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[VADAS

Ilga Zzmonijos gyvavimo laikotarpi iSkastinis kuras buvo ne tik energijos Saltinis, bet ir
viena svarbiausiy chemijos pramonés zaliavy. Senkant jo iStekliams ir tuo paciu didéjant
vartojimo poreikiams bei su tuo susijusiai aplinkos tarSai, pradéti atsinaujinanéiy energijos,
zaliavy Saltiniy naudojimo technologiju tyrimai ir kiirimas. Augaly sintetinamy polisacharidy,
tokiy kaip celiuliozé ir hemiceliuliozé, biokonversija i kura arba pramoning reik§me turincias
medziagas — viena perspektyviausiy sriciy.

Ksilanas yra vienas 1§ daZniausiai gamtoje sutinkamy polisacharidy, jis yra pagrindiné
hemiceliuliozés sudedamoji dalis. Efektyviai ksilano degradacijai reikalingas sinergetinis
poveikis (vairiy ksilanoliziniy fermenty, tokiy kaip endo-ksilanazés, B-ksilozidazes, a-
gliukuronidazés, a-arabinofuranozidazés ir esterazés (Hwang ir kt., 2010). Siuos fermentus
sintetina jvairioms sistematinéms grupéms priklausantys prokariotiniai ir eukariotiniai
mikroorganizmai. Svarbiausia vaidmeni 1§ visu ksilano degradacijoje dalyvaujanéiy fermenty
atlieka endo-1,4-B-ksilanazés, nes jos inicijuoja ksilano polimero skaidyma iki
ksilooligosacharidy. Sis procesas turi platy pritaikyma popieriaus ir maisto pramonéje bei pasary
gamyboje (Collins ir kt., 2005). O pastaraisiai metais ypac didelio démesio sulauké potencialus
ksilanaziy panaudojimas biokuro pramon¢je (Dodd ir Cann, 2009; Chatterjee ir kt., 2010).

Fermentai ne visada pasiZzymi tokiomis savybémis, kurios uztikrinty ju sékminga
pritaikyma pramoniniuose procesuose. Ribojanciais veiksniais gali biiti nepakankamas fermento
procesyvumas, efektyvus veikimas tik siaurose pH ribose ar siaurame temperatiiry intervale.
Todél naujy fermenty paieska yra aktuali ir aktyviai plétojama sritis, ypatinga démesi skiriant
termofiliniy prokarioty fermenty paieSkai, kadangi jie pasizymi unikaliomis savybémis:
termostabilumu, atsparumu denatiiracijai ir proteolizei. Tuo remiantis ir buvo suformuluotas
darbo tikslas — termofiliniy bakteriju ksilanaziy paieska, geno klonavimas ir fermento savybiy
nustatymas.

Darbo tikslui igyvendinti keliami uZdaviniai:

1. Termostabiliy ksilanaziy producenty paieska.
2. Ksilanazés geno klonavimas ir ekspresija E. coli lastelése.

3. Rekombinantinio fermento savybiy nustatymas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Ksilanas

Ksilanas kartu su celiulioze ir ligninu yra pagrindiniai augaly lasteliy sieneliy
struktiiriniai komponentai saveikaujantys tarpusavyje kovalentiniais ir nekovalentiniais rySiais.
Manoma, jog $iy polimery formuojamose struktiirose ksilanas atlicka jungiancia funkcija
uztikrindamas augaly lasteliy sieneliu vientisuma (Dhiman ir kt., 2008). Tai pagrindinis
hemiceliuliozés komponentas ir antras pagal paplitima polisacharidas gamtoje, sudarantis
apytiksliai viena tre¢iaja dalj atsinaujinanéios organinés anglies Zeméje (Saha, 2003).

Daugiausiai ksilano randama gaubtasekliy augaly kietmedyje (15-30 % lasteliy sieneliy
sudéties), maziau plikas¢kliy augaly medienoje (7-10 %) (Collins ir kt., 2005). Ksilanas
dazniausiai biina lokalizuotas antrin¢je augaly lasteliy sieneléje, taCiau kartais randamas ir
pirmin¢je sieneléje. Ksilano struktiira ivairuoja tarp skirtingy augaly rasiy: B-1,4-D-
ksilopiranozilo vienetai, kurie sudaro pirming homopolimering granding, gali biiti pakeisti
Soninés gradinés gliukuronopiranozilo, 4-O-metil-D-gliukuronopiranozilo, a-L-

arabinofuranozilo, acetilo, ferulolo ir p-kumarolo grupémis (1.1 pav.) (Beg ir kt., 2001).

(a)
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1.1 pav. (a) Ksilano struktiira ir fermentai dalyvaujantys jo hidrolizéje. (b) Ksilooligosacharidy hidrolizé
vykdoma B-D-ksilozidazés (Collins ir kt., 2005).



Pavyzdziui, kietmedyje ksilano molekulés sudarytos i§ O-acetil-4-O-metilgliukuronoksilano,
plikasékliy medienos ksilang sudaro arabino-4-O-metilgliukuronoksilanas, o vienmeciy augaly
ksilanas dazniausiai btina arabinoksilanas (Collins ir kt., 2005). Linearizuotas, neturintis
pakaitiniy grupiu ksilanas recCiau sutinkamas gamtoje. Jo randama esparto zol¢je, tabako
stiebuose bei kai kuriuose jury dumbliuose (Beg ir kt., 2001). Ksilano polimerizacijos laipsnis
taip pat kinta priklausomai nuo medienos tipo, paprastai kietmedzio ksilana sudaro 150-200 B-
ksilopiranoziniy liekany ilgio grandinés, o plikase¢kliy medienos ksilang — 70-130 (Saha, 2003).
Ksilanas, lyginant su kitais paplitusiais biologiniais polimerais, chemiSkai gana
heterogeniSka bei kompleksiSka medziaga, kurios efektyviam degradavimui reikalingos
multifermentinés sistemos (1.1 pav.). Tokios sistemos (pagrinde i§ ksilanaziy bei eilés kity

fermenty) pakankamai placiai paplitusios tarp bakterijy ir gryby.
1.2 Ksilanaziy klasifikacija

Pagrindiniai ksilano hidrolizéje dalyvaujantys fermentai yra endo-1,4-p-ksilanazés (EC
3.2.1.8) ir endo-1,3-B-ksilanazés (EC 3.2.1.32), kurie atsitiktinai skelia atitinkamai (1—4)-3-D-
ksilozidinius ir (1—3)-B-D-glikozidinius rySius ksilano polimere. Ksilano degradacijoje
dalyvauja ir visa eil¢ kity fermenty: B-D-ksilozidazés (EC 3.2.1.37) - atskelia ksilozés
monomerus nuo trumpu ksilooligosachariduy bei ksilobiozés; a-L-arabinofuranozidazés (EC
3.2.1.55), a-D-gliukuronidazés (EC 3.21.139), acetilksilano esterazés (EC 3.2.1.72), ferulo
rugsties esterazés (EC 3.1.1.73) ir p-kumaro rugsties esterazés (EC 3.1.1.-) - katalizuoja
Soniniy grupiy pasalinima.

Ksilanaziy ivairove, ju fizikochemines savybes, struktiiras bei specifinius aktyvumus
lemia ju substrato ksilano heterogeniskumas ir kompleksiSkumas. Pirma Siy fermenty
klasifikacija buvo pasitilyta Wong ir bendraautoriy 1988 metais. Si klasifikacija buvo pagrista
ksilanaziy fizikocheminémis savybémis. Tokiu biidu, jos buvo suskirstytos 1 2 grupes: mazos
molekulinés masés (<30 kDa) ir Sarminio p/, bei didelés molekulinés masés (>30 kDa) ir
rugstinio pl. Taciau, atsirado daug iSimciy, kurias pagrinde sudaré grybinés prigimties
ksilanazes, kurios negali buti klasifikuojamos pagal $ia sistema.

Siuo metu taikoma tobulesné klasifikacijos sistema, leidZianti sugrupuoti ne tik
ksilanazes, bet ir bendrai visas glikozidazes (EC 3.2.1.x) bei nustatyti evoliucinus rysius tarp Siy
fermenty. Si sistema remiasi pirminés struktiros katalitiniu domeny palyginimais ir grupuoja
glikozidhidrolazes | Seimas pagal giminingas aminorigsciy sekas (Cantarel ir kt., 2008).
Fermentai priklausantys tai paciai Seimai turi panaSia trimatg struktiira ir molekulinius

mechanizmus, bei manoma, kad jie turi pana$ius specifiSkumus maziems, tirpiems, sintetiniams
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substratams (Collins ir kt., 2005). Be to, kai kurios glikozidhidrolaziy S$eimos turin¢ios
giminingas trimates struktiras gali buti grupuojamos i ,.klanus* (GH-A — GH-N).

Glikozidhidrolaziy klasifikacijos sistemoje dauguma ksilanaziy yra priskiriamos 10 ir 11
Seimoms. TacCiau fermentai pasiZymintys ksilanaziniu aktyvumu dar randami 5, 8, 16, 26, 43, 52
ir 62 Seimose. Pagal CAZy (carbohydrate-active enzymes) duomenuy bazg, katalitinius domenus
su 1,4-B-ksilanaziniu aktyvumu turi tik fermentai priklausantys 5, 8, 10, 11, 43 Seimoms. O 1,3-
B-ksilanaziniu aktyvumu pasizymintys fermentai randami tik 10 ir 26 Seimose. Kitoms Seimoms
(16, 52 ir 62) priskiriami fermentai yra bifunkciniai, turintys du katalitinius domenus.
Pavyzdziui, Ruminococcus flavefaciens fermento viena katalitini domena sudaro ksilanaze
priklausanti 11 $eimai, o kita — lichenazé i§ 16 Seimos (Collins ir kt., 2005). Sis bifunkcinis
fermentas priskiriamas abiem Seimoms. Zemiau yra trumpai pateiktos aukiiau minéty
glikozidhidrolaziy Seimy charakteristikos.

5 glikozidhidrolaziy Seima yra laikoma viena didZiausiy, nes visi jai priklausantys
fermentai pasiZymi labai skirtingais aktyvumais, ir tik septynios aminoriigsciy liekanos yra
konservatyvios tarp visy $ios Seimos atstovy (Collins ir kt., 2005). Ksilanazés (EC 3.2.1.8)
priklausancios $iai Seimai skiriasi substrato specifiSkumu: kai kurios yra specifiskos tik ksilanui,
o kitos gali turéti tiek karboksimetilceliuliazinj, tiek ir ksilanazini aktyvumus (Collins ir kt.,
2005). 5 Seimos trimate katalitinio domeno struktiira sudaro (o/B)s statiné (1.2 pav., (a)). Si
Seima priskiriama GH-A klanui.

8 glikozidhidrolaziy Seimai priklausanciy ksilanaziy yra apraSyta tik kelios. Visos jos
pasizymi specifiSkumu tik ksilanui. Trimate¢ Siy ksilanaziy struktiira sudaro (o/a)s statiné (1.2
pav., (b)). Si $eima priskiriama GH-M klanui.

10 glikozidhidrozaliy Seimg sudaro endo-1,4-B-ksilanazés (EC 3.2.1.8) ir endo-1,3-B-
ksilanazés (EC 3.2.1.32). Sie fermentai yra specifiski ne tik ksilanui, bet ir kai kuriems mazos
molekulinés masés celiuliozés substratams, pavyzdziui, aril-p-celobiozidams (Ducros ir kt.,
2000). Be to, ksilanazés priklausanCios S§iai Seimai labai efektyviai skaldo trumpus
ksilooligosacharidus (Collins ir kt., 2005). Tai rodo, kad jos yra specifiSkesnés mazos
molekulinés masés substratams. Sios $eimos ksilanazés turi didele molekuling mase ir Zema pl.
Trimatg katalitinio domeno struktiirg sudaro (o/B)s statiné (1.2 pav., (c)) ir ji priklauso GH-A
klanui. Panasia trimate struktiirg turi 5 Seimos ksilanazés (1.2 pav., (a)).

11 glikozidhidrolaziy Seimai priklauso ksilanazes (EC 3.2.1.8), kurios yra specifiskos
tik D-ksiloze turintiems substratams. Siy fermenty katalitinis aktyvumas yra Zemesnis palyginus
su 10 Seimos ksilanazémis. Galutiniai jy hidrolizés produktai yra ksilobiozé ir ksilotrioze, tuo
tarpu ksilanaziy i§ 10 Seimos — ksilozé (Berrin ir Juge, 2008). Be to, 11 Seimos ksilanazés

efektyviausiai skaldo ilgas ksilooligosacharidy grandines ir yra specifiSkesni didesnés



molekulinés masés substratams nei 10 Seimos atstovai (Berrin ir Juge, 2008). Ksilanaziy
priklausan¢iy 11 Seimai molekuliné masé yra maza, o p/ Sarminis. Trimatg struktiira sudaro [3-
klostés formuojandios dvisluoksng iduba, kuri apgaubia katalitini centra (1.2 pav., (d)). Si
glikozidhidrolaziy Seima priklauso GH-C klanui.

43 glikozidhidrolaziy Seimoje nustatytas tik vienas fermentas pasizymintis ksilanaziniu
ir  a-L-arabinofuranozidaziniu aktyvumais. Sio fermento fizikocheminés ir funkcinés
charakteristikos néra nustatytos. 43 Seimai priklausanciy fermenty trimate¢ struktiira sudaro ,,5-

fold B-propeller* (1.2 pav., (e)). Ji priskiriama GH-F klanui.

1.2 pav. Trimatés ksilanaziy strukttiros. (a) Erwinia chrysanthemi 5 Seimos ksilanazé; (b)
Pseudoalteromonas haloplanktis 8 Seimos ksilanazé; (c) Geobacillus stearothermophilus 10 $eimos
ksilanaze; (d) Bacillus subtilis 11 Seimos ksilanaz¢; (e) Cellvibrio japonicus 43 Seimos arabinazeé (pagal
NCBI duomeny bazg).

1.3 Ksilanaziy struktiira

Prokarioty ksilanazése dazniausiai sutinkami dviejy tipy domenai: katalitinis ir ksilana
(XBD) arba celiulioz¢ (CBD) suriSantys domenai (1.3 pav.). Dazniausiai Sie fermentai turi tik 1
katalitini domena. Taliau, yra parodyta, kad ksilanazés gali ju turéti ir 2. Pavyzdziui,
Fibrobacter succinogenes XynC ksilanazg sudaro 2 katalitiniai domenai: A ir B, pasiZymintys
1,4-B-ksilanaziniu aktyvumu, ir 1 nekatalitinis - C (Zhu ir kt., 1994). Visi 3 domenai sujungti per
poliserinines jungtis. A ir B domeny aminortig§¢iy panaSumas sudaro tik 54 % ir jie abu
priskiriami 11 glikozidhidrolaziy Seimai (Zhu ir kt., 1994). Ksilana, celiulioz¢ bei kitus cukrus
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suriSantys domenai priskiriami angliavandenius suriSantiems moduliams (CBMs). Remiantis
struktiiriniais ir funkciniais panaSumais Sie baltymy moduliai pagal CAZy duomeny bazg yra
grupuojami | Seimas. Pagrindiné tokiy moduliy funkcija yra padidinti fermento riSimasi prie
substrato, kas lemia efektyvesni jo degradavima (Berrin ir Juge, 2008). Kai kurios bakterijos
sintetina ksilanazes turin¢ias ne tik aukSciau iSvardintus domenus, bet taip pat ir
termostabilizuojancius domenus bei dokerinus, dalyvaujancius prisijungime prie multidomeniniy

kompleksy (1.3 pav.).

Caldibacillus cellulovorans XynA B xeb] _GH10  [cenujlicep iy
Clostridium thermocelium XynY B TSD | GH10 [ TSD Il FE |

Caldicellulosiruptor sp. Rt69B.1 XynC EL.1SD [ TSD [ GHi0  Jceomelcep biilico ol GH43  [CBD Vi

Caldicellulosiruptor sp. Rt69B.1 XynB E.1SD_ [ TSD [ TSD | GH10 _ [CBDIX[CBDIX Y 2 [=[7]»]

AT

Thermotoga maritima XynA TSD [ TSD | GH10  [CBDIX]CBDIX]

AN

Cellulomonas fimi XynC NodB | TSD [ GH10 [CBDIXICBDIX[ ? |

[

Caldicellulosiruptor sp. Rt8B.4 XynA TSD | TSD [ GH10 |

AN

TSD | GHi0 [T

GH11 [ 15D [ AXE
1 200 ar.
GHT1__J 15D GH16 ] S

Clostridium thermocellum XynC

Ruminococcus flavifaciens XynB

A

I

Ruminococcus flavifaciens XynD

1.3 pav. Ksilanaziy domeny struktiiros. XBD, ksilang suriSantis domenas; TSD, termostabilizuojantis
domenas; CBD, celiulioze suriSantis domenas; GH10, GH11, GH16, GH43, atitinkamai 10, 11, 16 ir 43
glikozidhidrolaziy Seimy domenai; AXE, acetilksilano esterazé; FE, ferulo riigsties esterazé; D,
dokerinas; ?, domenas, kurio funkcija néra zinoma (Sunna ir kt., 2000).

Kadangi ksilanas, kaip jau minéta, yra heterogeniSkas polimeras, daugelis
mikroorganizmy prisitaiké sintetinti nuo keliy iki keliolikos ksilanaziniy fermenty. Tokie
fermentai gali turéti skirtingas struktiiras bei skirtingus specifinius aktyvumus. Pavyzdziui,
aktinobakterija Streptomyces thermonitrificans NTU-88 sekretuoja 19 ksilanoliziniy fermenty
(Cheng ir kt., 2009). Manoma, kad tokj fermenty skaiciy salygoja keletas ekspresuojamy genuy,
potransliacinés modifikacijos ir/arba proteolizé. Kai kurie mikroorganizmai lasteliy pavirSiuje
turi multifunkcinius fermenty kompleksus vadinamus ksilanosomomis. Tokie kompleksai atlicka
svarby vaidmeni hemiceliuliozés degradacijoje. Pavyzdziui, Butyrivibrio fibrisolvens H17c
ekstralastelinj ksilanosomini kompleksa sudaro 11 fermenty turin¢iy ksilanolizini aktyvuma, bei
3, pasizymintys endogliukanaziniu aktyvumu (Beg ir kt., 2001). Sio komplekso molekuliné masé

siekia daugiau nei 669 kDa.
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1.4 Ksilanaziy biosintezés reguliacija

Dauguma ksilanaziy yra sekretuojamos 1 uzlasteling aplinka, dél to kad didelés
molekulinés masés substratas (ksilanas) negali patekti i mikroorganizmo lastele. Sie fermentai
gali biiti indukuojami arba sintetinami konstitutyviai. Manoma, kad dazniausiai konstitutyviai
sintetinami nedideli ksilanaziy kiekiai atpalaiduoja ksilooligomerus, kurie toliau yra pernesami i
lastele (Collins ir kt., 2005). Lasteléje esancios B-ksilozidazés ir vidulastelinés ksilanazés vykdo
tolesni ksilooligomery degradavima. O susidariusios ksilozés molekulés indukuoja ksilanaziy
sintezg. Taip pat yra apraSyta nemazai ksilanaziniy fermenty, kurie gali buti indukuojami ir kitais
junginiais: L-sorboze, laktoze, arabinoze, riboze, aviceliu, karboksimetilceliulioze bei
lignoceliulioziniais substratais (Dhiman ir kt., 2008). Be to, kai kurtuose Bacillus, Streptomyces
ir Staphylococcus gen¢iy kamienuose ksilanaziy produktyvuma didina aminoriigi¢iy buvimas
terpéje (Beg ir kt., 2001). Taciau, kai kuriais atvejais, lengvai isisavinami cukrai, tokie kaip

gliukoze, ksilozé ir riboze, gali veikti kaip ksilanaziy sintezés represoriai (Dhiman ir kt., 2008).

1.5 Glikozidhidrolaziy katalitinis mechanizmas

Ksilanazés priklauso  produkto anomering konformacija iSlaikantiems  bei
invertuojantiems fermentams (1.5 pav.). Glikozidiniy rySiy hidrolizé vyksta riigStinés katalizés
biidu, suderintai veikiant dviems aminortigS§tims. Produkto anomering konformacija iSlaikanc¢iy
ksilanaziy atveju, hidrolizéje dalyvauja 2 glutamato liekanos: viena veikia kaip protony donoras,
o kita — kaip nukleofilas. Si reakcija vyksta dvigubo pakeitimo mechanizmu (1.5 pav., (1)), o
susidares produktas yra tokios pacios konformacijos kaip ir substratas (Davies ir Henrissat,
1995). Toks hidrolizés tipas biidingas fermentams priklausantiems 5, 10 ir 11 glikozidhilrolaziy
Seimoms. Produkto anomering konformacija invertuojanciy ksilanaziy atveju dalyvauja
glutamato ir aspartato liekanos, o hidrolizés reakcija vyksta viengubo pakeitimo mechanizmu
(1.5 pav., (2)). Sios reakcijos metu susidariusio produkto konformacija yra prie§inga substratui
(Davies ir Henrissat, 1995). Toks hidrolizés tipas biidingas 8 ir 43 glikozidhidrolaziy Seimoms

priskiriamiems fermentams.
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1.5 pav. Glikozidhidrolaziy veikimo mechanizmai. Produkto anomerinés
konformacijos (1) ilaikymas ir (2) invertavimas (Collins ir kt., 2005).

1.6 Termofiliniy bakterijy ksilanazés

Termofiliniy bei hipertermofiliniy mikroorganizmy sintetinamos ksilanazés dazniausiai
pasizymi dideliu stabilumu aukStose temperatiirose. Pramoniniu pozitiriu $i savybé yra ypac
svarbi. PavyzdZiui, naudojant aukStesnes temperatiiras imanoma iSvengti daznai paplitusiy
mezofiliniy mikroorganizmy uzkrato (Haki ir Rakshit, 2003). AukStesnése temperatiirose
cheminés reakcijos vyksta greifiau, o tai savaime pramonini procesa daro ekonomiskesniu ir
pelningesniu.

Termostabilios ksilanazés pagrinde priklauso 10 ir 11 glikozidhidrolaziy Seimoms ir yra
i8skiriamos 1§ (vairiy bakteriju: Thermotoga sp., Rhodothermus marinus, Geobacillus sp.,
Clostridium sp., Caldibacillus sp., Streptomyces sp., Caldicellulosiruptor sp. ir kity. PavyzdZiui,
XynA, viena termostabiliausiy iki Siol aprasyty endo-1,4-B-ksilanaziy, kurios optimali

temperatiira siekia 105 °C, iskirta i§ Thermotoga sp. FjSS3-B kamieno (Simpson ir kt., 1991).
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Remiantis seky palyginimais, kristalinés struktiiros analize, kryptingos bei atsitiktinés
mutagenezes metodais nustatyta, kad mezofilinés ir termofilinés ksilanazés yra labai panaSios, o
padidinta stabiluma auksStose temperatiirose lemia tik nedidelés modifikacijos (Collins ir kt.,
2005). Tokias modifikacijas salygoja didesnis vandenilio ry$iy ir drusky tilteliy skaicius,
termostabilizuojan¢iy domeny tandeminiai pasikartojimai, hidrofobinés ir elektrostatinés
saveikos bei disulfidiniai tilteliai, iSsidést¢ pagrinde N- arba C- galuose. Yra parodyta, kad
pasalinus termostabilizuojanti domena i§ Clostridium thermocellum XynX ksilanazés, jos
optimali temperatiira sumazé¢ja 5-10 °C (Shin ir kt., 2002). O pavyzdziui, Bacillus subtilis 11
Seimos ksilanazés termostabilumas buvo padidintas pakeitus kelias aminortigstis kryptingos
mutagenezés metodu (Miyazaki ir kt., 2006). To pasekoje padidéjo hidrofobiSkumas tarp
monomery, kas lem¢ didesni Sio baltymo stabiluma aukStose temperatiirose. Be to, nustatyta, kad
papildomai jvestas disulfidinis tiltelis padidina XynA ksilanazés 1§ Geobacillus
stearothermophilus 236 kamieno termostabiluma 5 °C (Jeong ir kt., 2007). Taip pat yra parodyta,
kad Geobacillus stearothermophilus XT6 ksilanazéje kryptingos mutagenezés metodu pakeitus
13 aminoriigs¢iy optimali fermento temperatira padidé¢jo 10 °C, o katalitinis efektyvumas

padidéjo net 90 % (Zhang ir kt., 2010).
1.7 Geobacillus genties bakterijy ksilanazés

Fermentai pasizymintys endo-1,4-B-ksilanaziniu aktyvumu, kurie randami Geobacillus
gentyje priklauso 10, 11 ir 43 glikozidhidrolaziy Seimoms. Visos iki §iol Sioje gentyje nustatytos
ksilanazés, remiantis aminortigS§ciy seky palyginimais, yra gana panasios. Dauguma ksilanaziniy
fermenty aptikta atlikus Geobacillus sp. Y412MC52, Geobacillus sp. C56-T3 ir G.
thermodenitrificans NG80-2 kamieny genomy sekoskaita. Siuo metu iskirtos ir apradytos yra tik
G. stearothermophilus T-6 (Khasin ir kt., 1993), Geobacillus sp. MT-1 (Wu ir kt., 2006), G.
stearothermophilus 21 (Baba ir kt., 1994), G. thermoleovorans (Sharma ir kt., 2007) ir
Geobacillus spp. (Sabriye ir kt., 2007) kamieny ksilanazés.

Ksilanazés 1§ Geobacillus genties yra panaSios ne tik aminoriigsciy seky atzvilgiu, bet ir
dazniausiai pasizymi panaSiomis savybémis. G. stearothermophilus T-6 ksilanazés optimali
veikimo temperatiira yra 65 °C, ir esant Siai temperatiirai baltymas iSlieka stabilus daugiau nei 10
valandy. DidZiausias Sios ksilanazés aktyvumas nustatytas tarp pH 6,5 ir 7,0. Be to, Sis fermentas
pasizymi nedideliu endo-1,4-B-gliukanaziniu aktyvumu (Khasin ir kt., 1993). Geobacillus sp.
MT-1 natyvios ir rekombinantinés ksilanaziy optimali veikimo temperatiira yra 70 °C. Abi Sios
ksilanazés, skirtingai nuo G. stearothermophilus T-6 ksilanazes, yra stabilios esant 55 ir 60 °C
temperatiiroms iki trijuy valandy (Wu ir kt., 2006). O ju pH optimumas natyvaus baltymo atveju
yra 6,5 ir rekombinantinio — 7,0. Apie Geobacillus sp. MT-1 ksilanaziy substraty specifiSkuma
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duomeny néra. G. thermoleovorans ksilanazés optimalios veikimo salygos, skirtingai nuo
auk$¢iau minéty, yra pH 8,5 bei 80 °C temperatira (Sharma ir kt., 2007). Be to, $i ksilanazé
nepasizymi celiuliaziniu aktyvumu. Sabriye ir bendraautoriai 2007 metais iSskyré i§ karStyju
versmiy 11 Geobacillus sp. kamieny pasizymin¢iy ksilanaziniu aktyvumu. Septyniuose i§ Siy
kamieny taip pat nustatytas ir arabinofuranozidazinis aktyvumas. Atsizvelgiant i molekulines
baltymy mases, ksilanaziniai fermentai sudaré 3 grupes. Optimalios Siy ksilanaziy veikimo
temperatiiros varijavo nuo 65 iki 80 °C, o optimalios pH reik§més — nuo 7 iki 8.

Geobacillus gentyje nustatytos ne tik endo-1,4-B-ksilanazés, bet ir visa eilé fermenty
dalyvaujan¢iy  ksilano  hidrolizéje:  B-ksilozidazés (Sharma ir kt., 2007), o-L-
arabinofuranozidazés (i§ genomo sekoskaitos), arabinazés (Takao ir kt., 2002) bei a-D-

gliukuronidazés (Zaide ir kt., 2001).

1.8 Ksilanaziy panaudojimas

Pastaraisiais metais ypa¢ daug démesio yra skiriama naujy termostabiliy ksilanaziy
producenty paieskai ir tyrin¢jimams dél pladiy Siy fermenty praktinio pritaikymo galimybiy.
Pagrindiné ksilanaziy panaudojimo pramonéje sritis yra popieriaus gamyba. Tuo paciu kartu su
kitais fermentais jos yra taikkomos maisto pramonéje, pasary ruoSime bei biokonversijoje.

Popieriaus pramonéje ksilanazés naudojamos medienos masés balinimo procese.
Tamsia medienos masés spalva salygoja lignino buvimas, todél pagrindinis balinimo etapas yra
jo pasalinimas 1§ medienos masés (Subramaniyan ir Prema, 2002). Kaip jau minéta,
hemiceliuliozé¢ atlieka jungian¢ia funkcija tarp augaly lasteliy sieneliy komponenty, ji yra
kovalentiskai susiriSus su ligninu. Panaudojant ksilanazes medienos masés balinimo etape,
hemiceliuliozé yra apardoma, tod¢l ligninas yra daug lengviau paSalinamas. Be to, tai leidzia
sumazinti balinimo procese naudojamo chloro ir susidaranciy nuodingy chloro junginiy kieki
(Haki ir Rakshit, 2003). Medienos masés apdorojimas ksilanazémis taip pat pagerina gaminamo
popieriaus kokybe — padidina jo tvirtuma. Popieriaus pramon¢je naudojamos ksilanazés neturi
pasizymeti celiuliaziniu aktyvumu, jos taip pat turi biiti stabilios aukStose temperatiirose ir
Sarminiame pH (Dhiman ir kt., 2008). Yra parodyta, kad sinergetinis ksilanaziniy ir
pektinoliziniy fermenty veikimas pagerina medienos masés balinimo efektyvuma bei sumazina
Siame procese naudojamo chloro kieki 25% (Kaur ir kt., 2010).

Maisto pramonéje ksilanazes yra placiai taikomos duonos gaminimo procese. Griidduose
arabinoksilanas yra antras pagal daznuma polisacharidas (Subramaniyan ir Prema, 2002).
Substraty, turin¢iy sudétyje arabinoksilana, apdorojimas ksilanazémis sumazina jy klampumg ir
tuo pagerina juy maisting vertg (Collins ir kt., 2005). Kartu su kitais fermentais, hidrolizuojanciais

augaly lasteliy sienele, ksilanazés padidina duonos teslos minks§tuma, ji tampa nelimpanti, kas
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labai palengvina jos gaminima (Butt ir kt., 2008). IS tokios teslos pagaminta duona ilgesni laika
iSlieka puri ir minksta, 1é¢iau sudzitsta. Ksilanazés kartu su pektinoliziniais fermentais taip pat
naudojamos sul€iy, nektary, aliejy bei vyny nuskaidrinimui (Collins ir kt., 2005).

Dar viena ksilanaziy pritaikymo sritis — pasary gamyba gyvuliams (silosas). Veikiant
ksilanazémis augaly sienelés suminkStinamos, kas palengvina augaly masés virSkinima
(Khandeparker ir Numan, 2008). Tokiu biidu pasarai tampa maistingesni ir sumazéja kiekis,
kurio reikia vienam gyvuliui iSmaitinti.

Siuolaikiné pramoné neatsiejamai susijusi su i$kastinio kuro naudojimu. Senkant jo
iStekliams pradéta intensyvi alternatyviy kuro Saltiniy paieSka. Augaly masés konversija i
biokura — vienas 1§ galimy problemos sprendimo biidy. Tod¢l pastaraisiais metais ypa¢ didelio
démesio sulauké ksilanaziy pritaikymas biokuro (etanolio) gamyboje. Manoma, kad ateityje
potencialus biokuro Saltinis galéty biiti daugiametés zolés, pavyzdziui, Miscanthus giganteus
arba Panicum virgatum, d¢l auksto ju derlingumo ir minimaliy reikalavimy auginimui (Heaton ir
kt., 2008). Pilnai hidrolizuojant augaly lasteliy sieneliy polisacharidus (celiuliozg ir ksilang)
gaunami angliavandeniai, tokie kaip ksilozeé, gliukozé ir arabinozé, kurie toliau gali buti
fermentuojami iki etilo alkoholio. Pramoninéje etanolio gamyboje naudojamos mielés
Saccharomyces cerevisiae 1ir bakterijos Zymomonas mobilis nefermentuoja ksilozeés ir
arabinozés, todél Siuo metu intensyviai ieSkoma naturaliai gamtoje sutinkamy arba genetisSkai
modifikuoty mikroorganizmy, kurie galéty fermentuoti monosacharidus i§ hemiceliuliozés
(Dodd ir Cann, 2009). Ksilanazés dar taikomos ksilano biokonversijoje iki ksilitolio, kuris
naudojamas kaip naturalus maisto saldiklis (Dhiman ir kt., 2008). Ksilitolis taip pat jeina | danty
pastos sudéti: veikia kaip antimikrobinis agentas bei stiprina dantis.

Ksilanazés taip pat naudojamos ir kitose pramonés srityse: kavos apdorojime ir tirpios
kavos gamyboje; detergenty pramongje; polisacharidy, kurie pasizymi antimikrobinémis
savybémis prie§ gramteigiamasias bakterijas ir Helicobacter pylori, gamyboje; augaly lasteliy

protoplasty gavime; rieSuty ir vyny aromatizavimo procesuose (Dhiman ir kt., 2008).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Applichem, Vokietija

BIO-RAD, JAV

FERAK, Vokietija

UAB ,,Fermentas®, Liectuva

FLUKA, Svedija
LONZA, Sveicarija
MACHEREY-NAGEL,
Vokietija

MERCK, Vokietija

OXOID, Anglija
REANAL, Vengrija
ROTH, Vokietija

SERVA, Vokietija
SIGMA, Vokietija

AB ,,VILNIAUS DEGTINE,

Lietuva

2.1 MEDZIAGOS

2.1.1 Reagentai

NDS, Tris, EDTA, glicerolis, sacharozé, Kongo raudonasis,
kalio natrio tartratas, ZnSO4, MnCl,, CoCl,, Na,SOs, NaH,POy,,
Na,HPO,4, FeSOy4

Kumasi me¢lynasis R-250, kumasi mélynasis G-250,
akrilamidas, bisakrilamidas

Triton X-100

BamHI ir Hindlll restrikcijos endonukleazés ir buferiniai
tirpalai restrikcijos reakcijoms, Genomic DNA Purification Kit,
InsTAclone™ PCR Cloning Kit, CloneJET™ PCR Cloning
Kit, DNR fragmenty ilgio standartai: MassRuler™ DNA
Ladder Mix, GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 6x dazas DNR
elektroforezei, Tag DNR polimerazé, Pfu DNR polimeraze,
baltymy molekulinés masés zymuo: PageRuler™™ Unstained
Protein Ladder, 50x TAE buferis, IPTG, X-gal

Avicelis, karboksimetilceliuliozé, ampicilinas

Agaroze

NucleoSpin® Extract Il DNR fragmenty valymo i§ agarozes
gelio rinkinys

NaOH, triptono sojos agaras, mieliy ekstraktas, propanolis,
agar-agaras, natrio acetatas, KCI, fosforo riigstis, HCI, acto
rugstis, APS

Neutralizuotas bakteriologinis peptonas

Bromfenolio mélis

TEMED, amonio sulfatas, metanolis, glicinas, kanamicinas,
etidZio bromidas,

DMSO

Jaucio serumo albuminas (BSA), ksilanas i$ berzo medienos,
CaCl,

Etanolis
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2.1.2 Bakterijy kamienai

Escherichia coli kamienai

DH5a: F-, ¢80dlacZAM15, recAl, endAl, gyrAB, thi-1, hsdR17(rx-, mg+), supE44,
relA1, deoR, A(lacZYA-argF) U169, phoA

BL21(DE3): F—, ompT, hsdSg(rs-, mg-), dem, gal, M\(DE3)

2.1.3 Mitybinés terpés

Termofilinio kamieno auginimui naudota triptono sojos agaro (TSA) terpe, kuri buvo
paruodta pagal gamintojo nurodymus. Sio kamieno savybé sekretuoti fermenta, pasizyminti
ksilanaziniu aktyvumu, buvo nustatyta naudojant ksilano agaro terpe (Battan ir kt., 2007). E. coli
kultivuota Luria-Bertani (LB) terpéje, kuri buvo paruosta pagal standartines metodikas

(Sambrook ir Russell, 2001).

2.1.4 Tirpalai ir buferiai

Plazmidinés DNR skyrimui, valymui ir elektroforetinei analizei naudoti standartiniai
tirpalai ir buferiai (Sambrook ir Russell, 2001). NDS-PAGE naudojami buferiai buvo pagaminti
pagal Rosenberg, 2005.

2.2 METODAI

2.2.1 Termofiliniy bakterijy skyrimas

[ 250 ml kolbutes iSpilstoma po 100 ml distiliuoto vandens, kuriame istirpinta 0,5 g
ksilano ir autoklavuojama. 1 g komposto pavyzdzio steriliai idedamas i kolbut¢ ir inkubuojama
aeruojant 6 val. Esant 60 °C temperatiirai. Daromi skiedimai 10%, 10° ir 10*, kurie po 100 pl
Spateliavimo biuidu i§séjami ant terpés su ksilanu (Battan ir kt., 2007). Inkubuojama 24 val. esant
60 °C temperatiirai. Skirtingos morfologijos bakteriju kolonijos atrenkamos ir i§gryninamos

klonuojant.

2.2.2 Ksilanaziniu aktyvumu pasiZyminciy termofiliniy bakterijy atranka

Ant terpés su ksilanu kamienai uzs¢jami bruksniais ir inkubuojami 24 val. esant 60 °C
temperatiirai. LekStelés dazomos Kongo raudonojo tirpalu ir plaunamos 1M NacCl tirpalu (Battan
ir kt., 2007). Kamienai, gebantys skaidyti ksilana, suformuoja geltonos spalvos zona aplink

bakterijy biomasg.
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2.2.3 Ksilanoliziniy fermenty produkcija laukiniame JK1 kamiene

Ksilanoliziniy fermenty produkcijai gaminama terpé [g 17': mieliy ekstraktas, 3,0;
ksilanas, 5,0; NaNOs, 3,0; K,HPO,, 2,5; NaCl, 1,0; pH 7,0], 1 kuria uzsé¢jama 5 % inokuliato
(OTs9 1,2). JK1 kamienas auginamas 60 °C , 180 rpm, kas 2 val. tikrinant ksilanolizini
aktyvuma Sulinéliy metodu.

2.2.4 Ksilanolizinio aktyvumo nustatymas Sulinéliy metodu

Petri leksteléje paruosiamas agarizuotas substratas [g 17 ksilanas, 5,0; agar-agaras, 15,0].
I Sulin¢lius ineSama po 100 pl supernatanto i§ terpés naudojamos ksilanoliziniy fermenty
produkcijai (zitiréti 2.2.20 skyrelj). Inkubuojama 60 °C, 24 val. Lekstelés dazomos 0,3 % Kongo
raudonojo tirpalu ir plaunamos 1M NaCl tirpalu. Geltonos spalvos zonuy susidarymas aplink

Sulinélius rodo ksilanolizini aktyvuma.
2.2.5 Baltymy nusodinimas amonio sulfatu

Po 10 val. JK1 kamieno kultivavimo lastelés nusodinamos, centrifuguojant 4 °C, 15 min,
7000xg greiCiu. Supernatantas nupilamas ir vykdomi 40 % ir 60 % (amonio sulfato isotinimo
laipsniai) baltymu frakcionavimai, maiSant tirpala magnetine maiSykle per nakti esant 4 °C
temperatiirai. Centrifuguojama 4 °C, 20 min, 12000xg greiciu. Nuosodinti baltymai istirpinami

Tris-HCI buferyje, pH 7,0. Toliau vykdoma dializé.

2.2.6 Bakterijy genominés DNR skyrimas

Genominé¢ DNR skirta naudojant Genomic DNA Purification Kit (Fermentas, Lietuva)

rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.
2.2.7 Ksilanaziy geny paieSka PGR metodu

Ksilanaziy geny paieskai PGR metodu buvo naudoti ksilanazéms specifiniai pradmenys
(GeXylF 5°-ATG CCC CAC AAT TGG ATC AAC-3° ir GeXyIR 5°-GGC GCA TCT TTT CCT
TTC CTT-3%).

PGR reakcijos salygos: pradiné denatiiracija 95 °C / 2 min; denattiracija 95 °C / 1 min,

lydymas 60 °C / 2 min, elongacija 72 °C / 3 min; galutin¢ elongacija 72 °C / 7 min.
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2.2.8 PGR produkto sekoskaita

PGR produkto (visy Siame darbe iSvardinty) sekoskaita buvo atlikta Biotechnologijos
instituto Sekvenavimo centre naudojant BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit rinkinj

(Applied Biosystems, JAV).

2.2.9 16S rDNR amplifikavimas

PGR reakcijoms naudoti universaliis pradmenys (27F 5°-GAG AGT TTG ATC CTG
GCT CAG-3° ir 1495R 5°-CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA-3°), skirti bakteriju 16S rDNR
amplifikavimui (Studholme ir kt., 1999).

PGR reakcijos salygos: pradiné denattracija 95 °C / 2 min; denatiiracija 95 °C / 1 min,
lydymas 50 °C / 2 min, elongacija 72 °C / 3 min (31 ciklas); galutiné elongacija 72 °C / 7 min.

16S rDNR PGR reakcijos produkty elektroforeting analizé 1 % agarozes gelyje atlikta
pagal standartines metodikas (Sambrook ir Russell, 2001).

2.2.10 16S rDNR PGR produkto valymas

16S rDNR produkto valymui i§ agarozinio gelio naudotas NucleoSpin® Extract II Kit

(MACHEREY-NAGEL, Vokietija). Valymas atliktas pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.11 16S rDNR Kklonavimas

16S rDNR PGR produktas klonuotas | pTZ57R/T klonavimo vektoriy, naudojant
InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas, Lietuva). Klonavimas atliktas pagal

gamintojo rekomendacijas.

2.2.12 Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidiné DNR i§ E. coli su iklonuoty 16S rRNR genu buvo skirta standartiniu

Sarminés lizés metodu (Sambrook ir Russell, 2001).

2.2.13 16S rDNR seky kompiuteriné analizé

Tiriamo kamieno 16S rDNR sekvenavimo rezultatai apdoroti naudojantis DNAStar
Lasergene v7.1.0 programiniu paketu. Seka buvo palyginta su NCBI duomeny bazeje esanciomis

sekomis naudojant MEGA 4 programinj paketa (Tamura ir kt., 2007).
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2.2.14 Filogenetiné analizé

Filogenetinei analizei naudotos Geobacillus genties bakterijy tipiniy kamieny 16S rDNR
sekos i§ NCBI duomeny bazés. Seky analizeé, atstumo matricy pagal Jukes — Cantor modelj
apskaiCiavimas ir filogenetinio medzio braizymas artimiausiy grupiy sujungimo metodu atlikti
naudojantis MEGA 4 programiniu paketu (Tamura ir kt., 2007). Filogenetinio medzio atskaitos

tasku pasirinktas Bacillus subtilis tipinis kamienas.

2.2.15 spo0A geno amplifikavimas ir filogenetiné analizé

spo0A geno amplifikavimas atliktas pagal Kuisieng ir kt., 2009. Tiriamo kamieno spo0A4
sekvenavimo rezultatai apdoroti naudojantis DNAStar Lasergene v7.1.0 programiniu paketu.
Filogenetinei analizei naudotos tipiniy bakteriju kamieny spo0A4 geny sekos (pagal Kuisieng ir
kt., 2009). Filogenetinio medZio braiZymas artimiausiy grupiy sujungimo metodu atlikti
naudojantis MEGA 4 programiniu paketu (Tamura ir kt., 2007). Filogenetinio medZio atskaitos
taSku pasirinktas Bacillus licheniformis ATCC 14580 kamienas.

2.2.16 Elektrokompetentiniy E. coli 1asteliy paruoSimas

Elektrokompetentinés E. coli DH5a ir BL21(DE3) lastelés paruostos ir transformuotos
elektroporacijos budu (Sambrook ir Russell, 2001).

2.2.17 Ksilanazés geno amplifikavimas

Ksilanazés geno amplifikavimui buvo naudoti specifiniai pradmenys: JulXylF 5°-GGT
CG | G ATC CCC CAT GTT GAA AAG ATC G-3¢ ir JulXyIR 5°-G GGG A | AG CTT TCA
CTT ATG ATC GAT AAT-3°, turintys unikalias restriktaziy kirpimo vietas (pabraukta).

PGR reakcijai naudota Pfu polimeraze.

PGR reakcijos salygos: pradiné denatiiracija 95 °C / 2 min; denattiracija 95 °C / 1 min,

lydymas 60 °C / 2 min, elongacija 72 °C / 3 min; galutin¢ elongacija 72 °C / 7 min.
2.2.18 Ksilanazés geno klonavimas j pJET1.2/blunt klonavimo vektoriy

Ksilanazés geno PGR produktas klonuotas | pJET1.2/blunt klonavimo vektoriy,
naudojant CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas, Lietuva). Klonavimas atliktas pagal
gamintojo rekomendacijas. Klonavimui naudotos elektrokompetentinés E. coli DHS5a

lastelés.
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2.2.19 Ksilanazés geno iSkirpimas

Ksilanazés geno iskirpimui i§ pJET1.2/blunt vektoriaus naudotos BamHI ir Hindlll

endonukleazés pagal gamintojo rekomendacijas (Fermentas, Lietuva).

2.2.20 Ksilanazés geno klonavimas j pET-28¢(+) ekspresijos vektoriy

pET-28c(+) ekspresijos vektorius sukerpamas BamHI ir Hindlll restrikcjos
endonukleazémis ir liguojamas su iSkirptu ksilanazés genu. Klonavimas atliktas pagal gamintojo
rekomendacijas (Novagen, Vokietija). Klonavimui naudotos elektrokompetentinés E. coli

BL21(DE3) lastelés.

2.2.21 Rekombinantinés ksilanazés ekspresijos optimizavimas

Rekombinantinés ksilanazés ekspresijos optimizavimas E. coli BL21(DE3) lastelése
atliktas keiCiant E. coli BL21(DE3) auginimo temperatiira (25, 30, 37 °C), naudojant skirtinga
IPTG koncentracija (0,1; 0,5 ir 1,0 mM) bei skirtinga indukcijos laika (4-12 val. intervale).

2.2.22 E. coli 1asteliy suardymas ultragarsu

Baltymy skyrimui 1§ E. coli BL21(DE3) lasteliy naudotas Sonics Vibra-cell
dizentegratorius. Po dezintegravimo, lasteliy nuolauzos paSalinamos centrifuguojant 20 min,

10000 x g.

2.2.23 Rekombinantinés ksilanazés gryninimas

Rekombinantinio baltymo gryninimas atliktas afininés chromatografijos metodu
naudojant nikelio dervos kolonéles His-Spin Protein Miniprep™ (Zymo Research, JAV) pagal

gamintojo nurodymus.

2.2.24 Baltymuy dializé

Dializés membrana (Spectra/Por” Biotech RC, pralaidumas iki 10 kDa) sudrékinama
buferyje, kuriame dializuojami baltymai. Rekombinantinés ksilanazés atveju naudojamas 10 mM
Tris-HCIL, pH 7,0 buferis, o baltymy i§ JK1 kamieno atveju — 50 mM Tris-HCI, pH 7,0. Dializé
vykdoma 4 °C, 14 val. Naudojant magneting maiSyklg ir pora karty pakeiciant buferi. Po dializés

baltymai surenkami ir nustatoma jy koncentracija.
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2.2.25 Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Bradfordo reagento gaminimas ir baltymy koncentracijos nustatymas atlickami pagal

standartines metodikas (Rosenberg, 2005).

2.2.26 NDS-PAGE analizé

Rekombinantinés ksilanazés ekspresijos bei baltymy i§ JK1 kamieno elektroforetiné
analizé 12 % poliakrilamido gelyje atlikta pagal standartines metodikas (Rosenberg, 2005).
Baltymy molekulinés masés nustatymui naudojamas Zymuo PageRuler™ Unstained Protein

Ladder (Fermentas, Lietuva).

2.2.27 Zimogramos analizé

Zimogramai gauti | skiriamaji geli dedama 0,15 % ksilano. Po elektroforezés gelis
praplaunamas 2 kartus (po 20 min) 100 mM pH 6,0 acetatiniame buferyje su 1 % Triton X-100 ir
inkubuojamas tokiame paciame buferyje 1 val. 20 min, esant 60 °C temperatirai. Po inkubavimo
gelis dazomas 0,3 % Kongo raudonojo tirpalu 20 min ir blukinamas 1M NaCl, kol atsiranda

Sviesios Zonos.

2.2.28 Fermentinio aktyvumo nustatymas DNS metodu

Ksilanazinis aktyvumas nustatomas matuojant redukuojanciy cukry kieki, kuris susidaro
ksilano hidrolizés metu (Miller, 1959). Reakcijos miSini sudaro vienodi turiai atitinkamai
praskiesto fermentinio tirpalo ir 100mM Tris-HCIl, pH 7,0 buferio, kuriame istirpinta 0,5 %

ksilano. Kalibracinés kreivés gavimui naudojama D-ksilozé.

2.2.29 pH jtaka ksilanaziniam aktyvumui

pH itaka ksilanaziniam aktyvumui nustatoma pH 4-10 ribose, naudojant tris skirtingus
buferius (100 mM): acetatini (pH 4-6), Tris-HCI (pH 7-8) ir glicinini-NaOH (pH 9-10).
Fermentinés reakcijos miSiniai laikomi 30 min esant 60 °C temperattirai. Aktyvumas nustatomas

pagal 2.2.28 skyrelyje nurodytas salygas.

2.2.30 Temperatiros jtaka ksilanaziniam aktyvumui

Temperatiiros jtaka ksilanaziniam aktyvumui nustatoma inkubuojant fermentinés

reakcijos miSinius esant skirtingoms temperatiiroms: 50, 55, 60, 65, 70, 75 ir 80 °C, 100 mM
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acetatiniame buferyje (pH 6,0), 30 min. Aktyvumas nustatomas pagal 2.2.28 skyrelyje nurodytas
salygas.

2.2.31 Metaly jony jtaka ksilanaziniam aktyvumui

Metaly jony ijtaka ksilanaziniam aktyvumui nustatoma inkubuojant fermenta su
skirtingais metaly jonais (1 mM): Na', K', Ca®", Mg”", Mn*", Co®", Fe*", 100 mM acetatiniame
buferyje (pH 6,0), esant 70 °C temperatiirai, 30 min. Aktyvumas nustatomas pagal 2.2.28
skyrelyje nurodytas salygas.

2.2.32 Substrato specifiSkumo nustatymas

Rekombinantinés ksilanazés substrato specifiSkumas nustatomas inkubuojant fermenta su
skirtingais substratais (0,5 %): ksilanas, karboksimetilceliulioze, avicelis, 100 mM Tris-HCl
buferyje (pH 7,0), esant 60 °C temperatirai, 30 min. Aktyvumas nustatomas pagal 2.2.28
skyrelyje nurodytas salygas.

2.2.33 Rekombinantinés ksilanazés termostabilumo nustatymas

Rekombinantinio baltymo termostabilumas nustatomas preinkubuojant fermenta 5, 15,
30, 45 bei 60 min esant skirtingoms temperatiiroms: 55, 60, 65, 70 °C. Toliau fermentas
inkubuojamas kartu su 0,5 % substrato (ksilano), 100 mM acetatiniame buferyje, 10 min,
atitinkamai esant 55, 60, 65 ir 70 °C temperatiiroms. Aktyvumas nustatomas pagal 2.2.28
skyrelyje nurodytas salygas.
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3. REZULTATAI

3.1 Termofiliniy bakterijy, pasiZyminciy ksilanaziniu aktyvumu, paieska ir atranka

I§ komposto pavyzdziy buvo isskirti 37
termofiliniai, ksilanaziniu aktyvumu pasizymintys
kamienai. I§ Siy kamieny buvo atrinktas vienas (JK1),
kuris  aktyviausiai 1§  visy skaidé  ksilana,
suformuodamas Sviesios spalvos zona aplink bakterijy

biomasg (3.1 pav.). Tai rodo, kad JK1 kamienas turi

sekretuojamus 1 wuzlasteling aplinka ksilanolizinius

fermentus. 3.1 pav. JK1 augimas ant ksilano terpés.

3.2 Ksilanoliziniy fermenty sintezé JK1 kamiene

Ksilanoliziniy fermenty sintezé buvo jvertinta naudojant Sulinéliy metoda. Nustatyta, kad
ksilana skaidantys fermentai sekretuojami i terp¢ po 4 val. JK1 kamieno kultivavimo.
Didziausios zonos susidariusios aplink Sulinélius pastebétos po 10 val. bakterijy kultivavimo
terpéje su ksilanu, kas rodo, jog po 10 val. augimo JK1 kamieno sekretuojami ksilanoliziniai

fermentai terpéje pasiekia didziausia koncentracija..

3.3 Baltymy skyrimas i$ JK1 kamieno

Atsizvelgiant | sekretuojamy ksilanoliziniy fermenty kiekj bakterijy kultivavimo metu,
baltymus 1§ terpés pasirinkta skirti po 10 val. JK1 kamieno augimo terpéje su ksilanu. Po
baltymy nusodinimo naudojant 40 % ir 60 % amonio sulfato jsotinimo laipsnius atlikta dialize ir
tvertintas ksilanolizinis aktyvumas Sulinéliy metodu. Nustatyta, kad ksilanoliziniu aktyvumu
pasizymejo tik tie baltymai, kurie buvo iSsodinti naudojant 60 % amonio sulfato jsotinimo

laipsni. Todél tolimesni eksperimentai vykdomi su Siais baltymais.
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3.4 JK1 kamieno ksilanoliziniy fermenty zimograma

3.4 pav. JK1 kamieno baltymy NDS-PAGE
ir zimograma. Zyméjimas: M — molekulinés
masés Zymuo; 1, 2 — baltymai i§ JK1
kamieno.

Siekiant nustatyti, kiek ksilanoliziniy
fermenty JK1 kamienas sekretuoja bei kokia ju
molekuliné mas¢, atlikta tiriamo kamieno baltymy
zimograma (3.4 pav.). Zimogramos gavimui, {
darbini poliakrilamido geli papildomai dedama 0,15
% ksilano. Dalis gelio dazoma Kongo raudonojo
dazais, tokiu biidu nustatant ksilanoliziniy fermenty
lokalizacija gelyje. Molekulinés masés nustatymui,
kita dalis gelio dazoma Kumasi mélynojo dazais.

Zimogramoje matosi viena diskretiSka zona
(3.4 pav.), tai reiskia, kad JK1 kamienas sekretuoja
1 terpg viena fermenta, pasiZzyminti ksilanoliziniu
aktyvumu. Sio baltymo apytikslé molekuliné masé
—45kDa.

3.5 16S rRNR geno seky palyginimas ir filogenetinis medis

JK1 kamieno 16S rRNR geno seka buvo palyginta su NCBI duomeny bazéje esan¢iomis

sekomis (BLAST programa), siekiant nustatyti kokiai prokarioty sistematinei grupei tiriamas

kamienas yra artimiausias. Rezultatai parodé, kad JK1 kamienas yra artimiausias Geobacillus

genciai. Todél tiriamo kamieno 16S rRNR geno seka buvo palyginta su Geobacillus genties

bakteriju tipiniy kamieny 16S rRNR geny sekomis, kurios buvo gautos i§ NCBI duomeny bazés.

Sie duomenys (1388 bp ilgio sekos) buvo panaudoti filogenetinio medZio braizymui artimiausiy

grupiy apjungimo metodu, pagal 1000 medziy statistinio patikimumo analiz¢ (3.6 pav.). Visos

pozicijos, turin¢ios tarpus ir neidentifikuotus nukleotidus buvo eliminuotos. Seky palyginimui ir

filogenetinio medzio braizymui naudotas MEGA 4 programinis paketas (Tamura ir kt., 2007).
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871 G. kaustophilus DSM 7263T X 60618
53 L G. thermoleovorans DSM 5366T 226923
L G. lituanicus N-3T AY044055
73| = G. vulcani 3S-1T AJ293805
80 G. gargensis GaT AY193888
73 G. thermocatenulatus DSM 730T AY&08935
G. stearothermophilus DSM 22T AB021196
G. jurassicus DS1T AY312404
99 G. uzenensis UT AF276304
— G. subterraneus 34T AF276306
50 33 F G. thermodenitrificans DSM 465T AY608961

87

100

98 JK1
84 &8sl G, thermodenitrificans NG80-2 CP000557
G. debilis TfT AJ564616
G. caldoxylosilyticus S1812T AF067651
55 G. thermoglucosidasius KP10006T AY608981
91 G. toebii DSM 14590T AF326278
G. tepidamans GS5-97T AY563003

B. subtilis NCDO 1769 X60646

—
0.m

3.6 pav. JK1 ir tipiniu Geobacillus genties kamieny 16S rDNR seky filogenetinis medis. Briksnys — 0,01
nukleotido pasikeitimy vienoje padétyje. Zyméjimas: G. — Geobacillus; B. — Bacillus.
Analizuojant filogenetini medj (3.6 pav.) matosi, kad tiriamas kamienas artimiausias

G. thermodenitrificans NG80-2 kamienui.

3.6 spo0A geno seky palyginimas ir filogenetiné analizé

JK1 kamieno spo0A geno seka buvo palyginta su su NCBI duomeny bazéje esan¢iomis
sekomis (BLAST programa). Rezultatai parodé, kad tiriamas kamienas yra artimiausias
Geobacillus genciai. Todél tiriamo kamieno spo0A4 geno seka buvo palyginta su Geobacillus
genties bakteriju kamieny spo0A4 geny sekomis, kurios buvo gautos i§ NCBI duomeny bazés.
Panaudojant Siuos duomenis buvo nubraizytas filogenetinis medis (3.7 pav.). Seku palyginimui ir

filogenetinio medzio braizymui naudotas MEGA 4 programinis paketas (Tamura ir kt., 2007).
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711 G. vulcani DSM 13174T FJ226604
G. lituanicus DSM 15325T FJ226595
G. kaustophilus DSM 7263T FJ226594
G. vulcani 22a FJ226605
G. thermoleovorans DSM 5366T FJ226601
G. caldoxylosilyticus DSM 12041T FJ226591
G. thermocatenulatus DSM 730T FJ226598
G. toebii DSM 14590T FJ226602
G.thermoglucosidasius DSM 2542T FJ226600
G. gargensis DSM 15378T FJ226592
G. jurassicus DSM 15726T FJ226593

100 | G. uzenensis DSM 13551T FJ226603

G. subterraneus DSM 13552T FJ226597

99

75

99 G. thermodenitrificans DSM 465T FJ 226599
100 | | G. thermodenitrificans NG80-2 CP000557
971 JK1

| G. stearothermophilus 17a FJ226607
5o G- stearothermophilus 9a FJ226606
s2|r G. stearothermophilus AY672766
e5 || B.- stearothermophilus AJ002297
67 | G. stearothermophilus DSM 22T FJ226596
B. licheniformis ATCC 14580

0.05
3.7 pav. JK1 ir tipiniy Geobacillus genties kamieny spo0A geno seky filogenetinis medis. BrukSnys —
0,02 nukleotido pasikeitimy vienoje padétyje. Zyméjimas: G. — Geobacillus; B. — Bacillus.
Analizuojant filogenetini medi (3.7 pav.), nustatyta kad tiriamas kamienas artimiausias

G. thermodenitrificans NG80-2 kamienui.

3.7 Ksilanazés geno paieska

Ksilanaziy geny paieskai naudoti pradmenys buvo sukonstruoti pagal G.
stearothermophilus T-6 ir G. thermodenitrificans T-2 kamienuose randamy ksilanaziy genu
konservatyvias sekas. Naudojant Siuos specifinius pradmenis buvo amplifikuotas nepilnas

ksilanazés genas.

3.8 Ksilanazés geno klonavimas ir rekombinantinés ksilanazés konstravimas

16S rRNR ir spo0A4 geny filogenetinés analizés parodé, kad tiriamas kamienas yra
artimiausias G. thermodenitrificans NG80-2 kamienui, kuriuo genomas yra sekvenuotas, jame
nustatytas ksilanazes genas. Todél, pagal Sia Zinoma geno seka buvo sukonstruoti pradmenys,
kuriy pagalba amplifikuotas ksilanazés genas (1224 bp) esantis JK1 kamiene. | Siuos pradmenis
papildomai buvo jvesti restrikcijos endonukleaziy (BamHI ir Hindlll) kirpimo taikiniai,

reikalingi ksilanazés geno jsiuvimui | ekspresijos vektoriy.
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pET-28c(+) ekspresijos vektorius jgalina ne tik efektyviai ekspresuoti tikslini baltyma,
bet ir gauti rekombinantinius baltymus sulietus su N gale lokalizuota His inkarine seka. JK1
kamieno ksilanazé amplifikuota naudojant geno galams specifinius pradmenis su iterptais
endonukleaziy taikiniais PGR metodu. PGR produktas klonuotas { pJET1.2/blunt klonavimo
vektoriy ir sekvenuotas. Vélesniy eksperimenty metu ksilanazés genas iskirptas i§ pJET1.2/blunt
ir perkeltas 1 pET-28c(+) ekspresijos vektoriy sukonstruojant rekombinanting ksilanaz¢ su His
inkarine seka (3.8.1 pav.). Tai leido naudoti nikelio afininés chromatografijos metoda gryninant

fermenta.

His inkariné seka
Trombinoe kirpime vieta

T7 seka

Signalinis peptidas Natyvi ksilanazé (44294 Da)

Rekombinantiné ksilanazeé (50979 Da)

3.8.1 pav. Rekombinantinés ksilanazés grafiné schema..

Sukonstruotos rekombinantinés ksilanazés aminoriigic¢iy seka (3.8.2 pav.) analizuota

Lasergene v7.1.0 ir MEGA 4 programiniais paketais bei PROSITE (http://expasy.org/prosite/) ir

SIG-Pred (http://bmbpcu36.leeds.ac.uk/prot_analysis/Signal.html) internetinémis programomis.

Nustatyta, kad Sio baltymo molekuliné masé¢ 50,979 kDa. Kadangi JK1 kamienas sekretavo
ksilanaze | uzlasteling aplinka, naudojant SIG-Pred programa buvo nustatyta, kad $is fermentas
turi 28 aminoriigsciy ilgio sekrecijos signalini peptida. Rekombinantinio baltymo domeninés
organizacijos nustatymui naudota PROSITE programa. Programos rezultatai parodé, kad
ksilanaz¢ turi 10 glikozidhidrolaziy Seimos katalitinj centra (3.8.2 pav.). Taip pat buvo nustatyta,
kad fermentas neturi jokiy papildomy domenuy, tik katalitini.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQOMGRIPMLKRSRKAIIVGEFSFMLLLPLGMTNALAKTEQS

YAKKPQISALHAPQLDQRYKDSFTIGAAVEPYQLLNEKDAQMLKRHENSIVAENVMKPINIQPEEGK
FNFAEADQIVRFAKKHHMDIRFHTLVWHSQVPOQWEEFLDKEGQPMVNETDPVKREQNKQLLLKRIETH
IKTIVERYKDDIKYWDVVNEVVGDDGELRDSPWYQIAGIDYIKVAFQTARKYGGNKIKLYINDYNTE
VEPKRSALYNLVKQLKEEGIPIDGIGHQSHIQIDWPSEEEIEKTIIMFADLGLDNQITELDVSMYGW
PPRAYLSYDAIPEQKFLDQADRYDRLFKLYEKLSDKISNVTFWGIADNHTWLDSRADVYYDADGNVI
VDPKAPYTRVEKGNGKDAPFVEFDPEYNVKPAYWAIIDHK

3.8.2 pav. Rekombinantinés ksilanazés seka (441 aminortigstis). 28 aminortigsciy signalinis
peptidas pabrauktas. GH10 Seimos katalitinis domenas parodytas tamsiame fone.
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3.9 Rekombinantinés ksilanazés ekspresija ir gryninimas

Rekombinantinés ksilanazés
ekspresija E. coli BL21 (DE3) lastelése
optimizuota keiciant E. coli BL21(DE3)
auginimo temperatira (25, 30, 37 °C),
naudojant skirtinga indukcijos laika (4-12
val. IPTG
koncentracija (0,1; 0,5 ir 1,0 mM) bei
skirtinga lasteliy tankj (OTsqo 0,5; 0,8 ir

intervale), skirtinga

1,0). Nustatytos optimalios ekspresijos
salygos buvo: 5 val. indukcija esant 30 °C
temperatiirai su 0,5 mM IPTG , naudojant
OTs99 0,8 tankio kultiira. Po indukcijos
lastelés nucentrifuguotos, praplautos PBS
buferiu bei suspenduotos tame paciame
buferyje. Lastelés suardytos ultragarsu. O

baltymai analizuoti NDS-PAGE (3.9.1
pav.).

3.9.2 pav. Rekombinantinés ksilanazés
zimograma. Zyméjimas: M — molekulinés
masés zymuo (PageRuler™ Unstained
Protein Ladder); 1, 2 — grynintas baltymas.

kDa

200 —
120 —

30 —

20 —

3.9.1 pav. Rekombinantinés ksilanazés NDS-PAGE
analizé. Zyméjimas: M — molekulinés masés Zymuo; 1 —
baltymai i§ E. coli BL21 (DE3); 2 — baltymai i$ E. coli
BL21 (DE3) su tuséiu pET-28¢c(+); 3 - baltymai i F.
coli BL21 (DE3) su pET-28c(+) ir rekombinantine
ksilanaze (neinduokuota); 4 - tas pats, kas 3, iSskyrus
tai, kad rek. ksilanaz¢ indukuota; 5 — gryninta rek.
ksilanazé.

Rekombinantinés  ksilanazés  gryninimas
atliktas esant 4 °C temperatiirai, naudojant nikelio
afininés metoda.

baltymas analizuotas NDS-PAGE (3.9.1 pav.) bei

chromatografijos Grynintas
atlikta jo zimograma (3.9.2 pav.). Zimogramoje
(3.9.2 pav, 2 takelis) matosi 2 diskretiSkos zonos
(paZymeéta rodyklémis). Zona, iSsidésCiusi ties 51
kDa, atitinka rekombinantinés ksilanazés dydi su
signaliniu  peptidu ir N gale esanCiomis
papildomomis sekomis (3.8.1 pav.). Kita zona, esanti
ties 44 kDa, atitinka natyvy baltyma be sekrecijos
metu pasalintos signalinio peptido sekos (3.8.1 pav.).

Labiausiai tikétina, kad dalis fermento buvo
periplazming

sekretuojama ertm¢ nukerpant
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signalini peptida. Konstruojant rekombinanting ksilanaze tikétasi, jog papildomos N gale
esancios sekos (His inkariné seka, T7 seka, trombino kirpimo vieta — 34 aminortigstys) turéty
sutrikdyti galima signalinio peptido atpazinima ir fermento sekrecija i lastelés iSorg, taciau
rezultatai rodo, kad E. coli baltymy sekrecijos sistema gana universali. Ji sugeba atpazinti gram
teigiamosios bakterijos signalini peptida nepaisant papildomos prie jo prijungtos aminorugséiy
sekos, kuri ilgesné nei pats signalinis peptidas. Kadangi nikelio afininés chromatografijos
metodas neleidzia visiskai iSgryninti tikslinio baltymo, matomai, nedidelis kiekis sekretuojamos

ksilanazés liko baltymuy miSinyje po gryninimo.
3.10 Rekombinantinés ksilanazés charakteristika

Rekombinantiné ksilanazé pasizymi aktyvumu placiame temperatiros (3.10.1 pav., (1))
bei pH (3.10.1 pav., (2)) intervale. Sis fermentas efektyviausiai skaido ksilana esant 70 °C

temperatiirai, o jo pH veikimo optimumas yra 6,0.

100

ZZ ‘/"/ -\\ EE / = \P—h
] \
5 / \l—

70 /
40 —I/

60
30

50 // \
40
20

o] & Ny |

20

Santykinis aktyvumas (%)

Santykinis aktyvumas (%)

50 55 60 65 70 75 80 4 5 6

Temperatira (°C) pH

3.10.1 pav. Rekombinantinés ksilanazés veikimo priklausomybé nuo temperatiiros (1) ir pH (2).

100 _N Rekombinantinis baltymas
% ZZ \(\? \O-\\% — pasizymi termostabilumu esant
©
g ;: . W skirtingoms temperatiroms: 55, 60,
> .
£ w BN 65, 70 °C (3.10.2 pav.). Po 60 min
®o a0 ‘\A . . I
§ ] o o—o0 inkubavimo esant 55 °C temperatiirai
3 —8—60°C
§ ] e fermentas i§laiko 84 % aktyvumo, o

—0—70°C
0

esant 60 °C temperatiirai atitinkamai
0 5 15 30 45 60

Laikas (min) 51 %. Dar aukstesnése temperatiirose

3.10.2 pav. Termperatiros poveikis rekombinantinés rekombinantinés ksilanazeés stabilumas
ksilanazés stabilumui. mazgja: jau po 30 min inkubavimo

esant 65 bei 70 °C fermentas iSlaiko tik ~50 % aktyvumo (3.10.2 pav.).
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Kai kuriy sunkiyjuy metaly jonai, pavyzdziui, dvivalentés gelezies, inhibuoja ksilanazés
veikima, o mangano jonas nezymiai padidina fermentini aktyvuma. Taip pat nustatyta, kad
vienvalenciai kationai, tokie kaip natris ir kalis nezymiai sumazina ksilanazés aktyvuma. Kity
metaly jonai, tokie kaip Ca>", Mg®", Co®" neturi jtakos ksilanazés aktyvumui. Duomenys pateikti

3.10.1 lentelgje.

3.10.1 lentelé. Metaly jonu jtaka rekombinantinés ksilanazés veikimui

Metaly jonai (1 mM) Ksilanazés aktyvumas (%)

NaCl 96,8
KCl 95,1
MgCl, 99,75
CoCl, 99,26
MnCl, 102,94
FeSOy4 46,57
CaCl, 98,53
Jokio metalo 100

Kadangi rekombinantinés ksilanazés savybés nustatytos naudojant baltymy miSing,
kuriame buvo rekombinantiné¢ ir sekretuojama ksilanazés, todél papildomai buvo atliktos
zimogramy analizés, siekiant tiksliau nustatyti pH, metaly jonu bei temperatiiros poveiki
fermentiniam aktyvumui ir stabilumui. Visi zimogramy analizés rezultatai atitiko ksilanazés
aktyvumy nustatyma DNS metodu.

Rekombinantinés ksilanazés substrato specifiSkumas nustatytas inkubuojant fermenta su
ksilanu, karboksimetilceliulioze ir aviceliu. Rezultatai parod¢, kad Sis fermentas yra specifiskas
tik ksilanui, jis nepasizymi celiuliaziniu (endo-1,4-B-gliukanaziniu) aktyvumu, t.y. neskaido

karboksimetilceliuliozés ir avicelio.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Visos zinomos Geobacillus genties bakterijos priskiriamos prie termofiliniy
mikroorganizmy, taciau natiiralios ju uzimamos niSos neapsiriboja geotermine aplinka. Jos
aptinkamos sausumoje, vandenyje ir netgi itin Saltose vietose. Dél savybiy adaptuotis prie
skirtingy salygu ir didelés ivairovés jose aptinkamuy fermenty, Sios genties bakterijos idomios
tiek industrine, tiek ir fundamentine prasme (Feng ir kt., 2007).

Ksilanaziniu aktyvumu pasizymintis JK1 kamienas buvo isskirtas i§ komposto. Tai
nattirali aplinka, kurioje daug ksilano ir dél mikroorganizmy poveikio galima pakankamai auksta
temperatiira, tacCiau literatiros duomenimis Geobacillus genties bakterijy, sintetinanciy
ksilanazinius fermentus, kamienai i$skiriami ne tik i§ dirvoZemio (Baba ir kt., 1994), medienos
mases (Sharma ir kt., 2007), bet ir karStyjy versmiu (Sabriye ir kt., 2007) bei vandenyno dugno
karStyju Saltiniy (Wu ir kt., 2006). Remiantis 16S rRNR ir spo0A4 genu sekuy palyginimais bei
filogenetine analize JK1 kamienas buvo artimiausias G. thermodenitrificans NG80-2 kamienui,
kuris i8skirtas 1§ 2 km gylio naftos grezinio (Feng ir kt., 2007), ir jame taip pat aptiktas
ksilanazés genas. Tai rodo, kad ksilanaziy genuy paplitimas tarp Sios genties bakteriju néra
tiesiogiai susij¢s su uzimamonis ekologinémis niSomis, taciau grei¢iausiai perduotas i§ bendro
protévio. Didesné dalis Geobacillus gentyje zinomu ksilanaziy nustatytos atlikus genomuy
sekoskaitg ir tik kelios ksilanazés patvirtintos baltymo lygyje charakterizuojant fermento savybes
(Khasin ir kt., 1993; Baba ir kt., 1994; Wu ir kt., 2006; Sharma ir kt., 2007; Sabriye ir kt., 2007).
Palyginus klonuotos JK1 ksilanazés geno seka su duomeny bazése esan¢iomis sekomis nustatyta,
jog ji 100 % identiska G. thermodenitrificans NG80-2 kamieno ksilanazés genui, rastam
vykdant genomo sekoskaita. Taciau darby, patvirtinanciy Sio fermento ekspresija ir savybes G.
thermodenitrificans NG80-2 kamiene, néra. Todél galima teigti, kad darbe charakterizuojama iki
Siol nezinomomis savybémis pasizyminti Geobacillus genties ksilanazé.

Sukonstruota JK1 rekombinantin¢ ksilanazé pasizymi aktyvumu placiame temperatiiros
intervale (50-80 °C). Optimali jos veikimo temperatiira - 70 °C, kaip ir rekombinantinés bei
natyvios ksilanaziy 1§ Geobacillus sp. MT-1 (Wu ir kt, 2006). Ksilanaz¢ i§ G.
stearothermophilus T-6 pasizymi didziausiu aktyvumu ties 75 °C (Khasin ir kt., 1993), o G.
thermoleovorans ksilanazés veikimo optimumas 80 °C (Sharma ir kt., 2007). Nors optimalios
fermenty veikimo temperatiros gana panaSios, JKI1 ksilanazeé iSsiskiria kalbant apie
termostabiluma. Siame darbe parodyta, kad rekombinantiné ksilanazé i§laiko daugiau nei 80 %
aktyvumo po valandos inkubavimo esant 55 °C temperatiirai ir fermentas praranda pusg
aktyvumo po valandos inkubacijos esant 60 °C bei po 30 min inkubacijos esant 65 ir 70 °C

temperatiiroms. Kitos ¢ia minimos ksilanazés pasizymi didesniu termostabilumu lyginant su
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tiriama rekombinantine ksilanaze. Manoma, jog G. stearothermophilus T-6 ksilanazés
termostabilumas susijgs su 233 padétyje esanciu metioninu bei 220 padétyje esanciu alaninu, tarp
kuriy atsiranda hidrofobiskos saveikos bei stiprus joninis rySys tarp asparto rugsties 227
(neigiamai ikrautos) ir arginino 222 (teigiamai ikrauto) (Saksono ir Sukmarini, 2010). Tiriamos
JK1 kamieno ksilanazés aminortigs§¢iu sekos panaSumas su G. stearothermophilus T-6 ksilanaze
siekia 85 % ir regione, kuriame iSsidésto auks$¢iau minétos aminoriigStys skiriasi nuo T-6
kamieno keliomis aminoriig§timis. Tai galéty buti paaiSkinimas, kodél tiriamos ksilanazés
termostabilumas sumazgjes ir tuo paciu patvirtina nuomong, jog 220-233 esan¢ios aminorigstys
itakoja ksilanazés termostabiluma.

Analizuojant metaly jony itaka JK1 kamieno ksilanazei nustatyta, kad dvivalentés
gelezies jonai stipriai inhibuoja ksilanazés veikima, fermento aktyvumas sumazéja daugiau nei
50 %. Taip pat parodyta, kad mangano jonas neZymiai padidina ksilanazés aktyvuma, o natrio ir
kalio jony buvimas nezymiai sumazina tiriamo baltymo veikima. Tokie metaly jonai kaip kalcis,
magnis ir kobaltas neturi jtakos rekombinantinés ksilanazés veikimui. Gana panaSiai metaly
jonai veikia G. stearothermophilus T-6 ksilanazg, kuri taip pat inhibuojama dvivalentés gelezies
jonais, nors ja nezymiai inhibuoja ir kobaltas bei manganas. Vienvalenciai kationai (natris, kalis)
neturéjo jtakos fermento aktyvumui. Geobacillus sp. MT-1 rekombinanting ksilanazg dalinai
inhibavo magnio ir kalcio jonai, 0 manganas ir kobaltas veiké kaip stipriis inhibitoriai. Tuo tarpu
vienvalenciai kationai aktyvuma didino. G. thermoleovorans ksilanazg stipriai inhibuoja kobalto
jonas, magnio jonas aktyvuma padidina, o dvivalentés gelezies, mangano ir kalcio jonai itakos
aktyvumui neturi. Reikia pastebéti, kad JK1 kamieno ksilanaz¢ 1§ kity iSsiskiria tuo, jog yra
nejautri kobalto jonams, kurie likusias ksilanazes veikia inhibuojanciai.

JK1 rekombinantiné ksilanazé turi specifiSkuma tik ksilanui ir nepasizymi celiuliaziniu
aktyvumu. Tos pacios savybés biidingos G. thermoleovorans ksilanazei. G. stearothermophilus
T-6 ksilanazé pasizymi endogliukanaziniu aktyvumu, kas riboja jos galima pritaikyma popieriaus
pramongje. Kaip jau minéta literatiiros apZzvalgoje, apie Geobacillus sp. MT-1 ksilanazés
specifiSkuma substratui duomeny néra.

Rekombinantinés JK1 ksilanazés optimalus veikimo pH yra 6,0. Tai labai panaSu i G.
stearothermophilus T-6 ksilanazés pH optimuma - tarp 6,5-7 ir Geobacillus sp. MT-1
rekombinantinés ksilanazes (pH 7,0) bei natyvios (pH 6,5). Labiau iSsiskiria G. thermoleovorans
ksilanaze, kurios optimaliam veikimui reikia Sarminés aplinkos (pH 8,5).

Apibendrinant reikty pasakyti, jog Geobacillus genties bakteriju ksilanazés savo
savybémis gana panaios, tatiau kiekviena ju turi savo unikaliy savybiy. Siame darbe

charakterizuojama G. thermodenitrificans JK1 kamieno ksilanaz¢ akivaizdZziai skiriasi nuo kity
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Geobacillus genties ksilanaziy. Taip pat reikty pabrézti, kad Sis fermentas yra pirma taip iSsamiai

charakterizuota G. thermodenitrificans ksilanaze.
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ISVADOS

1. Atrinktas ksilanoliziniu aktyvumu pasizymintis termofilinis G. thermodenitrificans JK1
kamienas.

2. Atlikta heterogeniné rekombinantinés JKI1 kamieno ksilanazés ekspresija E. coli
lastelése, fermento gryninimas ir savybiy nustatymas.

3. G. thermodenitrificans JK1 kamieno ksilanazés analizé¢ rodo, jog tai naujas iki Siol
literatiiroje neaprasytas fermentas, turintis savybiy, iSskirianciy ji 1§ zinomy Geobacillus

genties bakterijy ksilanaziy.
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SANTRAUKA

Julija Gerasimova

Geobacillus thermodenitrificans JK1 kamieno termostabilios ksilanazés geno

klonavimas, ekspresija ir fermento savybiy analizé

Ksilanas - pagrindinis hemiceliuliozés komponentas ir antras pagal paplitima
polisacharidas gamtoje. Sis biologinis polimeras yra chemiskai heterogeniska bei kompleksiska
medziaga, kurios efektyviam degradavimui reikalingos multifermentinés sistemos. Tokios
sistemos yra placiai paplitusios tarp ivairiy prokariotiniy ir eukariotiniy mikroorganizmy.
Pagrindiny vaidmen; ksilano degradacijoje atlicka endo-1,4-B-ksilanazés. Ksilanazés
pasizyminc¢ios termostabilumu yra placiai taikomas popieriaus ir maisto pramonéje, pasary
gamyboje bei biokonversijoje.

Darbo metu buvo atrinktas JK1 kamienas, gebantis sekretuoti ksilanolizinius fermentus {
lastelés i1Sorg. Remiantis 16S rRNR ir spo0A4 geny seky palyginimais bei filogenetine analize
nustatyta, kad tiriamas kamienas buvo artimiausias G. thermodenitrificans NG80-2 kamienui,
kuriame taip pat nustatytas ksilanazés genas. Pagal Sia geno seka sukurti pradmenys
amplifikuojantys JK1 kamieno ksilanazés gena (1224 bp). Ksilanazés genas klonuotas ir
perkeltas 1 ekspresijos vektoriu (pET-28c(+)), sukonstruojant rekombinanting ksilanaze¢ su His
inkarine uodega (50,979 kDa), kas leido ekspresuoti baltyma E. coli ir atlikti gryninima nikelio
afininés  chromatografijos metodu. Siame darbe pirma karta charakterizuota G.
thermodenitrificans JK1 kamieno ksilanazé. Rekombinantinio fermento optimalios veikimo
salygos - 70 °C temperatiira ir pH 6,0. Sis fermentas yra specifiskas tik ksilanui. Taip pat buvo

parodyta, kad rekombinantiné ksilanazé yra termostabilus fermentas.
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SUMMARY

Julija Gerasimova

Cloning, expression and biochemical characterization of the thermostable xylanase

from Geobacillus thermodenitrificans strain JK1

Xylan is a major structural polysaccharide in plant cells, and is the second most abundant
polysaccharide in nature. Due to its heterogeneity and complexity, the complete hydrolysis of
xylan requires a variety of cooperatively acting enzymes. These xylanolytic enzyme systems are
quite widespread among prokariotic and eukaryotic microorganisms. Endo-1,4-B-xylanase is
considered to play the most important role in xylan degradation. Thermostable xylanases have
potential applications in a wide range of industrial processes, including pulp and paper industry,
food and animal feeds industry and bioconvertion.

In this study a thermophilic JK1 strain producing xylanolytic enzymes was isolated from
compost sample. The 16S rRNR and spo0A4 genes sequence analysis indicated that JK1 strain
had the highest similarity with G. thermodenitrificans NG80-2 strain. Based on the xylanase
gene sequence from G. thermodenitrificans NG80-2 strain, degenerated primers were designed
for amplification of xylanase-coding gene (1224 bp) from JKI strain. Subsequently, the
amplified gene was cloned into expression vector (pET-28c(+)) and the recombinant xylanase
with a polyhistidine-tag was designed (50,979 kDa). Biochemical properties of the purified by
nickel affinity chromatography recombinant xylanase from G. thermodenitrificans JK1 strain
were further characterized. The optimal activity of recombinant enzyme was obtained at 70 °C

and pH 6,0. It was shown, that this enzyme is thermostable and cellulase-free.

38



PADEKA

Nuosirdziai dékoju darbo vadovei Dr. Nomedai Kuisienei uz pasitikéjima, kantrybe ir
vertingus patarimus ruo$iant §j darba. Taip pat noré¢iau padékoti Prof. Dr. Donaldui Citavi¢iui
uz gyvenimiskus patarimus ir supratima.

Ypatingai dékoju Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros studentams ir

darbuotojams uz pastovy palaikyma, paskatinima ir nuostabia darbo atmosfera.

39



10.

11.

12.

13.

LITERATUROS SARASAS

. Baba T, Shinke R, Nanmori T. Identification and characterization of clustered genes for

thermostable xylan-degrading enzymes, [-xylosidase and xylanase, of Bacillus
stearothermophilus 21. Applied and Environmental Microbiology. 1994; 60(7): 2252-58.
Battan B, Sharma J, Dhiman SS, Kuhad RC. Enchanced production of cellulase-free
thermostable xylanase by Bacillus pumilus ASH and its potential application in paper
industry. Enzyme and Microbial Technology. 2007; 41: 733-39.

Beg QK, Kapoor M, Mahajan L, Hoondal GS. Microbial xylanases and their industrial
applications: a review. Applied Microbiology and Biotechnology. 2001; 56: 326-38.
Berrin JG, Juge N. Factors affecting xylanase functionality in the degradation of
arabinoxylans. Biotechnology Letters. 2008; 30: 1139-50.

Butt MS, Tahir-Nadeem M, Ahmad Z, Sultan MT. Xylanases and their applications in
baking industry. Food Technology and Biotechnology. 2008; 46(1): 22-31.

Cantarel BL, Coutinho PM, Rancurel C, Bernard T, Lombard V, Henrissat B. The
carbohydrate-active enzymes database (CAZy): an expert resource for glycogenomics.
Nucleic Acid Research. 2009; 37.

Chatterjee A, Das NC, Raha S, Babbit R, Huang Q, Zaitlin D, Maiti IB. Production of
xylanase in transgenic tobacco for industrial use in bioenergy and biofuel applications. In
Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant. 2010; 46: 198-209.

Cheng HL, Tsai CY, Chen HJ, Yang SS, Chen YC. The identification, purification, and
characterization of STXFI10 expressed in Streptomyces thermonitrificans NTU-88.
Applied Microbiology and Biotechnology. 2009; 82: 681-89.

Collins T, Gerday C, Feller G. Xylanases, xylanase families and extremophilic xylanases.
FEMS Microbiology Reviews. 2005; 3-23.

Davies G, Henrissat B. Structures and mechanisms of glycosyl hydrolases. Current
biology. 1995; 3: 853-59.

Dhiman SS, Sharma J, Battan B. Industrial applications and future prospects of microbial
xylanases: a review. BioResources. 2008; 3(4): 1377-402.

Dodd D, Cann IKO. Enzymatic deconstruction of xylan for biofuel production. Global
Change Biology. Bioenergy. 2009; 1(1): 2-17.

Ducros V, Charnock SJ, Derewenda U, Derewenda ZS, Dauter Z, Dupont C, Shareck F,
Morosoli R, Kluepfel D, Davies GJ. Substrate specificity in glycoside hydrolase family
10. The Journal of Biological Chemistry. 2000; 275(30): 23020-26.

40



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

25.

26.

Feng L, Wang W, Cheng J, Ren Y, Zhao G, Gao C, Tang Y, Liu X, Han W, Peng X, Liu
R, Wang L. Genome and proteome of long-chain alkane degrading Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 isolated from deep-subsurface oil reservoir. Proceedings of
the National Academy of Sciences. 2007; 104 (13): 5602-07.

Haki GD, Rakshit SK. Developments in industrially important thermostable enzymes: a
review. Bioresource Technology. 2003; 89: 17-34.

Jeong MJ, Kim S, Yun CW, Choi YJ, Cho SG. Engineering a de novo internal disulfide
bridge to improve the thermal stability of xylanase from Bacillus stearothermophilus No.
236. Journal of Biotechnology. 2007; 127: 300-309.

Kaur A, Mahajan R, Singh A, Garg G, Sharma J. Application of cellulase-free xylano-
pectinolytic enzymes from the same bacterial isolate in biobleaching of kraft pulp.
Bioresource Technology. 2010; 101: 9150-55.

Khandeparker R, Numan TM. Bifunctional xylanase and their potential use in
biotechnology. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology. 2008; 35: 635-44.
Khasin A, Alchanati I, Shoham Y. Purification and characterization of a thermostable
xylanase from Bacillus stearothermophilus T-6. Applied and Environmental
Microbiology. 1993; 59(6): 1725-30.

Kuisiene N, Raugalas J, Chitavichius D. Phylogenetic, inter, and intraspecific sequence
analysis of spo0A4 gene of the genus Geobacillus. Current Microbiology. 2009; 58: 547-
53.

Miyazaki K, Takenouchi M, Kondo H, Noro N, Suzuki M, Tsuda S. Thermal
stabilization of Bacillus subtilis family-11 xylanase by directed evolution. The Journal of
Biological Chemistry. 2006; 281(15): 10236-42.

Rosenberg IM. Protein analysis and purification. 2nd ed. Boston: Birkhauser, 2005.
Sabriye C, Inan K, Kacagan M, Belduz AO. Evaluation of arabinofuranosidase and
xylanase activities of Geobacillus spp. isolated from some hot springs in Turkey. Journal
of Microbiology and Biotechnology. 2007; 17(8): 1262-70.

Saha BC. Hemicellulose bioconversion. Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology. 2003; 30: 279-91.

Saksono B, Sukmarini L. Structural analysis of xylanase from marine thermophilic
Geobacillus stearothermophilus in Tanjung Api, Poso, Indonesia. Hayati Journal of
Biosciences. 2010; 17(4): 189-97.

Sambrook J, Russell DW. Molecular cloning. A laboratory manual. 3rd ed. New York:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

41



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35

36.

37.

Sharma A, Adhikari S, Satyanarayana T. Alkali-thermostable and cellulase-free xylanase
production by an extreme thermophilic Geobacillus thermoleovorans. World Journal of
Microbiology and biotechnology. 2007; 23: 483-90.

Shin ES, Yang MJ, Jung KH, Kwon EJ, Jung JS, Park SK, Kim J, Yun HD, Kim H.
Influence of the transposition of the thermostabilizing domain of Clostridium
thermocellum xylanase (XynX) on xylan binding and thermostabilization. Applied and
Environmental Microbiology. 2002; 68(7): 3496-501.

Simpson HD, Haufler UR, Daniel RM. An extremely thermostable xylanase from the
thermophilic eubacterium Thermotoga. Biochemical Journal. 1991; 277: 413-17.
Studholme DJ, Jackson RA, Leak DJ. Phylogenetic analysis of transformable strains of
thermophilic Bacillus species. FEMS Microbiology Letters. 1999; 172: 85-90.
Subramaniyan S, Prema P. Biotechnology of microbial xylanases: enzymology,
molecular biology and application. Critical Reviews in Biotechnology. 2002: 22(1): 33-
46.

Sunna A, Gibbs MD, Bergquist PL. A novel thermostable multidomain 1,4-B-xylanase
from Caldibacillus cellulovorans and effect of its xylan-binding domain on enzyme
activity. Microbiology. 2000; 146: 2947-55.

Takao M, Yamaguchi A, Yoshikawa K, Terashita T, Sakai T. Molecular cloning of the
gene encoding thermostable endo-1,5-a-L-arabinase of Bacillus thermodenitrificans TS-3
and its expression in Bacillus subtilis. Biosciences, Biotechnoly, and Biochemistry. 2001;
66(2): 430-33.

Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S. MEGA4: molecular evolutionary genetics
analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution. 2007; 24:
1596-99.

. Wong KKY, Tan LUL, Saddler JN. Multiplicity of B-1,4-xylanase in microorganisms:

functions and applications. Microbiological Reviews. 1988; 52(3): 305-17.

Wu S, Liu B, Zhang X. Characterization of a recombinant thermostable xylanase from
deep-sea thermophilic Geobacillus sp. MT-1 in East Pacific. Applied Microbiology and
Biotechnology. 2006; 72: 1210-16.

Zaide G, Shallom D, Shulami S, Zolotnitsky G, Golan G, Baasov T, Shoham G, Shoham
Y. Biochemical characterization and identification of catalytic residues in a-

glucuronidase from Bacillus stearothermophilus T-6. European Journal of Biochemistry.

2001; 268: 3006-16.

42



38.Zhang ZG, Yi ZL, Pei XQ, Wu ZL. Improving the thermostability of Geobacillus
stearothermophilus xylanase XT6 by directed evolution and site-directed mutagenesis.
Bioresource Technology. 2010; 101: 9272-78.

39. Zhu H, Paradis FW, Krell PJ, Phillips JP, Forsberg CW. Enzymatic specificities and
modes of action of the two catalytic domains of the XynC xylanase from Fibrobacter

succinogenes S85. Journal of Bacteriology. 1994; 176(13): 3885-94.

43



