidiné (Soniné
grandiné¢ B) ir oktasacharidiné
(Soniné grandiné A) grandinés
yra keliy

prijungtos  prie

pagrinda sudaranciu GalpA (C2 atomy) ir dvi struktiiriSkai skirtingos polisacharidy grandinés

(Soninés grandinés C ir D) yra jungiamos prie GalpA C3 atomo (3 pav.) (Ridley, O'Neill et al.

2001).

Svarbi RG-II savybé yra ta, jog jis gali dimerizuotis per apiozeés lieckany OH-2 ir OH-3

grupes su boratu sudarydamas esteri (4 pav.) (Kobayashi, Matoh et al. 1996; Ishii, Matsunaga et

al. 1999). In vitro tyrimais jrodyta, jog RG-II dimery susidarymo reakcijos nekatalizuoja jokie

fermentai. Tai savaiminis procesas. RG-

OH coo

coo HO

4 pav. RG-1I dimerizacija
(Ridley, O'Neill et al. 2001).
(R zymi oligogliukozés liekanas)

koncentracija (1

didesnés

koncentracijos

II dimery sudaryma pagreitina dvi- ar
trivalenciy katijony, kuriy spindulys

>1.0 A, buvimas aplinkoje. Maza kalcio

mM) yra maziau

efektyvi nei kity didesniy katijony
(Ishii, Matsunaga et al. 1999). Taciau

boro

mM)

kalcio 1r

(10

rugsties

Zymiai

paspartina RG-II dimerizacija in vitro

12



(Matoh and Kobayashi 1998). Ca** jony vaidmuo dimery susidaryme tiksliai néra istirtas, bet yra
zinoma, jog Sie jonai didina RG-II dimery stabiluma (Fleischer, O'Neill et al. 1999; Kobayashi,
Koike et al. 1999).

RG-II struktiira labiau susidométa suzinojus, jog jis geba suristi sunkiuosius metalus ir turi
net imunomoduliuojanti (imuninj atsaka kei¢iant{) poveikj (Tahiri, Pellerin et al. 2000). Zinant
tai, jog vynuogiy ir kity vaisiy sultyse RG-II randamas dideliais kiekiais (20—150 mg/L) (Doco,

Williams et al. 1997), imta tirti Sio maiste esancio polisacharido jtaka zmogaus sveikatai.

1.1.1.4. Arabinogalaktanai

Kitas pektine aptinkamas polisacharidas — [-(1-4)-D-galaktanas su neredukuota
terminaline arabinoze (z-Ara), prijungta prie paskutinés Gal liekanos O3 atomo — vadinamas

arabinogalaktanu-I (Carpita and Gibeaut 1993). Prie arabino O2 ir O3 atomu gali buti

prijungiamos jvairios Soninés grandinés. Arabinogalaktanu-II vadinamas junginys, sudarytas i$
B-(1-3)- ir B-(1-6)-D-galaktozés liekany, taip pat jeina | pektino sudéti. Antrojo tipo

arabinogalaktanas sutinkamas ir sudétingoje sudétingje proteoglikany Seimoje (Nothnagel 1997).

1.1.1.5. Pektino funkcijos

Akivaizdu, jog augaly lasteliy sienelése esantis pektinas atlieka ne viena funkcija. Néra
paprasta fizines ypatybes priskirti specifinéms pektino tinklo struktiirinéms sritims ir susieti jas
su platesnémis biologinémis ypatybémis lasteliy augime ir vystymesi. Be to, jvairiis papildomi
veiksniai (kalcis, boratas, poliaminas, fenoliniai junginiai) bei oligosacharidy saveika su jais tam
tikrais rySiais per tam tikrus atomus sukuria daugiafunkcing makromolekuling sistema. Pektinas
turi svarbia reikSme celiuliozés mikrofibriliy susirinkimui ir kartu lemia sienelés mechanines
savybes (Chanliaud and Gidley 1999).

Lasteliy sieneliy matrikso pH ir joning jéga nulemia pektino tinklas, kuris atsakingas uz

gelinés matrikso konsistencijos susidaryma bei uZz mechanines ir poringumo savybes. Sios
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savybés turi itakos lasteliy tarplastelinéms jungtims ir hidratacijos laipsniui, taip pat judéjimui ir
lasteliy sieneliy matriksa modifikuojanciy baltymy pri¢jimui. Néra iStirti mechanizmai,
reguliuojantys specifiSka makromolekuliy judéjima per pirming lasteliy sienelg. Pektino tinklas
tarpinéje ploksteléje turi svarbia reikSmg tarplastelinéje adhezijoje: tarpinés plokstelés pektinas
jungiasi su pektinu, esanciu pirminiy lasteliy sieneliy viduje. Vystantis augalui, Sity sasaju
jungtys kontroliuotai iSardomos, susidaro parenchiminiai audiniai. Be to, HGA veikia kaip
signaly perdavéjas tarp oligosacharidy, kurie svarbiis koordinuojant augalo vystymasi ir
palaikant apsaugines funkcijas (Willats, McCartney et al. 2001).

Specifinés augaly vystymosi metu vykstan¢ios modifikacijos — Saknies Salmelio lasteliy
diferenciacija, sieneliy pabrinkimas ir minkStéjimas nokstant vaisiams, lasteliy atsiskyrimas
nukrentant lapams ar vaisiams, savaiminis ank$¢iy atsidarymas joms subrendus (Wen, Zhu et al.

1999) — yra tiesiogiai susijusios su pektino tinklu.

Daznai keliami klausimai yra susij¢ su polisacharidy tipais (ypatingai pektinu), ju
paplitimu augaly ruSyse, organuose, audiniuose ir ju konkrety iSsidéstyma lasteliu sienelése.
Daugeliu tyrimy patvirtinta, jog HGA, RG-I ir RG-II ieina | pirminiy augaly lasteliy sudéti
(Albersheim, Darvill et al. 1996). Taciau visgi Siy polisacharidy bei ju modifikuoty formy
uzimama vieta sienel¢je tiksliai néra Zinoma. Atliekant augaly lasteliy sieneliy polisacharidy
analizg, homogenizuojant organus, kazkuri dalis polisacharidy yra prarandama. Vienas i$
efektyviausiy buidy tirti pekting jo fiziologiniame ir vystymosi kontekstuose yra antikiiny pektino

polisacharidams naudojimas (Willats, McCartney et al. 2001).

Geriausiai struktiiriSkai ir funkciskai istirtas pektino polisacharidas yra HGA, kuris
nulemia gelio susiformavima, dalyvaujant kalciui. Sis gelio susiformavimas yra svarbus sieneliy
vientisumo palaikymui ir viduje, ir tarp lasteliy sluoksniy, ir tarpiné€je ploksteléje. Nors daugeliu
atveju kalcis yra reikalingas ir paties pektino tinklo suformavimui per skersines jungtis (Willats,

McCartney et al. 2001).

HGA gebé¢jimas suformuoti geli ir suteikti augaly sieneléms standumo daugiausiai yra
reguliuojamas pektino metilesteraziy (PMEs). Nors néra daug zinoma apie HGA biosintezg,
taCiau manoma, jog jos metu Sie fermentai nulemia skirtingo laipsnio HGA metilesterifikacija.
PMEs pasalina metilo grupes nuo HGA, laisvos karboksigrupés gali saveikauti su kitomis HGA
grandinémis ir per kalcio atomus suformuoti skersines jungtis. Atrodo, jog HGA deesterifikacija
yra kompleksiSkai reguliuojamas procesas, kuris vyksta nevienodai skirtinguose audiniuose ir

lasteliy sienelése (Liberman, Mutaftschiev et al. 1999). Pirmieji HGA metilesterifikacijos
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pakitimai buvo nustatyti naudojant monokloninius antikiinus (Knox 1997; Willats, Limberg et al.

2000a).

Reikty paminéti, jog nepaisant svarbaus vaidmens lastelés fiziologijoje ir vystymesi,
pektinas atlieka ir apsauging funkcija prie§ augaly patogenus, kurie turi skirtingo specifiSkumo
pektinazes. Pektino tinklas yra pagrindinis bakteriniy ir grybiniy fermenty taikinys, ir pekting
degraduojantys fermentai gali biiti virulentiSkuma nulemiantys veiksniai (Rogers, Kim et al.
2000). Pektina sudaranciy polisacharidy struktiiros sudétingumas gali turéti itakos apsaugant
Siuos junginius nuo degradacijos. Be to, degradacijos metu atpalaiduojami oligosacharidai gali
veikti kaip signalinés molekulés gynybiniame atsake. Skaidant HGA, susidarantys
oligogalakturonidai veikia kaip endogeniniai veiksniai, indukuojantys geny, koduojanciy
proteinaziy inhibitorius, su patogeneze susijusius baltymus arba fermentus (pavyzdziui,
fitoaleksinus), ekspresija. Neéra daug Zzinoma apie transdukcijos kelius bei efektyviausia
oligogalaturonidy ilgj, varijuojantj tarp signaliniy sistemy. Siy sistemy biologija yra sudétinga, ir
tam tikrais atvejais oligogalakturonidai gali veikti kaip endogeniniai augalo gynybinio atsako

slopikliai (Simpson, Ashford et al. 1998).

1.2. Pektinoliziniai fermentai

Pekting ardantys fermentai, trumpiau vadinami pektinazémis, klasifikuojami pagal tris
kriterijus: a) specifiSkuma tam tikram polisacharidui (substratui) arba keliems; b) substrato

grandinés skélimo reakcijos mechanizma; ¢) skélimo vieta substrato grandinéje.

Pagal substrato grandinés skélimo reakcijos mechanizmus i$skiriamos dvi didelés Siy

fermenty grupés:

o Metilesterazés (polimetilgalakturonato (pektino) hidrolazés), kurios nuo substrato
atskelia metilo grupes. Sios deesterinimo reakcijos metu susidaro pektatai ir metanolis.
Metilesterazés yra aptinkamos augaluose, augaly patogeninése bakterijose ir grybuose

(Yadav, Singh et al. 2009).

o Antraja grupe sudaro depolimerazés (hidrolazés ir liazés), kurios skelia pagrinding

pektininio polisacharido granding.
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- Hidrolazés katalizuoja reakcijas, kuriy metu vyksta polisacharido a-(1-4)-

glikozidiniy ry$iy hidrolizinis skélimas.

- Liaziy katalizuojamy reakciju metu, paSalinant chemines grupes, susidaro
dvigubas rySys. Pavyzdziui, pektato liazé skelia a-(1-4)-glikozidini rysi tarp
GalpA molekuliy B-eliminacijos buidu, ir susidaro oligogalakturonidas, tarp

paskutinés GalA 4 ir 5 anglies atomy turintis dviguba rysi.

Depolimerazés taip pat skirstomos pagal skélimo vietq polisacharido grandinéje (endo- ir

egzo-) bei pagal specifiskumq substratui:

o Hidrolazés: PMG — polimetilgalakturonato (pektino), PG — poligalakturonato (pektato).
PGs yra placiai paplitusios grybuose, bakterijose ir daugelyje mieliagrybiy. Jos taip pat
aptinkamos auksStesniuosiuose augaluose ir keliuose augalus parazituojanciuose

nematoduose (Yadav, Singh et al. 2009);

o Liazés: PGML (PNL) — polimetilgalakturonato (pektino), PGL (PL) — poli-
galakturonato (pektato). PL daZniausiai yra produkuojamos alkalofiliniy (pH 8-10)
bakteriju (Bacillus, Erwinia, Pseudomonas ir Streptomyces gentys) ir keleto maista
gadinan¢iy gryby gen¢iy, bei yra labai priklausomos nuo Ca”*" (Whitaker 1991). Yra
zinoma keletas pirmuoniy, produkuojanciy Siuos fermentus. PNL daugiausiai yra
sintetinamos grybuy (iSskirtos i§ Aspergillus niger, Aspergillus oryzae ir Glomerella
cingulata (Yadav, Singh et al. 2009)). Kaip jau buvo minéta, pektato liazéms kalcis yra
reikalingas skaidant GalpA, o tuo tarpu pektino liazés ardo pekting ir nesant aplinkoje
Ca®" jony (Soriano, Diaz et al. 2005). Reikty paminéti, jog, pavyzdZiui, Erwinia
chrysanthemi pektato liaziy poreikis kalcio jonams Siek tiek priklauso ir nuo terpés pH.
Optimali Ca®" koncentracija, kai pH 7.8 ir 8.5, yra 0,1 mM, o 0,025 mM koncentracija
didZiausia aktyvuma lemia esant pH 9.2 (Tardy, Nasser et al. 1997).

1.2.1. Eukarioty pektinoliziniai fermentai

Pekting degraduojantys fermentai aptinkami eukariotiniuose mikroorganizmuose, kuriy
gyvenamojoje aplinkoje yra pektininés medziagos ir ji Siy mikroorganizmy metabolizme

naudojama kaip anglies Saltinis. DaZniausiai tai fitopatogeniniai arba simbiozé¢je su augalais
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gyvenantys grybiniai mikroorganizmai. Literatiiroje minimos Sios ruSys: Aspergillus niger,
Aspergillus clavatus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus (Yadav,
Singh et al. 2009), Aspergillus nidulans (Zhao, Yuan et al. 2007), Chondrostereum purpureum,
Claviceps purpurea, Colletotrichum gloeosporioides (http://pec.biodbs.info/listofMicroorganism
s.html), Colletotrichum glocosporioides (Wattad, Dinoor et al. 1994), Fusarium moniliformae
(Rao, Kembhavi et al. 1996), Fusarium solani f. sp. pisi (Crawford and Kolattukudy 1987),
Kluyveromyces wickerhamii (Yoshitake, Numata et al. 1994), Neosartorya fischeri (Yadav,
Singh et al. 2009), Penicillium griseoroseum (Minussi, Baracat-Pereira et al. 1997), Penicillium
italicum, Penicillium veridicatum (Alana, Alkorta et al. 1990), Penicillium griseoroseum,
Penicillium occitanis (Yadav, Singh et al. 2009), Trichoderma reesei (Olsson, Christensen et al.
2003).

Augalai taip pat produkuoja pektinolizinius fermentus, kurie svarbiis vystymesi
(pavyzdZiui, vaisiy minkStéjimas jiems nokstant, augalo lapy numetimas pries§ ramybés laikotarpi
ir pan. (Wen, Zhu et al. 1999). ApraSyti pektinoliziniu aktyvumu pasizymintys augalai:
bananmedis Musa acuminata (Payasi, Misra et al. 2006), puikioji gvaizdiiné¢ Zinnia elegans
(Domingo, Roberts et al. 1998), kiviai (kininés aktinidijos) Actinidia chinensis, baltaziedis
vairesnis Arabidopsis thaliana, paprastasis arunkas Aruncus dioicus, pupinis kekeras Botrytis
fabae, miskiné strugé Brachypodium sylvaticum, daugelis bastutiniy Brassicaceae Seimos augaly
rusiy, vienmete paprika Capsicum annuum, papaja Carica papaya, amerikinis kastainis Castanea
dentata, kininis svarainis Chaenomeles speciosa, gausialapé povingé¢ Chamaebatia foliolosa,
s¢jamasis avinzirnis Cicer arietinum, laimas Cirtus aurantifolia, citrinmedis Citrus sp.,
vienapiesté gudobelé¢ Crataegus monogyna, kriptomerjos Cryptomeria sp., paprastasis melionas

Cucumis melo ir daugelis kity (http://pec.biodbs.info/listofMicroorganisms.html).

1.2.2. Bakterijy pektinoliziniai fermentai

Pirma karta pektinolizinis aktyvumas buvo nustatytas 1962 metais Erwinia carotovora ir
Bacillus polymyxa bakterijose (Starr and Moran 1962). Pekting degraduojancius fermentus
sintetinancios bakterijos iSskiriamos i§ dirvoZzemio, vandens telkiniy, augaly, aptinkami kai kuriy

zuvy virskinamajame trake, atrajotojy skrandyje bei Zmoniy Zarnyne.
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Literatiiroje apraSytos mezofiliniy bakterijy ruSys, pasizymincios pektinoliziniu aktyvumu:
Amycolata sp. (Bruhlmann 1995), Azospirilium irankense (Bekri, Desair et al. 1999), Bacillus
alcalophillus (Zhai, Cao et al. 2003), Bacillus licheniformis (Berensmeier, Singh et al. 2004),
Bacillus polymyxa (Starr and Moran 1962), Bacillus pumilus (Klug-Santner, Schnitzhofer et al.
2006), Bacillus subtilis (Nasser, Chalet et al. 1990), Cytophaga johansonae (Liao and Wells
1986), Clostridium cellulovorans (Tamaru and Doi 2001), Clostridium multifermentas
(Macmillan and Vaughn 1964), Clostridium stercorarium (Si Si, Kikuta et al. 2006), Erwinia
aroideae, Erwinia attroseptica (Quantick ir kt., 1983), Erwinia carotovora (Starr and Moran
1962), Erwinia chrysanthemi (Van Gijsegem 1986), Erwinia rubrifaciens (Gardner and Kado
1976), Yersinia enterocolitica (Chatterjee, Buchanan et al. 1979), Klebsiella oxytoca (Walker
and Pemberton 1987), Pseudomonas cellulosa (Brown, Mallen et al. 2001), Pseudomonas
fluorescens (Zucker and Hankin 1970), Pseudomonas marginalis, Pseudomonas syringae (Liao,
Fett et al. 2006), Pseudomonas viridiflava (Liao, Hung et al. 1988), Streptomyces fradiae,
Streptomyces nitrosporeus (Sato and Kaji 1975), Treponema pectinovorum (Walker and Ryan

2003), Xanthomonas compestris (Nasuno and Starr 1967)

Nepaisant didelio susidoméjimo mikroorganizmy pritaikymu pektino degradacijoje,
ganétinai mazas démesys iki Siol buvo skirtas termofiliniy bakteriju pektinoliziniams
fermentams, kurie yra daug stabilesni negu mezofiliniai (Antranikian, Konings et al. 1996).
Taciau yra zinoma ir mezofiliniy bakteriju, kuriy fermentai néra jautriis aukstai temperatiirai,
prieSingai, pasizymi didesniu aktyvumu aukstesnéje temperatiiroje (I lentelé). Termofiliniy
bakteriju bei ju produkuojamu pekting degraduojanciy fermenty tam tikros ypatybés iSsamiau
aptartos 2 lenteléje.
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1 lentelé. Mezofilinés bakterijos bei ju produkuojami termostabiliis pektinoliziniai fermentai.

MM,

Substratas —

Opt. T,

Kitos

Bakterija Fermentas kDa R-jos produktai oC Opt. pH | Kofaktoriai / Inhibitoriai ypatybés Literatira
Amycolata sp. frlfgf;?fgelme 31 E?}‘gti:it:r’o‘fd;e“’tﬁs di | 79 1025 | Kof. Ca* (min. konc. 0,2 mM) ND (Bruhlmann 1995)
Bacillus Trys 54,7.0 Db 2 2 2 2+ (Dosanjh and
ekstralastelinés ND PGA, Pektinas 60 77| Kof. Mg™', Ca®", Zn“", Co™" ir Mn ND
GK-8 cazopektinazes 10.4 Hoondal 1996)
. 2+ 2 Q.2+ (Kobayashi,
ﬁ‘éﬂ{‘l‘;“" Pektato liazé 33 PGA 60-65 | 10.5 ﬁ‘}’f Fceih » Mn™, 5t EC4.222 | Hatadaetal
) 1999a)
Bacillus sp. . PGA — 4,5-nesotiis (Kobayashi, Koike
KSM-P15 Pektato liazé 20 oligogalakturonidai 50-55 10.5 Kof. 0,6 mM Ca EC4.2.2.2 et al. 1999)
Bacillus sp. - (Hatada, Higaki et
KSM-P103 Pektato liazé 33 PGA 60-65 10.5 Kof. 0,2 mM CacCl, ND al. 1999)
Bacillus sp. . . o Kof. Ca** (Soriano, Blanco
BP-23 Pektato liazé 25 PGA, pektinas (89 %) 50 10 Inh. Ba2" ND et al. 2000)
. . Kashyap
Bacillus sp. Ekstralasteliné . Kof. 100 mM CaCl, ( ’
DT-7 pektino liazé 106 Pektinas 60 8.0 Inh. HgCl,, EDTA, FeCly ND %‘gg)dra ctal.
Bacillus sp. . . (Kapoor, Beg et al.
MG-cp-2 Poligalakturonazé | ND PGA 60 10 ND ND 2001)
(Sukhumsiirchart,
Bacillus sp. RNI | Pektato liazé 33 PGA 90 10.0 Kof. 0,5 mM Ca** ND Kawanishi et al.
2009)
Bacillus Kof. Ca”": be CaCl, — 100 %, (Zhai, Cao et al
alcalophillus Pektato liazé 35 PGA, Pektinas 45 9-10 0,2 mM — 571 % aktyvumas. ND 2003)’ '
NTT33 Inh. Ba™" ir Mn®"
] 0,
. . Ekstralasteliné PGA,_p ektinas (68 %) — Kof. Ca** (Dave and Vaughn
Bacillus pumilus . ND nesotis 60 8.0-8.5 EYRP ND
endoliazé . o Inh. Cu™", Co 1971)
oligogalakturonidai
. . Pektinas (29,5 %), PGA — L &no . (Klug-Santner,
B. pumilus BK2 Ekstra}lqgtellne 37,3+4,8 | nesocios tetragalakturono 70 8.5 Inh.: 502? - 0,09 mM EDTA’ 0,38 EC4.2.22 Schnitzhofer et al.
endoliazé . mM Co™"; 2,8 mM Zn 2006)
Bacillus subtilis . PGA, pektinas — Kof. 2.0 mM Ca’" = 1 mM Hg™"; (Soriano, Diaz et
168 Pektato endoliaze {23 oligogalakturony misinys | 10.0 Inh. EDTA ND al. 2006)
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B. subtilis . PGA — 4,5 nesocios di-, (Zhuge, Du et al.
WSHB04-02 Pektato liazé 44 tri-galakturonor. >0 o4 ND ND 2007)
Clostridium . . Kof. 0,05 mM Ca*"; (Si Si, Kikuta et al.
stercorarium Pektato liazé ND PGA, pektinas 60 7.0 Inh. 0.2 mM EDTA ND 2006)
P PelA | 425 , 55 8.5 Kof. 0,1 mM Ca’";
Erwinia lS) PelB 395 PGA, gektlna.sk.—; K 60 93 Inh.: - 1 mM dauguma dvivalenciy
chrysanthemi 2 8 - o cimeri Ikt dekamery katijony (Ba®, Co*’, Zn>', Mn*"); (Tardy, Nasser et
= 8 | PelC 39,5 (PelA); 60 9.2 . ikatechinas ir salicil ND
3937 = . . (PelB. PelC): 0,2 mM epikatechinas ir salicilo al. 1997)
7 [peaD |42 e, (belp: PeIC: 50 8.8 r;
55| PelE 42.5 - dimerai (PelE) 50 3.0 ->0,5-1 g/L substrato konc.
Xanthomonas by ot liaze 35 PGA 6590 | 8.5 Kof. 0,5 mM CaCl, ND (Xiao, Bergeron et
campestris al. 2008)
2 lentelé. Termofilinés bakterijos bei ju produkuojami termostabiliis pektinoliziniai fermentai.
.. Substratas — Opt. T, . . cper e . . . . _
Bakterija Fermentas MM, kDa R-jos produktai oC Opt. pH | Kofaktoriai / Inhibitoriai Kitos ypatybés Literatura
PGA Kof. 1 mM CacCl,
Bacillus sp. Pektino ir pektato | 28, 42, 56 50 2.0.10.0 Inh. 3 mM EDTA ND (Soriano, Diaz et
BP-7 liazés ir 63 Pekti 77 | Kof. 2 mM Ca** (nebiitini); al. 2005)
cxtmas 3 mM EDTA neinhibuoja
. Hatada
Bacillus sp. . PGA, Pektinas Kof. CaCl,; ( >
P-4-N Pektato liaze 33 (esterifikacija 31 ir > %) 70 1.5 Inh. 1 mM EDTA ND 2K(§)(§) la )y ashi et al.
Bacillus s Kof. 0.5-1 mM Ca™; E:Ftrzi(ag(’)(l)\(lﬁl?:ﬁ;v:
p- Endoliazé 50 PGA, Protopektinas 70 8.0 Inh. 100 mM EDTA, Ag%, EC4.2.2.1 o ’
TS 47 ot . ot Nakaniwa et al.
Ba® ir Zn
2001)
Bacillus PGA — 4,5 nesotls (Berensmeier
licheniformis Pektato liazé 33,4 . > . 65 8.5 Kof. 0,6 mM Ca® ND . >
14A trigalakturonatai Singh et al. 2004)
Geobacillus - .
stearothermo- Ekstra}lqstellne 24 Pektinas 70 9.0 ND ND (Karbassi and
) endoliazé Vaughn 1980)
philus
Clostridium Pektino liaze, ND Poligalakturono r. — 60 5.5 ND ND (Spinnler, Lavigne
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thermocellum Galakturonazé actor.; et al. 1986)
ATCC 27 405 Pektinas — metanolis ir
actor.
Clostridium (Wiegel,
thermohydrosulfu | ND ND Pektinas 70 ND ND ND Ljungdahl et al.
-ricum 1979)
Closiridium Poligalakturonato
thermosulfiuro- hldrglaze ir liaze, 32 PGA, Pektinas 70-75 55.6.5 ND EC3.2.1.151r EC (Shink and Zeikus
pektino 3.1.1.11 1983)
genes metilesterazé
Paenibacillus sp. | Pektino ir pektato | 25, 32, 38, . (Soriano, Diaz et
BP.23 liazés 44ir 53 Pektinas, PGA 65 10.0 Kof. 0,5 mM CaCl, ND al. 2005)
Pseudomonas 1 poyato tiaze 68,5 PGA 62 10.0 Kof. 2.0-4.0 mM Ca ND (Brown, Mallen et
cellulosa al. 2001)
Streptomyces " C (Miyairi,
thermocarboxydu | Pektato endoliaze | 28 — 4,5 nesotios di- ir tri- 50 9.0 Kof. 0,6 mM Ca*" ND Ogasawara et al.
galakturonor.
N 2004)
Streptomyces L
thermovulgaris | Pektato liazé ND PGA, Pektinas 55 7.6 ND ND (Niranjan and
Dhala 1981)
CR42
Liazé-a 135 Kt. substratai:
Thermoanaero- PGA — mono-, di- ir tri- Kof. 1 mM CaCl,; Mn*" ; ksilanas (7(.)-75 C), | (Kozianowski,
bacter italicus Liazé-b 2 subvnt. - | oajaturonatai 80 90 Inh. 1 mM EDTA krakmolas ir Canganclla et al.
1aze- 93 ir 158 ' glikogenas (80-85 1997)
OC)
Thermomonospo- Ezilég alakturonato 2 EC4.22.2,EC (Stutzenberger
. Y . 56 PGA, Pektinas 60 10.45 Kof. Ca*" 3.1.1.111ir
ra fusca pektinesterazé, 1987)
. ) EC 3.2.1.15
poligalakturonazé
- 152 (tetra-) Kof. Ca** (opt.konc. 0,6 (Kluskens, van
; };erj;’l”;fg“ Eé‘ﬁ:;??ﬁle?e 40 (mono- | PGA, Pektinas 90 9.0 mM): 200 mM NaCl: ND Alebeek et al.
p meras) Inh. EGTA 2003)
. (Kluskens, van
Thermotoga Egzopoligalakturo 5, PGA 80 6.4 i EC 3.2.1.67 Alebeek et al.
maritima naze 2005)

*Lenteliy santrumpos: Inh. — Inhibitorius; Kof. — Kofaktorius; Konc. — koncentracija; Kt. — kitas; ND — néra duomeny; Opt
temperatiira; R. — riigstis; Subvnt. — subvienetas.

. pH — optimalus pH; Opt. T. — optimali
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Apibendrinant I ir 2 lentelése pateiktus duomenis, galima teigti, jog bakteriniy pektinaziy
molekuliné masé yra nuo 20 iki 100 kDa. Optimalus pH svyruoja nuo rtigstinio iki stipriai
Sarminio (pH 5.5-11.5). Termostabiliy pektinaziy aktyvumui optimali temperatiira dazniausiai
varijuoja nuo 50 iki net 90 °C. Kaip substratus Sie fermentai gali naudoti tick PGA, tiek

esterintus pektinus, bet maksimalus afiniskumas stebimas vidutiniskai esterintiems pektinams.

1.2.3. Pektinoliziniy fermenty nomenklatiira

Literattiroje daZnai sutinkami darbiniai (trivialieji) fermenty pavadinimai, kurie sudaromi
prie substrato ar katalizuojamos reakcijos pavadinimo pridedant galing —azé (pavyzdziui,
alkoholdehidrogenazé, DNR polimerazé). Taciau vis daugéjant moksliniy duomeny (tame tarpe
ir fermenty skaiciui) del netikslaus fermenty skirstymo ir jvardijimo kildavo vis daugiau
nesusipratimy. Pavyzdziui, daugeliu atveju tie patys fermentai atskiry tyréju grupiy buvo
tvardijami skirtingais pavadinimais arba, prieSingai, tas pats pavadinimas biidavo duodamas
skirtingiems fermentams. Taip pat daugelis fermenty pavadinimy neteiké jokios informacijos
apie katalizuojama reakcija ar veikiama substrata. Ne iSimtis buvo ir pektinazés. Pirma karta §i
problema buvo aptarta 1955 metais Trec¢iajame Biochemijos Kongrese Briuselyje. IUB, dabar
IUBMB, paskyré Tarptauting Komisija, atsakinga uz fermenty nomenklatiiros sudaryma.
Naujausias SeStasis Enzyme Nomenclature leidimas iSleistas 1992 metais, dar papildytas 1993,

1994, 1995 ir 1997 metais (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/).

IUBMB sukurtoje fermenty nomenklattiros sistemoje kiekvienas fermentas yra Zymimas
keturiy skai¢iy sekos EC (angl. Enzyme Commission) numeriu. Fermento katalizuojamos
reakcijos mechanizma nusako pirmasis skai€ius, kuriy 1§ viso yra §esi, t.y., fermentai suskirstyti i
SeSias pagrindines klases: EC 1. Oksidoreduktazes; EC 2. Transferazés; EC 3. Hidrolazés; EC 4.

Liazes; EC 5. Izomerazés; EC 6. Ligazes.

CAZy duomeny bazé pateikia susieta su [IUBMB nomenklatiira fermenty, naudojanciy
angliavandenius kaip substratus. Pektinoliziniai fermentai priskiriami treciajai ir ketvirtajai
klaséms. Detalesné  pagrindiniy  fermenty  nomenklatira  pateikiama  Zemiau

(http://www.cazy.org/):
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EC 3. Hidrolazés (skaido substratus hidrolizés mechanizmu)
EC3.1. Atakuoja substraty esterinius rysius
EC 3.1.1. Karboksilesteriy hidrolazés
Pavyzdziui, EC 3.1.1.6.  Acetilesteraze
EC 3.1.1.11. Pektinmetilesterazé
EC3.2. Glikozilazés
EC3.2.1. Glikozidazés, hidrolizuojancios O- ir S-glikozidinius rySius
Pavyzdziui, EC 3.2.1.15 Endopoligalakturonaze
EC3.2.1.40 o-L-ramnozidazé
EC 3.2.1.67 Egzopoligalakturonaze
EC 3.2.1.82 Egzopoli-a-galakturonozidaze
EC 4. Liazés (vykdo nehidrolizini grupiy prijungima/skélima prie/nuo substraty)
EC4.2. C-O rysio liazeés
EC4.2.2. Veikiancios polisacharidus
Pavyzdziui, EC 4.2.2.2  Endopoligalakturonato (pektato) liazé
EC4.2.2.6 Oligogalakturonato liazé
EC4.2.2.9. Egzopoligalakturonato (pektato) liazé
EC 4.2.2.10. Polimetilgalakturonato (pektino) liazé

1.3. Pektinoliziniai fermentai biotechnologijoje

Pektinoliziniy fermenty tyrimai prasidéjo 1930 metais. Po keliy deSimtmeciy buvo iSsa-
miau iStirta augaly lasteliy sieneliy sudétis, ir taikant Sias zinias, pektinazes pradétos naudoti pra-
moneje (Kashyap, Vohra et al. 2001). 1995 metais Jungtinése Amerikos Valstijose buvo
apskaiciuota, jog visy pramoniniy fermenty pardavimy verté siek¢ 1 milijarda JAV doleriy, i$
kuriy 75 milijonais buvo jvertintos pektinazés (Godfrey and West 1996), ir kurios iki Siol yra

vieni perspektyviausiy komercinio sektoriaus fermenty.

Augaly audiniy lasteliy sieneles ardantys fermentai labai placiai naudojami jvairiose

pramones Sakose.
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Suléiy gamyboje dazniausiai naudojamos pektinazés, kuriy aktyvumas yra didziausias
rigstinéje terpéje. Jos iSgaunamos i§ Aspergillus niger. Sie fermentai naudojami visy pirma dél

to, jog padidinama zaliavos verté, gaunama didesné produkty iSeiga.

Pavyzdziui, spaudziant sultis i§ zaliy, termiSkai neapdoroty obuoliy, juose licka daug
netirpios pektininés medziagos, ir tai lemia suléiy klampuma, susidrumstima. Vaisiaus
minkstime teigiama kruvi turintys baltymai yra apsupami neigiamai ikrauty pektino molekuliy.
Tokie susidar¢ baltymy-pektino kompleksai stumia vienas kita. Pektinazés, skaidydamos
pekting, mazina elektrostatini pasiprieSinima tarp susidariusiy daleliy, ir privercia agreguoti i

didesnes nuosédas, kurios véliau lengvai pasalinamos filtruojant.

Pektinazés, galinCios depolimerizuoti esterifikuota pekting, yra ne vieninteliai fermentai,
naudojami sul¢iy iSgavimui. Yra Zinoma, jog naudojant minétus fermentus kartu su
celiuliazémis, iSeiga padidéja net iki 100 %. Kitas veiksnys, lemiantis sul¢iy drumstuma, yra
krakmolas, kurio neprinoke¢ obuoliai turi iki 15 %. Jis suardomas naudojant amilazes (tiksliau,

amilogliukozidazes) ir pridedant pektinaziy.

IS mechaniskai susmulkinty vaisiy taip pat gaminamos tyrelés, nektarai. Po atskiedimo
vandeniu, cukraus bei citrinos riigSties prid¢jimo vaisiaus minkstimo dalelés yra linkusios nusésti
ir sudaryti atskirag sluoksni. Tac¢iau svarbiausias Siy produkty kokybe patvirtinantis veiksnys yra
bitent konsistencijos vienalytiSkumas. Kai kuriy kompanijy sitilomi fermentai, turintys aukstus
PG ir PL, bei celiuliazés ir hemiceliuliazés aktyvumus, sumazina produkto klampuma, islaiko ji

tolyguy ir teigiamai veikia produkto koncentravima.

Pektinazés ypatingai sudomino sidro bei raudonojo vyno gamintojus d¢l to, jog naudojant

Siuos fermentus 1§ vaisiy gaunamos aukstos kokybés bei sodrios spalvos sultys.

Ir visgi butina paminéti, jog sulciy pramonéje fermentai placiai naudojami ne tik dél gau-
namos didesnés produkty iSeigos. Kiti iy fermenty teigiami aspektai yra trumpesnis gamybos
laikas, maZesnis kasty (maziau irangos, maziau darbo jégos) eikvojimas. Taip pat gaunama di-
desné produkty ivairové, o to paties proceso metu gali buti apdirbami skirtingy rii§iy vaisiai
(Kashyap, Vohra et al. 2001).

Kavos ir arbatos gamyba. Pektinoliziniai fermentai naudojami siekiant paSalinti nuo
kavos pupeliy likusius augalinius audinius, kurie didZigja dalimi sudaryti i§ pektininiy medZziagy.
I fermentinio preparato sudétj taip pat jeina celiuliazés ir hemiceliuliazés. Skiestas komercinis

fermentinis preparatas yra pridedamas ant pupeliy (2-10 g tonai pupeliy), palaikant 15-20 °C
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reakcijos temperatiira. Kavos pupeliy apdirbime fermentacijos procesas, naudojant fermentus,
sutrumpeja nuo 40-80 iki 20 valandy. Bet visgi tai brangiai atsieinantis procesas, todel kaip

pektinaziy Saltinis dazniausiai yra naudojamos atliekinés augalinés gleivés (Godfrey 1985).

Arbatos fermentacija daznai pagreitinama déka grybiniy pektinaziy, taCiau reikia tiksliai
parinkti fermenty kieki, jog nebiity pazeisti arbatos lapeliai. Pektinaziy naudojimas taip pat

padidina puty formavimasi greitai paruo$iamose, tirpiose arbatose.

Augalinio aliejaus gamyba. Aliejus i§ rapsuy sékly, rieSuty gemaly, saulégrazy ir
alyvuogiy tradiciSkai yra iSgaunamas naudojant organinius tirpiklius, pavyzdZiui, tirpikli
heksana, kuris pasiZymi potencialiu kancerogeniniu poveikiu. Pektinazés, ardancios augaliniy
lasteliy sieneliy struktiirinius komponentus, pridedamos mechaniSkai smulkinant aliejingus
augalus, todeél aliejus i$ lasteliy iSeina dar separacijos proceso metu. Toks fermentinis augaly
apdirbimas vandeninéje terpéje, nenaudojant jokiy cheminiy medziagy, duoda didesng

ekologiSkesnio produkto gamybos iSeiga (West 1996).

Fermento preparatas, iSgaunamas 1S Aspergillus aculeatus, pasizymi pektinoliziniu,
hemiceliuliaziniu ir celiuliaziniu aktyvumais. Buvo parodyta, jog Sio preparato poveikis léme

didesng aliejaus gavybos iSeiga ir ilgesni realizacijos laika.

Tekstilés pramoné. Bakterinés (Bacillus, Clostridium geniy) ir grybinés (Aspergillus,
Penicillium gen¢iy) Sarminés pektinazés yra naudojamos augaly (kanapés, pluostinés bemerijos,
kokoso palmés ir kt.) Zieves pektino ardymui, augalinio pluosto skaiduly atskyrimui, ju lipnumo

ir glitumo pasalinimui (Bruhlmann, Kim et al. 1994).

IS pluostinés bemerijos yra gaunama natiirali geros kokybés tekstilé. Taciau nuzievinti $io
augalo pluostai turi savyje 20-35 % saky, kurie daugiausia sudaryti 1§ pektino ir hemiceliulozeés,
ir kuriuos butina pasalinti. Klasikiniame saky paSalinimo procese yra naudojamas karstas Sarmi-
nis tirpalas (12-20 % NaOH) (Cao, Zheng et al. 1992). Negana to, jog Siam procesui
sunaudojama daug energijos, jo metu taip pat yra terSiama aplinka. Sias problemas galéty

18spresti mikroorganizmy naudojimas.

Popieriaus gamyba. Medienos plausy masés balinimas veikiant Sarmais ir peroksidu
tirpina polisacharidus, kurie daznai uzkemsa filtravimo sistema (Holbom, Ekman et al. 1991;
Horn and Linhart 1996). Buidingiausi polisacharidai yra pektinai ir PGA. Didelio polimerizacijos
laipsnio PGA yra linkusios sudaryti su katijonais kompleksus (Thornton, Ekman et al. 1994).
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Dalyvaujant pektinazéms, PGA polimerai yra suskaidomi ir pektino tirpale bei filtrate balinimo

metu yra sumazinamas susidariusiy agregaty kiekis (Reid and Ricard 2000).

Bacillus sp. ir Erwinia carotovora Sarminés pektinazés naudojamos Edgeworthia
chrysantha (zinomo kaip popieriaus medis) plausy skaidymui (Tanabe, Yoshihara et al. 1987).
Sie plausai toliau yra naudojami japonisko popieriaus gamyboje. Augalo audiniy apdirbimo
bakterijomis laipsnis buvo aukstesnis, lyginant su tradiciniais apdirbimo metodais. Popieriaus
lapai, paruosti i§ $iy mikroorganizmy skaidytuy plausy, gaunami vienodi bei lygis (Horikoshi

1990).

Nuoteky valymas. [ vaisius apdirban¢iy pramonés jmoniy nuotekas yra iSmetama daug
pektininiy medZiagy. 1987 metais pirma karta Tanabe vadovaujama mokslininky grupé iSbandeé
nauja efektyvy nuoteky valymo biida, naudojant alkalofilini mikroorganizma, iSskirta 1§
dirvozemio — Bacillus sp. (GIR 621). Si bakterija gamina ekstralasteling pektato endoliaze,
aktyvia Sarminéje aplinkoje (pH 10.0).

Gyviny édalo gamyba. Pektinazés jeina | sudét] fermenty misinio, dedamo 1 gyviny
maista. Déka fermenty poveikio yra sumazinamas maisto kietumas, maistingosios medzZiagos
iSlaisvinamos hidrolizuojant biodegraduojancias skaidulas, dé¢l to padidéja maistinguju medziagy

absorbcija, taipogi sumazinamas fekaliju kiekis (http://pec.biodbs.info/ Applications.htm).
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2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

2.14.

2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

Medziagos baltymy tyrimams. Akrilamidas, N,N-metilenbisakrilamidas, TEMED
[Bio-Rad, JAV]; Triton X-100 [Ferak, Vokictija]; PageBlue Protein Staining Solution, Prestained
Protein Molecular Weight Marker, Unstained Protein Molecular Weight Marker
[Thermo  Fisher Scientific, Lietuval; 95 % Etanolis [Vimiaus degtiné, Lietuva]; 2-izopropanolis,
3,5-dinitrosalicilo riigstis, ortofosforo riigStis [Merck, Vokietija]; PGA [4lfa Aesar, Vokietija];
Sacharozé [Peaxun, Rusija]; Bromfenolio mélynasis, Kumasi mélynasis G-250 [Bio-Rad, JAV];
CaCly; Ruthenium red [4ppiiChem, Vokictija]; Amonio sulfatas, APS, Glicinas, Natrio-kalio
tartratas, Nay;SOj;, SDS [rom, Vokietija]; Galakturono riigstis, Jaucio albuminas, Pektinas
[Sigma-Aldrich, Vokietija];, INatrio Sarmas [Lachema, Cekija]; Dializés maiSeliai [Spectrum Laboratories, JAVI;

Merkaptoetanolis [Fekar, Vokietija].

Komerciniai rinkiniai. DNA Extraction Kit, Genomic DNA Purification Kit,
InsTAclone PCR Cloning Kit, Silica Bead DNA Gel Extraction Kit [Thermo Fisher Scientific,

Lietuva], NucleoSpin Plasmid Kit [Macherey-Nagel, JAV].

Medziagos PGR ir PGR produkty vizualizavimui. Agaroze [Lonza, $veicarija]; 6X DNA
Loading Dye, 10x Taq Buffer su amonio sulfatu, 50x TAE elektroforezés buferis, ANTP
Mix (2 mM), GeneRuler 100 bp DNA Ladder, GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Magnio
chlorido 25 mM tirpalas, MassRuler DNA Ladder Mix, TagDNA rekombinantiné
polimerazé [7Thermo Fisher Scientific, Lietuva]; pradmenys (F ir R) polimerazés grandininei

reakcijai [Metabion, Vokictija]; DMSQO, EtidZio bromidas [ro, Vokictija].

Kitos medziagos. Agar-agaras, mieliy ekstraktas [merck, Vokietija]; MES, PIPES, TRIS
[ppliChem, Vokictija]; HC1 [BPH Laboratory Supplies, Didioji Britanija|; KH,POg, malachito zaliasis [peaxu,
Rusiia]; KoHPO4 [Rosh, Vokietija]; maitinamasis buljonas, mitybinis agaras [Biokar Diagnostics,

Pranciizija], Safraninas [Loba Feinchemie, Austrija].

27



2.1.5. Medziagos terpiy gamybai.

2.1.5.1. Terpés termofiliniy pektina skaidanciy bakterijy i$§skyrimui bei véliau

atrinkty izoliaty augimo tyrimui (Takao, Nakaniwa et al. 2000)

Terpe-A: pektinas (0,5 %), amonio sulfatas (0,2 %), KH,PO4 (0,6 %), Ko;HPO,4 (1,4 %) ir
mieliy ekstraktas (0,02 %). Terpés pH 7.0 (60 °C).

Terpé-A su CaCl, (galutiné koncentracija terpéje — 1mM).
Agarizuota Terpe-A: terpé-A ir agar-agaras (2 %).

2.1.5.2. Terpés termofiliniy pekting skaidancéiy bakteriju kultiry grynumo

patikrinimui ir biomasés prieaugiui

Mitybinio agaro terpe: mitybinis agaras (40 g/ L).

Maitinamojo buljono terpé:  maitinamasis buljonas (2 %), agar-agaras (2 %).

Pastabos:

- procentai prie terpiy sudétiniy daliy nurodo ju svorio ir tirpiklio tiirio santykj.
- terpiy sudétinés dalys tirpintos dist. H,O.

- terpés autoklavuotos 30 min., 1.0 atm (esant 121 °C temperattrai).
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2.2. Metodai

2.2.1. Mikroorganizmy kultivavimas

Termofilinés pektinolizinés bakterijos mikrobiologine kilpele uzséjamos ant agarizuotos
terpés Petri 1ékstelése ir kultivuojamos aerobinémis salygomis termostate esant 60 °C

temperatirai.

2.2.2. Vizualus kultiiros grynumo nustatymas vertinant mikroorganizmy morfologija

Norint jvertinti bakteriju kultiry grynuma, jos buvo klonuojamos ant standartinés
agarizuotos maitinamojo buljono terpés ir augintos 8 val. aerobinémis salygomis termostate

esant 60 °C temperatiirai. Grynumas vizualiai vertintas pagal bakterijy kulttiry morfologija.

2.2.3. Termofiliniy endosporas formuojanciy bakterijy kamieny, pasiZyminciy

pektinoliziniu aktyvumu, iSskyrimas iS komposto pavyzdziy

Termofiliniy pekting skaidanciy bakteriju iSskyrimui buvo naudotos dvi terpés: Terpe-A ir
Terpé-A su CaCl,.

[ dvi 250 mL kolbas po 100 mL ipilta pirmosios, { dar dvi — antrosios terpés. [ kiekviena i$
ju idéta po 1 g komposto.

Skirtingy terpiy kolbos 12 val. aerobinémis salygomis inkubuotos purtykléje (280 rpm) ir
termostate (kartais pamaisant) esant 60°C temperaturai.

Po 12 val. kiekvienos kolbos turinys atskiestas 10 karty steriliu fiziologiniu (0,9 % NaCl)
tirpalu ir po 100 pL i$Spateliuota i Petri l¢kSteles ant agarizuoty, identisky skystoms, terpiy.
Inkubuota termostate 60°C temperatiiros salygomis iki 12 val.

Siekiant patikrinti kultiiry grynuma, buvo atlieckamas i§ komposto iSskirty termofiliniy
pekting skaidan¢iy mikroorganizmy klonavimas mikrobiologiniu budu (ant tos pacios Terpés-A).

[vertinus morfologija, atrinkti aStuoni klonai buvo paZymeéti kaip izoliatai Nr.: 1, 2, ..., 8.
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2.2.4. Kokybinis efektyviausiy pektinoliziniy izoliaty atrinkimas

I viena Petri Iekstele su agarizuota Terpe-A mikrobiologine kilpele buvo uzsé¢jama po
4 pektinolizini aktyvuma turinCius izoliatus. Po 8 wval. inkubavimo aerobinémis salygomis
termostate esant 60 °C temperatiirai vizualiai jvertintas kiekvieno izoliato uzaugusiy kolonijy

dydis. Tolimesniems tyrimams atrinkti efektyviausiai augg izoliatai.

2.2.5. Genominés DNR isskyrimas

Atrinkti izoliatai buvo pakartotinai iSklonuoti ant agarizuotos maitinamojo buljono terpés
Petri lekstelése. Norint gauti grynas, pavienes bakteriju kolonijas, kultivuota aerobinémis
salygomis termostate esant 60 °C temperatiirai ne ilgiau kaip 8 val. Véliau kiekvieno izoliato
grynos kolonijos persétos ant mitybinio agaro terpés | Petri I¢ksteles. Kadangi DNR gali biiti
skiriama tik i§ nesusporuliavusiy kultiiry, todé¢l kultivuota aerobinémis salygomis termostate
esant 60 °C temperatiirai iki 8 val. Sis kultivavimo laikas pasirinktas prie§ tai nustadius
kiekvieno izoliato sporuliacijos pradzios laika. Bakteriju endosporos dazytos Sefer-Fultono

metodu (zr. 2.2.10. skyrelj).

IS kultiry biomasés iSskirta kiekvieno atrinkto izoliato genominé DNR, naudojant
komercini DNR skyrimo rinkini (Genomic DNA Purification Kit). Véliau DNR buvo saugoma

atsizvelgiant { rinkinio protokole pateiktus gamintojo nurodymus.

2.2.6. Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

BOX-PGR genotipavimas.

BOXAIR pradmuo: 5°-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3“.

3 lentelé. BOX-PGR miSinio sudétis.

PGR reagentai R-jos tiris, pL.
Sterilus dist. H,O 33,75
10x PGR buferis su 5.00
(NH4),SO4
DMSO 5,00
MgCl, (konc. 25 mM) 4,00
dNTP (konc. 2 mM) 4,00
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BOXARIR pradmuo 2.00

(konc. 20 pmol / mL) ’

Rekomb. Tag DNR pol. 0.25

(konc. 5 U/ uL) ’

Meéginio DNR

(10ng/ pL) 1,00
55,00

Supilama po 1 kiekvienos tiriamos DNR méginj ir vieng kontrolini (be DNR).

BOX-PGR r-jos salygos:

Pradiné denatiiracija 95 °C, 2 min.;

Galutiné elongacija 72 °C, 7 min.
29 ciklai:

Denatiracija 95 °C, 1 min.;

Pradmeny prilydymas 53 °C, 2 min.;

Fragmento ilginimas 72 °C, 3 min.

PGR vykdyta MasterCycler ,,Ependorf* termocikleryje.

16S rDNR PGR.

27(F) pradmuo: 5-GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3°;
1495(R) pradmuo: 5¢-CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA-3“.

4 lentelé. 16S rDNR PGR miSinio sudétis.

PGR reagentai R-jos tiris, pL.
Sterilus dist. H,O 33,75
10x PGR buferis su 5.00
(NH4),SO4
DMSO 5,00
MgCl, (konc. 25 mM) 4,00
dNTP (konc. 2 mM) 4,00
278 (F) pradmuo 1.00
(konc. 20 pmol / mL) ’
1495 (R) pradmuo 1.00
(konc. 20 pmol / mL) ’
Rekomb. Tag DNR pol. 0.25

(konc. 5 U/ pL)




Meéginio DNR

(10ng/ pL) 1,00

55,00

Supilama po 1 kiekvienos tiriamos DNR méginj ir vienag kontrolini (be DNR).

16S rDNR PGR r-jos salygos:

Pradiné denattiracija 95 °C, 2 min.;

Galutiné elongacija 72 °C, 7 min.
29 ciklai:

Denatiracija 95 °C, 1 min.;

Pradmeny prilydymas 50 °C, 2 min.;

Fragmento ilginimas 72 °C, 3 min.

PGR vykdyta MasterCycler ,,Ependorf* termocikleryje.

2.2.7. DNR elektroforezé agarozés gelyje

PGR produktai analizuojami horizontalios elektroforezés budu (Sambrook, Fritsch et al.
1989). Elektroforezei naudojamas 1 % agarozés gelis (agarozés svoris / TAE buferio turis), 1
kurio sudétj jeina etidzio bromido tirpalas (jo galutiné koncentracija gelyje 10 pg / mL). PGR
produktai { gelio Sulin¢lius uzneSami su 6x DNA Loading Dye. Naudotas DNR molekulinio
svorio zymuo — GeneRuler 1 kb DNA Ladder arba GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(pasirenkamas atsizvelgiant { PGR produkty dydi). Po elektroforezés pagausinti DNR fragmentai

analizuoti transiliuminatoriumi apsvietus geli UV.

2.2.8. PGR produkto valymas i§ agarozés gelio

DNR valymui naudotas komercinis rinkinys (Silica Bead DNA Gel Extraction Kit).
ISvalyto PGR produkto koncentracija pakartotinai vizualiai jvertinta agarozés gelyje naudojant

MassRuler DNA Ladder Mix Zymeni.

2.2.9. PGR pagausinty DNR fragmenty klonavimas

16S rRNR geny fragmentai klonuoti | pTZ57R/T vektoriy, o pastarasis transformuotas
(naudojant PGR produkto klonavimo rinkinj (InsTAclone PCR Cloning Kit)) { £.coli DH5a
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lasteles. Plazmidziy skyrimui naudotas komercinis plazmidziy skyrimo rinkinys (NucleoSpin
Plasmid Kit). ISskirtos plazmidés buvo iSsiystos 1 Biotechnologijos instituto Sekvenavimo

centra.

2.2.10. Nukleotidiniy seky analizé

16S rRNR geny seky palyginimas atliktas naudojant Lasergene DNASTAR MegAlign
BLAST paieska.

Filogenetinio evoliucinio medzio konstravimas atliktas naudojant MEGA programa

pagal ClustalW algoritma, taikant Neighbour-Joining metoda.

2.2.11. Bakterijy endospory daZymas Sefer-Fulton’o metodu

Laboratorine kilpele bakterijy kultiira, augusi zinoma laiko tarpa ant maitinamojo agaro,
uzneSama ant objektinio stiklelio, iSdZiovinama ir fiksuojama karS$¢iu. Uzdedamas gabalélis
filtrinio popieriaus. UZlasinama 0,5 % vandeninio malachito Zaliojo tirpalo ir 5 min. laikoma vir§
verdanCio vandens vonelés neleidziant iSdziiti. Filtrinis popierius nuimamas, stikliukas gerai
nuplaunamas distiliuoto vandens srove. 1 min. dazoma safranino tirpalu. Vél nuplaunama
vandeniu, nusausinama filtriniu popieriumi, uzlaSinus ant stiklelio imersinio aliejaus mikroskopu
vertinamas gautas preparatas. Endosporos matomos ryskiai zalios spalvos, o vegetatyvinés

lastelés — raudonai rudos (Harley, Prescott et al. 2002).

2.2.12. Izoliaty augimo intensyvumo skystoje terpéje su specifiniu anglies Saltiniu

jvertinimas sudarant augimo kreives

Atlikus visy izoliaty kultiry gryninima mikrobiologiniu klonavimo budu, jie buvo
pers¢jami 1 Petri l¢kSteles ant agarizuotos Terpés-A, kultivuojami aerobinémis salygomis
termostate esant 60 °C temperatiirai 8 val.

Paruostas inokuliatas — uZaugusiy bakterijy biomasé¢ suspenduota 0,9 % NaCl tirpale —
kurio optinis tankis (OT) sieké 1,2 (A = 595 nm).

Kiekvieno izoliato augimo kreivés sudarymui reikalingos 4 kolbos: I ir II — Terpé-A,
II ir IV — Terpé-A be pektino (terpés po 100 mL 250 mL tdrio kolbose). Terpé be pektino

naudota kaip papildoma kontrole, norint stebéti, kiek palaikomas kultiros augimas
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metabolizuojant kitas terpés sudétyje esancias mitybines medziagas, t.y., mieliy ekstrakta kaip
galima anglies Saltinj.

I I ir IIT kolbas inokuliuota po 1 mL paruos$tos zinomo optinio tankio bakterijy suspensijos,
1 I ir IV kontrolines kolbas ipilta po 1 mL sterilaus NaCl tirpalo. Kultivavimas vykdytas iki
12 val. aerobinémis salygomis purtykléje (180 rpm), esant 60 °C temperatiirai.

Optinio tankio matavimai atlikti kas 2 val. i§ kiekvienos bandiniy kolbos paimant po 2 mL
kultiiros skyscio.

Remiantis gautomis OT matavimy vertémis, sudarytos kiekvieno izoliato augimo kreives.
Didziausiu pektinolizintu aktyvumu pasizyméjusiy izoliaty augimo kreivés sudarytos
apskaic¢iavus OT verCiy vidurkius. Apskaiciavus standartinj nuokrypi (Sy), augimo kreivése
paZymeéti pasikliauties intervalai.

Terpéje-A kaip pagrindinis anglies Saltinis buvo pektinas ir PGA.

Tiriant augimo intensyvumo priklausomybe nuo pH, terpiy gamybai buvo naudojami buferiai:

MES ir PIPES pH 6.5, TRIS-HCI pH 7.0, 7.5 ir 8.0.

2.2.13. Baltymy iSsodinimas amonio sulfatu

Sis metodas vertinamas kaip labai pigus baltymy nusodinimo bidas. Nusodinant baltymus
1§ kultiirinio skys¢io ar lasteliy lizato gaunamas gryninimo poveikis — gaunami 2-10 karty
daugiau jsotinti tiksliniu baltymu ekstraktai.

Geobacillus sp. kamienas Nr. 3 kultivuotas Terpéje-A 4 val. (kultivavimo salygos
identiSkos nurodytosioms 2.2.11. skyrelyje). Lastelés iSsodintos kultiirini skysti centrifuguojant
7000 x g, 15 min., esant 4 °C temperatiirai. Pamatavus gauto supernatanto tiirj, jame istirpintas
toks amonio sulfato kiekis, jog tirpale minétos druskos koncentracija bty 50 % (arba isotinimo
laipsnis 0,5) (Rosenberg 2004). Tirpalas laikytas 12 val. 4 °C temperatiros salygomis. Baltymai
i8sodinti centrifuguojant 12000 x g, 20 min., esant 4 °C temperatiirai. Supernatantas pasalintas,
gautos nuosédos iStirpintos 1 mL 50 mM Tris-HC1 pH 7.0 buferio (pH matuotas buferi
pakaitinus iki 60 °C). Fermentinis tirpalas dializuotas (Zr. 2.2.13.) ir toliau naudotas baltymy
koncentracijos matavimui (Zr. 2.2.14.), fermento substratinio specifiSkumo ivertinimui (Zr.
2.2.15.), redukuojanciy cukry nustatymui (Zr. 2.2.16.), baltymy nustatymui gelyje (zr. 2.2.17.),
baltymy aktyvumo nustatymui gelyje (Zr. 2.2.18.).
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2.2.14. Baltymy dializé

Po nusodinimo amonio sulfatu ir baltymy nuosédy istirpinimo buferyje (Zr. 2.2.12.) gautas
fermentinis tirpalas supiltas | dializés maiSeli (poros pralaidzios 8-10 kDa molekuléms) ir
dializuotas 16-20 val. pries 1 L turio tokio pat buferio, t.y. 50 mM Tris-HCI pH 7.0, maiSant
magnetine maiSykle. Gautas dializatas perkeltas i sterilius centrifuginius mégintuvélius ir

saugotas esant -20 °C temperaturai.

2.2.15. Baltymy koncentracijos matavimas Bradford‘o metodu

Siame metode naudotas riigitinis dazas Kumasi G-250, kuris jungiasi prie riigstiniy ir
aromatiniy aminortig§¢iy. Susiformavusiy meélyny dazo ir polipeptidiniy grandiniy kompleksy
koncentracija galima jvertinti matuojant absorbcija (A = 595).

Bradford‘o reagento ruoSimas. IStirpinta 100 mg Kumasi G-250 dazo 1 50 mL 95 %

etanolio, pridéta 100 mL 85 % (svoris / turis) ortofosforo riigsties tirpalo. VisiSkai istirpus dazui,
gautas tirpalas skiestas dist. H,O iki 1 L ir prie§ naudojima filtruotas. Toliau tirpalas laikomas
esant 4°C temperatiirai tamsiame inde.

Fermentinis tirpalas maiSytas su kambario temperatiiros Bradford‘o reagentu santykiu
1:50. Atsargiai pamaiSant po 5 min. inkubavimo matuota absorbcija (A = 595). Kontrolinis
tirpalas — identiSkas tiriamajam, tik vietoj fermentinio tirpalo naudotas 50 mM Tris-HCI pH 7.0
buferis. Baltymu koncentracija fermentiniame tirpale apskaiCiuota atsizvelgiant i kalibracinés
kreives lygti.

Kaskart naujai pagamintam Bradford’o reagentui yra sudaroma kalibraciné kreive
matuojant zZinomas jaucio albumino tirpalu koncentracijas &) pav.)

(http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/protein/bradford.html).

14 y=1,4447x + 0,0823
' R?=0,9992

1.2

1 —
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0.4 —

0.2 —
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5 pav. Bradford‘o reagento kalibracine kreivé
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2.2.16. Pektino liaziy substratinio specifiSkumo ir termostabilumo nustatymas

Zinant, jog Geobacillus sp. kamienas Nr. 3 geba kaip pagrindini anglies altini naudoti
pekting, noréta iSsiaiSkinti, ar Sio kamieno sekretuojami baltymai pasizymi pektinoliziniu
aktyvumu.

Substratinio specifiSkumo nustatymui naudotas fermentinis tirpalas (gautas remiantis
2.2.11.-2.2.13. metodais) ir du substratiniai tirpalai: 0,5 % pektino arba 0,5 % PGA 50 mM Tris-
HCl buferio pH 7.0 (60 °C) tirpalas.

Reakcijos sudétis:  substratinis tirpalas 90 uL
50 mM Tris-HCI buferis pH 7.0 (60 °C) 10 pL
fermentinis tirpalas 25 uL

Kontrolinés reakcijos sudétis identiSka aprasytajai, tik fermentinis tirpalas (prie§ sumaisant
su kitais) 20 min. kaitintas 99 °C temperaturos salygomis.

Inkubuojant 60 °C temperatiiros salygomis pradiniu laiko momentu ir kas valanda (iki 3
val.) spektrofotometriskai (A = 235) ivertintas fermentinio tirpalo baltymy specifiSkumas abiems
substratams, t.y. matuojamas pektino liaziy suformuoty 4,5-nesoc¢iy reakcijos produkty kiekis.
Tokiu paciu metodu nustatytas fermentiniame tirpale esanciy baltymu termostabilumas (40, 50,

60 ir 70 °C temperatiiry salygomis).

Liazéms skaidant pekting arba PGA, susidargs 4,5-nesotaus produkto kiekis apskaic¢iuotas
pagal Bugerio-Lamberto-Bero désnj (Bagdoniené, Bendikien¢ et al. 2006). Sis désnis

1SreiSkiamas formule:

0T, = £ X ¢ X I, kurioje:

&y — molinés ekstinkcijos koeficientas. Jis priklauso nuo bangos ilgio ir apraso
molekulés gebéjima sugerti tam tikro bangos ilgio $viesa. Siuo atveju 4,5-nesotiems produktams,
juos detektuojant 235 nm bangos ilgio §viesa, biidingas €y = 4600 L mol™ cm™;

¢ — susidariusio produkto koncentracija (mol LM,

[ — sluoksnio storis (cm), per kuri eina spindulys.

Fermento aktyvumo vienetas apibréZiamas kaip fermento kiekis, kuris per minutg

atpalaiduoja 1 mmol produkto:

C
U mmol mL™Ymin™t = :
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¢ —mmol mL™;
t — laikas, min.
Savitasis aktyvumas iSreiSkiamas aktyvumo vienetais (U) miligrame baltymo:

AOT;q¢
4.6 X m,

Umg =

AOT,35— optinio tankio pokytis per min.;

4,6 — milimoliarinis ekstincijos koeficientas (biidingas 4,5-nesotiems produktams, juos

detektuojant 235 nm bangos ilgio Sviesa);

my, — baltymo masé mg mL ™.

2.2.17. Hidrolaziy nustatymas DNS reagentu

Sis metodas naudojamas tiriant fermenting polisachariduy hidrolize, kai néra aisku, kokios
klasés fermentai vykdo §ia reakcija. Fermentiné polisacharidy hidrolizés reakcija yra stabdoma
DNS reagentu. Spektrofotometriskai (A = 540 nm) yra detektuojamas spalvos pasikeitimas, kuris

parodo dél hidrolaziy poveikio reakcijoje susidariusius redukuojancius cukrus (Miller 1959).

Naudoti tirpalai:
- Substratinis tirpalas: 0,5 % pektino arba 0,5 % PGA 50 mM Tris-HCI buferio pH 7.0
(60 °C) tirpalas.
- Fermentinis tirpalas (gautas remiantis 2.2./17.-2.2.13. metodais).
- DNS reagentas: 1 g 3,5-dinitrosalicilo riigsties; 1,5 g NaOH; 20 g Na-K tartrato;
0,2 g Rochelle druskos [Na,SOs]; iki 100 mL dist. H,O. Kiekviena DNS reagento sudedamoji
dalis létai iStirpinta atskirai, gauti tirpalai 1étai sumaisyti, pripilta dist. H,O iki 100 mL.

Reakcijos sudétis:  substratinis tirpalas 140 uL
fermentinis tirpalas 70 uL
Kontrolinés reakcijos sudétis identiSka apraSytajai, tik fermentinis tirpalas (prie§ sumaiSant
su kitais) 20 min. kaitintas 99 °C temperatiiros salygomis.
Kontrolinés reakcijos bei tiriamojo fermentinio tirpalo reakcijy miSiniai inkubuoti 1 val.
létai maiSant 60 °C temperattros salygomis. Pasibaigus inkubavimo laikui, reakcijos stabdytos
ipilant po 630 uLL DNS reagento, visas tiiris kaitintas 10 min. esant 95 °C temperatiirai ir matuota

absorbcija (A = 540).
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Pagaminus DNS reagenta, sudaryta kalibraciné¢ kreivé matuojant galakturono riigsties

zinomy koncentracijy tirpalus (6 pav.).

£ 1 Y
£ = 1,5155x - 0,155

S o8 ) -eos0s ~
wH ) 1 /

5 06

04 /
0.2

6 pav. DNS reagento kalibraciné kreivé

0.4 0,5 0,6 0,7 0,8
Galakturono riagstis, mg mL-"

Pagal Sia kreive skaiCiuota fermentiniame tirpale esan¢iy hidrolaziy katalizuojamos

reakcijos metu susidariusios galakturono riigities koncentracija ¢ (mg mL™):

¥ =1,515x— 0,155

¥ —OTs40

x — susidariusios galakturono riigities koncentracija ¢ (mg mL™)

OT,35 + 0,155
1,515

cymg mL™t =

Gauta galakturono riigities koncentracija perskai¢iuota { mmol mL™:

£
nmmol mL™t = =
M

n — medziagos kiekio vienetas (mmol mL™)

c3 — galakturono riigities koncentracija (mg mL™)

M (galakturono riigities) = 194 g mol™ = 194 mg mmol™.

Fermento aktyvumo vienetu U jvardijamas toks fermento kiekis, kuris atpalaiduoja 1 mmol

monogalakturono riigsties per min. (mmol mL™ min™):

-1 , —1 Cﬂ
Uymmol mL™ min™" = T

t — inkubavimo laikas (min)
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Taip pat skaiCiuotas savitasis aktyvumas U miligrame baltymo:

_,  Uymmol mL ™ min™?
Uymg ~ =

My

my, — baltymo masé mg mL ™.

2.2.18. Baltymy nustatymas gelio elektroforezés metodu

Fermentinio tirpalo baltymai pagal ju masg atskirti vienakryptés staciosios nutriikstamos
SDS-PAGE elektroforezés metodu (Vertikalus elektroforezés aparatas ASG-250, “C. B. S.
Scientific Co.”).

Elektroforezei naudoti tirpalai:

- akrilamido ir N,N'-metilenbisakrilamido tirpalas: 30 % akrilamido, 0,8 %
N,N-metilenbisakrilamido ir dist. H,O iki 100 mL. Tirpalas perfiltruotas ir saugotas tamsoje
esant 4°C temperatirai.

- koncentruojancio gelio buferis: 1 M Tris-HCI pH 6.8 (23 °C);

- skiriancio gelio buferis: 1 M Tris-HCI pH 8.8 (23 °C);

- 10 % SDS.

- 10 % amonio peroksosulfato [(NH4),S,Os] tirpalas (svoris / turis). RuoStas prie§ pat
naudojima.

- TEMED.

- 4x baltymy denattravimo buferis: 4 g sacharozés; 2 mL 2-merkaptoetanolio; 0,8 g SDS;
1 M Tris-HCI pH 6.8 (23 °C); 1 mg bromfenolio mélynojo ir dist. H,O iki 100 mL. Gerai
iSmaisyta ir iSpilsc¢ius po 1 mL saugota esant -20 °C temperatiirai.

- Ix Tris-Glicino buferis: 3,03 g Tris; 14,42 g glicino; 1 g SDS; dist. H,O iki 1000 mL.
Saugotas esant 0-4 °C temperatiirai iki 1 mén.

- standartinis miSinys baltymy, turin¢iy Zinomas molekulines mases.

- baltymy daZymas:

- PageBlue Protein Staining Solution tirpalu (vadovautasi gamintojo pateikta
instrukcija).
- Dazymas Kumasi méliu:
Baltymy tvirtinimo tirpalas: 25 % (tiirio) izopropanolio, 10 % (tiirio) acto

rigsties ir 65 % (tiirio) vandens. Saugotas kambario temperatiiros salygomis.
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Dazo Kumasi mélio tirpalas: 10 % (tiirio) acto riigsties, 0,006 % (svoris/tiiris)
Kumasi mélio G-250, 90 % (tiirio) vandens. Saugotas kambario temperatiiros salygomis.

10 % (turio) acto riigstis.

3 lentelé. Skiriancio ir koncentruojancio geliy sudétys

Reagentu tirpalai 12,5 % skiriantis 8 % skiriantis 5 % koncentruojantis
gentu tirp gelis, mL gelis, mL gelis, mL

Akrilamido ir N,N-
bisakrilamido tirpalas 10 8 1.67
1 M Tris-HCI, pH 8.8
(23 °C) 9,3 9,3 -
1 M Tris-HCI, pH 6.8 ) ) 1.25
(23 °C) ’
Dist. H,O 5,17 7,17 7,03
SDS (10 %)

0,25 0,25 0,1
APS (10 %)
TEMED 0,01 0,01 0,01

Surinkus elektroforezés aparato kasete, paruostas 12,5 % skiriantis poliakrilamidinis gelis
(sudétis 3 lenteléje), gerai iSmaiSytas. Juo kaseté¢ yra uzpildyta nuo stiklo virSutinio krasto
paliekant 2-3 cm. Ant skirian¢io gelio nedelsiant uzpiltas ~1 cm 2-izopropanolio tirpalo
sluoksnis. Laukta ~45 min., kol kambario temperatiiros salygomis ijvyks polimerizacija.
2-izopropanolio tirpalas nupiltas ir nuo gelio pavirSiaus 1 M Tris-HCI pH 8.8 tirpalu visiskai
paSalinti 2-izopropanolio likuciai. ParuoStas 5 % koncentruojantis gelis (sudétis 3 lenteléje) ir
piltas ant skirian¢io gelio. Tarp stikly jpilto gelio pavir§iuje pasalinti oro burbuliukai. [
koncentruojancio gelio sluoksnj jstatytos Sukos. Laukta, kol ivyks polimerizacija (30-45 min.
kambario temperatiiros salygomis).

Tiriamo fermentinio tirpalo paruoSimas. Tiriamas fermentinis tirpalas sumaiSytas su 4x

baltymy denatiiravimo buferiu santykiu 1:3, pakaitintas 15 min. esant 95 °C temperatiirai.
Visiskai sustingus geliui, Sukos iStraukiamos, kaseté istatoma i elektroforezés aparata,jis
uzpildomas 1x Tris-Glicino buferiu. [ elektroforezés buferiu praplautus Sulinélius po ~50 pL
IneSami paruoSti kambario temperatiiros fermentinio tirpalo méginiai. Pagal poreiki naudojami
molekuliniy masiy Zymenys: Prestained Protein Molecular Weight Marker ir/arba Unstained
Protein Molecular Weight Marker, (po 10 pL i Sulinély). Tusti Sulinéliai uzpildomi 4x baltymy

denatiiravimo buferiu, sumaisSytu su dist. H,O santykiu 1:3 (po ~50 pL). Elektroforezés aparatas
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prijungiamas prie srovés Saltinio, nustatoma 20 mA stiprumo srové. Kai bromfenolio mélynojo
dazo fronto riba visiSkai pereina i skiriantj geli, srovés stiprumas padidinamas iki
37 mA. Bromfenolio mélynojo dazo fronto ribai pasiekus skiriancio gelio apacia, iSjungiama
elektros srové ir elektroforezés aparatas atjungiamas nuo srovés $altinio.

Pasibaigus elektroforezei, gelis atskirtas nuo stikly ir dazytas PageBlue Protein Staining
Solution tirpalu, vadovaujantis gamintojo pateiktas instrukcija. Taip pat dazyta Kumasi mélio
tirpalu. Poliakrilamidinis gelis idétas i vonele ir uzpiltas baltymuy tvirtinimo tirpalu. Létai
siibuojant inkubuotas kambario temperatiiros salygomis ~20 min. Nupylus baltymuy tvirtinimo
tirpala, uZpiltas Kumasi melio daZo tirpalas. Vonelé létai siibuota kambario temperatiiros
salygomis, kol baltymy juostelés nusidazo norimo rySkumo meélyna spalva (1-12 val.). Nupylus
dazo tirpala, uzpilta 10 % acto rugstimi, létai sitibuojant inkubuota kambario temperatiiros
salygomis, vis kei€iant atplovimo tirpala, kol i§ gelio iSsiplauna dazas, nesusiriSgs su baltymais.
Geli praplovus dist. H,O, gauti elektroforezés rezultatai uzfiksuoti nuotraukoje. Gelis toliau

saugotas 7 % acto rugsties tirpale arba vandenyje.

2.2.19. Baltymy aktyvumo nustatymas gelyje

Fermentinio tirpalo baltymai pagal ju mase atskiriami vienakryptés staciosios
nutritkstamos SDS-PAGE elektroforezés metodu, kuri Siek tiek modifikavus galima nustatyti ir
baltymy aktyvuma tame pacéiame poliakrilamidiniame gelyje. Sis metodas analogiskas

aprasytajam 2.2.17. skyrelyje. Toliau bus apraSomos tik metodo modifikacijos.

Naudoti tirpalai:

- skalavimo buferis: 2,5 % (tiiris/tiiris) Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH 6.0, 7.0, 8.0, 9.5
(60°C) buferiai. Vienam geliui 300 mL.

- inkubavimo buferis: 50 mM Tris-HCI pH 6.0, 7.0, 8.0, 9.5 (60°C) buferiai.

- baltymy aktyvumo gelyje iSrySkinimui: 0,025 % ruthenium red daZo vandeninis tirpalas.

Siam metodui gamintas 8 % skiriantis poliakrilamidinis gelis, i kurj papildomai buvo
ipolimerinta substrato: 0,1 % (svoris/turis) pektino arba 0,05 % (svoris/turis) PGA.

Naudotas molekuliniy masiy Zymuo: Prestained Protein Molecular Weight Marker
(po 10 pL i Sulinély).

Pasibaigus elektroforezei, gelis atskirtas nuo stikly. Takelis su molekuliniy masiy Zymeniu
Prestained Protein Molecular Weight Marker atpjautas, kita gelio dalis panardinta { 100 mL

skalavimo buferio ir inkubuota létai sitibuojant 30 min. kambario temperatiiros salygomis.
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Skalavimo buferis keistas kas 10 min., po to nupiltas, ir ant gelio uzpilta 100 mL inkubavimo
buferio. Vienam geliui naudojami vienodo pH skalavimo ir inkubavimo buferiai. Toliau
inkubacija vykdyta aerobinémis salygomis termostate esant 60 °C temperatiirai 2-4 val. Nupylus
inkubavimo buferi, gelis panardintas | 0,025 % ruthenium red dazo vandeninj tirpala ir létai
sitbuojant dazytas kambario temperattros salygomis 30-60 min. Dazas atplautas dist. H,O, kol
gelyje iSryskéjo skaidresnés zonos, rodancios baltymy aktyvuma. Gauti rezultatai uzfiksuoti

nuotraukoje abi gelio dalis sudéjus greta viena kitos.

Tyrimy objektai

Magistrinio darbo tyrimy metu ieSkota bakteriju, geban¢iy degraduoti pektina bei naudoti
§1 polisacharida kaip pagrindini anglies Saltini. Pektinolizinio aktyvumo nustatymas atliktas
tiriant termofilines, gramteigiamas, endosporas formuojancias bakterijas. Pradiniame etape buvo
tirta 80 bakteriju izoliaty, 1§ kuriy 72 — i§ Vilniaus universiteto Mikrobiologijos ir
biotechnologijos katedros kolekcijos, o like 8 iSskirti i§ komposto pavyzdziy. IS visy turimy
izoliaty atrinkti du, pasizyméje¢ didziausiu pektinoliziniu aktyvumu. Atlikus Siu izoliaty 16S
rRNR geno PGR bei sekoskaita, nustatytas kamieny giminingumas Geobacillus
thermodenitrificans rusiai. Turimi kamienai pavadinti Geobacillus sp. Nr. 3 ir Nr. 4. Baltymy
tyrimai buvo atlieckami su i§ kamieno Nr. 3 kultirinio skys¢io iSskirtu grubiu baltyminiu

preparatu.
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3. REZULTATAI

3.1. Termofiliniy endosporas formuojanciy bakterijy kamieny,
pasiZzymincdiy pektinoliziniu aktyvumu,

atrinkimas

Termofilinés endosporas formuojancios bakterijos buvo iSskirtos i§ komposto pavyzdziy
Bakteriniy kultiry augimas buvo stebimas Petri lékstelése su terpe be kalcio chlorido,
nepriklausomai nuo to, ar pirminis inkubavimas buvo vykdomas purtykléje, ar termostate.

Patikrinus uZaugusiy kulttiry grynuma, 1§ viso buvo atrinkti aStuoni izoliatai (Nr. 1, 2, ..., 8.).

Taip pat termofilinés endosporas formuojancios pekting skaidancios bakterijos buvo
atrenkamos 1§ Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros kolekcijos, iSséjant ant agarizuotos
terpés-A neidentifikuotus izoliatus, saugotus -70 °C temperatiiros salygomis. IS 72 tikrinty
izoliaty atrinkta 12: 2(7), 3(1), 3(3), 3(4), 5(2), 5(8), 6(1), 6(3), 6(4), 8(3), 8(5), 8(9). Taigi i
viso atsirinkta 18 izoliaty. Nei vieno izoliato taksonominé padétis nebuvo zinoma. Kadangi visi
pekting skaidan¢iy bakteriju izoliatai buvo gauti panaudojus sukaupiamaja kultiira, nebuvo

galima atmesti ir tikimybés, kad realiai visi izoliatai priklauso vienam kamienui.

Todél, norint tolimesnius tyrimus vykdyti tik su skirtingais kamienais, visi 18 izoliaty buvo
sugrupuoti | grupes BOX-PGR genotipavimo metodu. Pasirinktas $is metodas, kadangi BOX-
PGR rezultatai dazniausiai atitinka DNR-DNR hibridizacijos rezultatus. Toks genotipavimas
naudojamas prokarioty taksonomijoje kamienams apibudinti, palyginti, grupuoti ir atrinkti DNR-
DNR hibridizacijai atlikti. Sis genotipavimas paremtas PGR, kurios metu, naudojant
standartinius pradmenis, pagausinami fragmentai tarp bakteriju genome pasikartojanciy

konservatyviy BOX elementy.

Atlikus gauty PGR produkty elektroforeting analizg, izoliatai suskirstyti i grupes.
Rezultatai pateikti 7 a ir b pav.
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7 a) ir b) pav. Termofiliniy pektinoliziniu aktyvumu pasizyminciy izoliaty BOX-PGR fragmentai.

Elektroforezés nuotrauky virSuje ties kiekvienu takeliu suzyméti izoliaty numeriai, NK — neigiama

kontrolé¢, M — molekulinés masés zymuo GeneRuler 1kb DNA Ladder (DNR fragmenty molekulin¢ masé

pateikta bp).
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IS 18 izoliaty atrinkti 8, traktuojant, jog tai skirtingi kamienai (zitréti 4 lenteléje).

Kiekvienas kamienas saugomas uzsaldytas -70 °C temperatiiros salygomis.

4 lentelée. Termostabilius pekting degraduojancius fermentus produkuojanciy kamieny
suskirstymas i grupes, remiantis BOX-PGR rezultatais.

Grupés Tolimesniam
Izoliaty Nr. darbui atrinkti
Nr. ..
kamienai

I 1, 8(9), 5(8), 6(1), 3, 5, 6(4) 5(8), 3

11 6(3) 6(3)

I 3(1), 8(3), 5(2), 3(4), 3(3), 8(5) | 3(1),3(3)

1A% 2(7) 2(7)

\% 4,6 4

VI 2 2

3.2. Pektinoliziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy kamieny augimo kreiviy sudarymas

ir 16S rRNR filogenetiné analizé

Norint jvertinti kiekvieno tiriamo kamieno gebéjima degraduoti pekting ir naudoti ji kaip
pagrindinj anglies $altinj, buvo sudarytos augimo kreivés. Siuo bidu galima tiksliai i§matuoti
kamieny kultliry biomasés prieaugi, kuris tiesiogiai proporcingas ju sekretuojamy pektinoliziniy
fermenty kiekiui (ir / arba aktyvumui).

Remiantis gautomis OT matavimy vertémis, buvo sudarytos kiekvieno kamieno augimo
kreives (8-15 pav.).

Didziausiu pektinoliziniu aktyvumu pasizyméjusiy kamienuy (Nr. 2, 3 ir 4) augimo kreivés
buvo sudarytos apskaiCiavus OT verCiy vidurkius. Apskaiciavus standartini nuokrypi (S,),

augimo kreivése pazyméti pasikliauties intervalai (13-15 pav.).

45



E 0.5
=
a
in 04
=
= 0.3
) /E,——""——-E
0,1
D E I I _ﬁ
(r 1 2 3 4 5 1] 7 B
-0,1
t, valandos

Auginta Terpeje-A
be pektino
== Auginta Terpéje-A
su pektinu

8 pav. Kamieno Nr. 2(7) augimo kreive

0.6

0.5

OT,595 nm

0.4

0.3 g},

0.2 /

0.1 //
A

t, valandos

Auginta Terpéje-A be
pekting
—— A uginta Terpéje-Asu
pektinu

9 pav. Kamieno Nr. 3(1) augimo kreive

46



[

0.8

OT,595 nm

g — e

Auginta Terpéje-A be
pekting

i Fa

—==— Auginta Terpeéje-A su
pektinu

o -

-0.2

t, valandos

10 pav. Kamieno Nr. 3(3) augimo kreivé

0.5
E
c
wn
5B 04
=
O
0.3 Auginta Terpéje-Abe
f\ﬂ pekting
0.2 —B—Auginta Terpéje-Asu
pektinu
0.1
[ oe———— = - -
] 2 4 1] 10 12
t, valandos
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13 pav. Kamieno Nr. 2 augimo kreive, sudaryta apskaiciavus OT verciy vidurkius (n=2).
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14 pav. Kamieno Nr. 3 augimo kreive, sudaryta apskaiciavus OT verciy vidurkius (n=2).
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15 pav. Kamieno Nr. 4 augimo kreive, sudaryta apskaiciavus OT verc¢iy vidurkius (n=2).
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16S rRNR geno sekos analizei buvo pasirinkti kamienai Nr. 3 ir Nr. 4. Atlikus Siy
kamieny 16S rRNR geno PGR bei klonavima, po sekoskaitos gautos 16S rRNR geno sekos buvo
lyginamos naudojant Lasergene DNASTAR MegAlign BLAST paieska.

Kamieno Nr. 3 16S rRNR geno seka buvo 99,9 % identiSka Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 16S rRNR geno sekai.

Kamieno Nr. 4 16S rRNR geno seka 99, 8 % atitiko taip pat G. thermodenitrificans NG80-
2 16S rRNR geno seka.

Filogenetinio evoliucinio medzio konstravimas buvo atliktas naudojantis MEGA

programa pagal ClustalW algoritma, taikant Neighbor-Joining metoda.

Tiriamy kamieny Nr. 3 ir Nr. 4 16S rRNR genuy sekos buvo lyginamos su NCBI geny
banke pateiktomis Geobacillus genties patvirtinty riiS§iy to paties geno sekomis: Geobacillus
caldoxylosilyticus DSM 120417, Geobacillus debilis DSM 16016", Geobacillus gargensis
DSM 15378", Geobacillus jurassicus DSM 15726", Geobacillus kaustophilus DSM 72637,
Geobacillus lituanicus DSM 15325", Geobacillus stearothermophilus DSM 22", Geobacillus
subterraneus DSM 13552, Geobacillus thermocatenulatus DSM 730", Geobacillus
thermodenitrificans DSM 465", Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542", Geobacillus
thermoleovorans DSM 5366", Geobacillus toebii DSM 14590, Geobacillus uzenensis DSM
135517; ir atskaitos tagku pasirinkta Bacillus subtilus DSM 10" seka (16 pav.).

Filogenetinis evoliucinis medis patvirtina atliktos BLAST paieSkos rezultatus, jog

tirtiems kamienams Nr. 3 ir Nr. 4 filogenetiSkai artimiausia yra G. thermodenitrificans rusis.
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a7 | Geobacillus kaustophilus DSM 7263'

Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 '
Geobacillus lituanicus DSM 15325
- Geobacillus gargensis DSM 15378'
Geobacillus thermocatenulatus DSM 730
Geobacillus stearothermophilus DSM opt
—— Geobacillus uzenensis DSM 13551

38 L— Geobacillus jurassicus DSM 15726
Geobacillus subterraneus DSM 13552

Geobacillus thermodenitrificans DSM 465

100

T

72 74

g9 [- Kamienas Nr. 3

91— Kamienas Nr. 4
Geobaciflus caldoxylosilyticus DSM 12041’
45| ——— Geobacillus toebii DSM 14590 '
a7

Geobacillus thermoglucosidasius DSM 25427
Geobacillus debilis DSM 16016 '

Bacillus subtilis DSM 10"

E——
0.01

16 pav. Filogenetiniame medyje parodytas filogenetinis rySys tarp atrinkty termostabilius pekting
degraduojanéius fermentus produkuojanéiy kamieny (Nr. 3 ir Nr. 4) ir Geobacillus genciai priskiriamy
atstovy pagal 16S rDNR. (Medzio skalé rodo filogenetinio panaSumo indeksa (briks$nys — 0,01
nukleotidy pasikeitimy vienoje padétyje))

3.3. Pektino liaziy substratinio specifiSkumo ir termostabilumo nustatymas

Suminis fermentinis tirpalas gautas 1§ Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 kultirinio skys¢io
iSsodinus baltymus amonio sulfatu. Po dializés Bradford‘o metodu nustatyta baltymy

koncentracija — 0,15 mg mL™".

Pektino liaziy substratinis specifiSkumas tirtas substratais naudojant PGA ir pektina.

Po 2 val. inkubavimo 60 °C temperattros salygomis iSmatuotas OT,3s, pagal kurj apskaiciuo-
jamas pektino liaziy suformuoty 4,5-neso¢iy reakcijos produkty kiekis. Tokiu paciu metodu tirtas
temperattiros poveikis pektino liaziy aktyvumui. PaaiSkéjo, jog nepriklausomai nuo substrato
pektino liaziy aktyvumui optimaliausia temperatiira buvo 60 °C laipsniy. Inkubuojant 50 °C
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temperattiros salygomis, liaziy aktyvumas skaidant PGA sumaZzéja perpus, o skaidant pekting —
daugiau nei 2 kartus. Esant 40 ir 70 °C temperatiirai, 4,5-nesotaus produkto tiek i§ PGA, tiek i§

pektino atpalaiduojama 10 karty maziau.

Susidariusiu 4,5-neso¢iy reakcijos produktu koncentracijuy skai¢iavimams naudotos dvi
OT,3s5 vertés, gautos 60 °C temperatiiros salygomis 3 val. liazéms skaidant PGA (susidariusio
4,5-nesotaus produkto koncentracija pazyméta c;) ir pekting (susidariusio 4,5-nesotaus produkto
koncentracija pazyméta c).

oT 2,086
exl 4600 X1

c,mmol mL™t = =453 x107* M = 453

., _or 5733 e
c.mmol mL™ = = =1,25x107° M = 1250
“ exl 4600 X1

Apskaiciuoti fermento aktyvumo vienetai, skaidant PGA (U,) ir pekting (U;):

4.4 c, 453
Ummol mL™ " min~" = —= ——=12,52
t 180
. € 1250

U,mmol mL™ min™t =

Taip pat, naudojantis Bradford‘o metodu gauta baltymy koncentracijos verte, paskaiciuoti

savitieji aktyvumai. Jie iSreiskti aktyvumo vienetais U miligrame baltymo:

. A0Ty; 1,159 x 1077
= = = 0,023
4,6 X m, 4,6 X 0,15

Uymg™

_,  A0Ty;  3,185x 1077
U, mg - = = =0462
. 4,6 X m, 4,6 X 0,15

Visy aktyvumy skai¢iavimy rezultatai apibendrintai pateikti 5 lenteléje.
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3.4. Hidrolaziy nustatymas

Hidrolazinis aktyvumas Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 fermentiniame tirpale matuotas

naudojant DNS reagenta. Substratais naudoti PGA ir pektinas, inkubuota 1 val. 60 °C

temperattiros salygomis. Reakcijos, kurioje substratas buvo pektinas, gautas OTsso lygus 0,314.

Susidariusios galakturono rugsties koncentracija (c3) apskaiciuota remiantis kalibracinés kreiveés

lygtimi:

cymg mL™t =

OTgy + 0,155 0,314+ 0,155

1,515

1,515

¥

Galakturono riigities koncentracija perskai¢iuota mg mL™:

nmmol mL™t =

F

1 -3
=1,59 X 10
4

Apskai¢iuoti fermentinio aktyvumo vienetai U (mmol mL™ min™1):

Usmmol mL™tmin™t = —

1,59 % 1073
60

=2,663x107°

Taip pat skaiCiuotas savitasis aktyvumas U miligrame baltymo:

Usmg™

0,15

2,663 %X 107°

=1,775x 107

Hidrolazinio aktyvumo skaiCiavimy rezultatai pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Fermentinio aktyvumo skai¢iavimy rezultatai.

Reakcijos produkto | Fermentinis aktyvumas .

koncentracija c vienetais pU Savitasis aktyvumas
Fermentas ) q q -1

t

mmol mL™! mmol mL™'min~! vienetais uUmg
PGA liazé 453 2 520 000 23 000
Pektino liaze 1250 6 950 000 462 000
Pektino 0,31 26,63 177.5
hidrolazé
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3.5. Elektroforetiné pektinoliziniy fermenty charakteristika

Gelio elektroforezés metodu nustatytas Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 kultirinio skyscio

grubaus fermentinio tirpalo baltymu profilis (17 pav.).

Naudotas baltymy aktyvumo nustatymo gelyje metodas, paremtas substraty (pektino arba
poligalakturono rtigsties) ipolimerinimu { poliakrilamidini geli. Elektroforezés metu gelyje pagal
molekuling masg pasiskirste baltymai inkubuojami. Nudazius geli specifiniu polisacharidams
dazu, matomos $viesesnés zonos ties baltymu, hidrolizuojan¢iy substrata, juostele. Tokiu biidu
buvo siekiama nustatyti, ar apskritai fermentiniame tirpale yra pektinoliziniu aktyvumu
pasizymin¢iy fermenty, kiek ju ir kokios ju molekulinés masés. Taip pat tirta redukuojanciuy

salygu, pH bei temperattros jtaka $iy fermenty aktyvumui.

2 83 BB BB

=

17 pav. Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 sekre-tuojamy  baltymy
frakcijos profilis poliakrilamidiniame gelyje (deSingje; kairéje —
molekulinés masés Zymuo Unstained Protein Molecular Weight Marker
(frag-menty molekuliné masé pateikta kDa)

Visy pirma nustatyta, jog tiriamas Geobacillus sp. kamienas Nr. 3 sekretuoja viena
pektinoliziniu aktyvumu pasiZymintj fermenta, kurio aktyvumo redukuojancios elektroforezés
salygos nesumazino (I8 pav.). Sio baltymo molekulingé masé, spéjama, yra apie 60-70 kDa,

taciau baltymo juostelé dél per mazos koncentracijos gelyje neisryskéjo.
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18 pav. Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 pektininius polisacharidus degraduojanciy
fermenty nustatymas. (Baltymy frakcija neredukuojanciomis (3.) ir redukuojanciomis (4.)
salygomis; PGA degraduojanciy fermenty nustatymas neredukuojanciomis (1.) ir
redukuojanéiomis (2.) salygomis (inkubuota 1 val. esant 60 °C, pH 7.0); M — molekulinés
masés Zymuo Prestained Protein Molecular Weight Marker (fragmenty molekuliné masé
pateikta kDa))

Tiriant pH itaka Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 produkuojamam pektinoliziniam fermentui
nustatyta, jog Sis fermentas efektyviausiai degraduoja tieck PGA, tiek pekting esant neutraliam
pH. Prie pH 8.0 stebimas kiek maZesnis aktyvumas. Tuo tarpu esant pH 6.0 ir pH 9.5 PGA
degraduojama daug lé€iau, o gelyje su pektinu po 2 val. inkubavimo neiSryskéjo jokios fermento

aktyvuma jrodancios zonos (19 ir 20 pav.).

Po dazymo i8analizavus gelj, i kuri buvo ipolimerintas PGA, nustatyta, jog Geobacillus sp.
kamieno Nr. 3 pektininius polisacharidus degraduojancio fermento aktyvumas didziausias buvo
inkubuojant 60 °C temperatiros salygomis. Esant 50 °C temperatiirai buvo stebima kiek
siauresn¢ degraduoto substrato zona, o 70 °C temperatiiros salygomis aktyvumas buvo
maziausias (21 pav.). Gelyje su pektinu po 2,5 val. inkubavimo gautos daugmaz vienodo
aktyvumo zonos nepriklausomai nuo to, kokiomis temperatiirinémis salygomis buvo vykdoma

reakcija (22 pav.).
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19 pav. pH itaka Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 PGA degraduojanciam
fermentui. Inkubuota 2 val. esant: 1. pH 6.0; 2. pH 7.0; 3. pH 8.0; 4. pH 9.5;
M — molekulinés masés zZymuo Prestained Protein Molecular Weight Marker
(fragmenty molekuliné masé pateikta kDa)

120

i)

a0

20 pav. pH itaka Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 pekting degraduojanciam
fermentui. Inkubuota 2 val. esant: 1. pH 6.0; 2. pH 7.0; 3. pH 8.0; 4. pH 9.5;
M - molekulinés masés Zymuo Prestained Protein Molecular Weight Marker
(fragmenty molekuliné masé pateikta kDa)
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21 pav. Temperattros jtaka Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 PGA degraduojan¢iam
fermentui. 1. Baltymy frakcija; Inkubuota 1,5 val. esant: 2. 50 °C; 3. 60 °C; 4. 70 °C;
M — molekulinés masés Zymuo Prestained Protein Molecular Weight Marker (fragmenty
molekuliné masé pateikta kDa)

120

85

50

35

22 pav. Temperatiiros fjtaka Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 pekting
degraduojan¢iam fermentui. 1. Baltymy frakcija; Inkubuota 2,5 val. esant: 2. 50 °C;
3. 60 °C; 4. 70 °C; M — molekulinés masés zymuo Prestained Protein Molecular Weight
Marker (fragmenty molekuliné masé pateikta kDa)
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4. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Pektinoliziniu aktyvumu pasizymintys fermentai pirma karta buvo nustatyti apie 1960
metus Bacillus sp. ir Erwinia sp. genc¢iy bakterijose (Nagel and Vaughn 1961; Starr and Moran
1962). Daugiau nei po dvideSimties mety literatiiroje pasirodé duomenys apie termofiliniy
mikroorgaznimy produkuojamus fermentus, degraduojanéius pektininius polisacharidus (Shink
and Zeikus 1983; Stutzenberger 1987). Sie termostabilumu pasizymintys fermentai jgavo

platesni pramoninj pritaikomuma.

Tesiant Sia daug démesio mokslo pasaulyje sulaukusia termostabiliy pektinoliziniy
fermenty tyrimy tema, magistrinis darbas pradétas nuo Vilniaus universiteto Mikrobiologijos ir
Biotechnologijos katedros kolekcijos dalies (t.y. 72 termofiliniy endosporas formuojanciy
izoliaty) bei 8 izoliaty, iSskirty i§ komposto pavyzdziy, pektinolizinio aktyvumo nustatymo.
Atlikus atranka, kurios metu vertintas mikroorgaznimy augimo intensyvumas skystoje pektino
terpéje, pasirinkti 2 kamienai. Atlikus iy kamieny 16S rRNR geno seky analize, nustatyta, jog
jie giminingi Geobacillus thermodenitrificans NG80-2. Tiriami kamienai pavadinti Geobacillus

sp. kamienas Nr. 3 ir Geobacillus sp. kamienas Nr. 4.

Tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas Geobacillus sp. kamienas Nr. 3, pasizyméjes
intensyviausiu augimu skystoje pektino terpéje bei greiCiausiai pereidaves 1S eksponentinio |
stacionaraus augimo fazg. Pastaroji kamieno ypatybé patogi tuo, jog sutrumpina eksperimentiniy

darby trukme.

IS Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 kulttrinio skys€io suminis baltyminis tirpalas gautas
baltymus i§sodinant amonio sulfatu. Sis metodas daznai taikomas baltymy i§skyrime (Hatada,
Kobayashi et al. 2001; Kluskens, van Alebeek et al. 2003). Siuo atveju buvo naudotas 50 %

amonio sulfato jsotinimo laipsnis.

Pirmiausia buvo tiriama, ar Siame tirpale esantys baltymai pasizymi pektinoliziniu
aktyvumu. Nustatytas liazinis aktyvumas dviems pektiniams polisacharidams: PGA ir pektinui.
Taip pat tirtas fermenty termostabilumas skirtingy temperatiry salygomis. Optimaliausia
temperatiira liazéms skaidant abu substratus buvo 60 °C laipsniy; 40, 50 ir 70 °C temperatiiry
salygomis aktyvumas buvo mazesnis. Tiriant hidrolazinj aktyvuma paaiSkéjo, jog fermentiniame
tirpale esama hidrolazés, kuri hidrolizuoja tik pekting. Taciau lyginant su liaziniu, hidrolazinis

aktyvumas gautas labai mazas.
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Pektininius polisacharidus skaidan¢iy fermenty aktyvumas buvo tiriamas ir elektroforezés
gelivose, 1 kuriuos atskirai ipolimerinta PGA arba pektinas. Po inkubavimo 60 °C laipsniy
salygomis abejose geliuose gautos aiskios Sviesesnés zonos ties fermento, skaidancio substrata,
juostele. Sulyginus su baltyminiu zymeniu, nustatyta fermento ~60-70 kDa molekuliné masé.
Yra zinoma, jog kity termofiliniy bakterijuy pektinaziy molekuliné masé svyruoja nuo 20 iki 100
kDa (2 lentelé). TacCiau, pavyzdziui, dauguma Bacillus genties bakteriju produkuoja mazesnés
molekulinés masés pektinazes (Karbassi and Vaughn 1980; Hatada, Kobayashi et al. 2001;
Berensmeier, Singh et al. 2004). Literatiiroje esama duomeny, jog Sie fermentai gali biiti sudaryti
1§ keleto baltyminiy subvienety (Kozianowski, Canganella et al. 1997; Kluskens, van Alebeek et

al. 2003), tuo tarpu Siame darbe tai nenustatinéta.

Elektroforezes geliy metodu buvo tiriamas redukuojanciy salygu poveikis pektino ir PGA

liazei, taciau aktyvumas dél §io poveikio nesumazéjo.

Analizuojamy pektinoliziniy fermenty termostabilumas buvo ivertinamas elektroforezes
geli su 1 ji ijpolimerinta PGA arba pektinu inkubuojant skirtingy temperatiiry (50, 60 ir 70 °C)
salygomis. Po $io eksperimento buvo gauti beveik tokie pat rezultatai kaip ir nustatant liazini
aktyvuma, kai po fermentinio ir substratinio tirpaly inkubavimo viename reakcijos misinyje buvo

matuojamas OT>3s.

Siuo atveju po dazymo iSanalizavus gelj su PGA, nustatyta, jog Geobacillus sp. kamieno
Nr. 3 pektinazés aktyvumas didziausias buvo inkubuojant 60 °C temperatiiros salygomis. Esant
50 °C temperatiirai buvo stebima kiek siauresné degraduoto substrato zona, o 70 °C temperatiiros
salygomis stebétas aktyvumas buvo maziausias. Gelyje su pektinu po 2,5 val. inkubavimo gautos
daugmaz vienodo aktyvumo zonos nepriklausomai nuo to, kokiomis temperatiirinémis salygomis
buvo vykdoma reakcija. Taciau vizualus gelyje matomuy zony vertinimas néra toks tikslus kaip
OT matavimas. Tikétina, jog prailginus gelio su pektinu inkubavimo laika, rezultatai biity gauti

tokie pat kaip ir matuojant optini tanki.

Tiriant pH itaka buvo nustatyta, jog Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 pektinaze
efektyviausiai PGA ir pekting skaido esant pH 7.0. Kiek mazesnis aktyvumas stebétas prie pH
8.0. Tuo tarpu kai pH 6.0 ir pH 9.5, PGA buvo degraduojama daug lé¢iau, o gelyje su pektinu po
2 val. inkubavimo nebuvo matyti jokiy fermento aktyvumo poZymiy. Apskritai kalbant apie
bakterines pektinazés reikéty paminéti, jog dauguma jy yra aktyvios Sarminéje aplinkoje

(Miyairi, Ogasawara et al. 2004; Soriano, Diaz et al. 2005; Xiao, Bergeron et al. 2008).
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Taigi Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 PGA ir pektino liaz¢ didziausiu aktyvumu pasizymi
esant 60 °C temperatiiros ir pH 7.0 salygoms. Tuo tarpu, pavyzdziui, Geobacillus
stearothermophilus pektino liazei yra reikalinga 70 °C temperatiira ir pH 9.0, be to Sios pektino

liazés molekuliné masé tik 20 kDa (Karbassi and Vaughn 1980).

Apibendrinant Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 pektinoliziniy fermenty tyrimo rezultatus,
galima teigti, jog Sis kamienas sekretuoja du fermentus: liaze, kuri geba degraduoti du
pektininius substratus — PGA ir pektina. Sio fermento 60-70 kDa molekuliné masé¢ nustatyta
gelio elektroforezés metodu; ir pektino hidrolaze, kuri nustatyta naudojant DNS reagenta. Sios
pektinazeés aktyvumas gelyje, manoma, neiSrySkéjo tiek deél per maZos fermento koncentracijos,

tiek dél per mazo aktyvumo. Dél Siy priezas¢iy minétas fermentas detaliau nebuvo tirtas.
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ISVADOS

I8 80 termofiliniy endosporas formuojanciu bakterijy izoliaty, atrinkti du kamienai (Nr. 3 ir
Nr. 4.), pasizyméje didziausiu pektinoliziniu aktyvumu. Analizuojant 16S rRNR geno

seka, nustatytas $iy kamieny giminingumas Geobacillus thermodenitrificans rusiai.

Geobacillus sp. kamieno Nr. 3 kultirinio skys¢io sudétyje esantiems fermentams biidingas

PGA ir pektino liazinis bei pektino hidrolazinis aktyvumai.

Remiantis baltymy aktyvumo nustatymo gelyje metodu, identifikuota viena Geobacillus
sp. kamieno Nr. 3 sekretuojama ~60-70 kDa liazé, kuri geba degraduoti PGA ir pekting
tiek redukuojan¢iomis, tiek neredukuojandios salygomis. Sio fermento didZiausias

aktyvumas nustatytas esant 60 °C temperatiirai ir pH 7.0.
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THERMOSTABLE PECTIN-DEGRADING ENZYMES:
ANALYSIS OF PECTINOLYTIC ACTIVITY OF SOME GEOBACILLUS

Master thesis

Summary

Plants, bacteria and fungi are known to synthesize pectic polysaccharides degrading
enzymes called pectinases. These enzymes are important for plant growth and development, fruit
ripening, phytopathogenesis efc.

The aim of this study was to select biotechnologically important strains of endospore-
forming bacteria with the highest pectinolytic activity as well as characterize pectinolytic
enzymes from the crude protein extract.

8 out of 80 tested strains were selected for the experiments of growth curve measurement.
PCR and 16S rRNA gene sequence analysis ascertained that two pectinolytic strains with the
highest activity are closely related to Geobacillus thermodenitrificans NG80-2. Accordingly,
these two strains were named Geobacillus sp. strain No. 3 and No. 4. Further analysis was
performed with Geobacillus sp. strain Nr. 3 which was grown in the liquid medium with pectin.
The crude protein extract was prepared using supernatant of the culture and then analysed
spectrofotometrically for lyases and hydrolases activity, pectic substrates specificity, and
thermostability. For further examinations electrophoretic and zymografic analyses were used.

It was demonstrated that Geobacillus sp. strain No. 3 secretes at least two enzymes: pectin
and polygalacturonic acid lyase and pectin hydrolase. For lyase, molecular mass (60-70 kDa),

temperature optimum (60 °C) and pH optimum (7.0) were determined.
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