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SANTRUMPOS

A — absorbcija

ar. — amino ragstis

ASR — atviro skaitymo rémelis

B-ME — B-merkaptoetanolis

CASO (angl. Casein Soya broth) — kazeino sojos buljonas
CAZy — angl. Carbohydrate-Active enZYmes database

CE (angl.Carbohydrate Esterases) — angliavandeniy esterazés
EC — angl. Enzyme Commision

DNS — dinitrosalicilo riigstis

DTT — ditiotreitolis

EDTA — etilendiamino tetraacto rugstis

GalpA — D-galakturono riigstis

GH — glikozidy hidrolazés

hGK2898 — GK2898 hipotetinio baltymo homologas

HGP — horizontali geny pernasa

ms-AmyAl — rAmyAl be histidino giminingumo inkaro
mis+AmyAl — rAmyAl su histidino giminingumo inkaru
is-sp.PL47 — rPL47 be signalinio peptido, be histidino giminingumo inkaro
mis+sp.PL47 — rPL47 be signalinio peptido, su histidino giminingumo inkaru
HSC — hidrofobinés saveikos chromatografija

IPTG — izopropil B-D-1-thiogalaktopiranozidas

JMCh — jony mainy chromatografija

kfv — kolonijas formuojantis vienetas

KT — kambario temperatiira

LB — Luria-Bertani

MM — molekuliné masé

MO — mikroorganizmas (-ai)

MS — masiy spektrometrija

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato-poliakrilamido gelio elektroforez¢
NiGCh — nikelio giminingumo chromatografija

NiG-6HisIn — nikelio giminingumo heksahistidininis inkaras
OI — obuoliy iSspaudos

OS — oligosacharidas (-ai)

OT — optinis tankis

PGA (angl. PolyGalacturonic Acid) — poligalakturono rtgstis
PGR — polimerazés grandininé reakcija

PL — pektato liazé



PLA47g4, 1547 — Bacillus sp. TS-47 produkuojama pektato liazé

PS — polisacharidas (-ai)

rAmyAl — rekombinantiné AmyAl

rPL47 — rekombinantin¢ PL47

SP — signalinis peptidas

sp.TPL47 — rekombinantin¢ PL47 be signalino peptido koduojancios sekos
TCEP (angl. Tris(2-CarboxyEthyl)Phosphine) — tris(2-karboksietil)fosfinas



[VADAS

Polisacharidai — biosferoje didziausia biomasg sudarantys biopolimerai,
sintetinami jvairiy organizmy (1). Moduliné polisacharidy organizacija
fvairiems angliavandeniams skirtingais biidais jungiantis i polimerines
grandines uztikrina jisptdinga polisacharidy struktiirini variabiluma (2).
Vieni dazniausiy biosferos polisacharidy — krakmolas ir pektinas, kartu
organizmams vieni funkciSkai svarbiausiy biopolimery. Krakmolas -
energijos bei organinés anglies talpykla, o pektinas — augaly struktiirinés
organizacijos palaikymui svarbus polisacharidas. Minéty heteropolisacharidy
svarba biotechnologijai nekelia abejoniy (1).

Krakmolo arba pektino funkciju uztikrinimas organizmams nebiity
imanomas, jei nevykty $iy junginiy skaidymas. Naudojant biotechnologijai
krakmola bei pekting, susiduriama su savito S§iy polisacharidy skaidymo
bitinybe. Paplitimas biosferoje netiesiogiai uztikrino minéty heteropoli-
sacharidy skaidymo fermenty gausa (3). Nors aprasSyta daug amilolizinj arba
pektinolizini aktyvuma demonstruojanc¢iy fermenty, taciau skirtingomis
savybémis pasizyminciy fermenty poreikis isliecka nepatenkintas (4, 5).
Termoaktyviis ir/ar termostabiltis polisacharidus skaidantys fermentai — vieni
labiausiai pageidaujamy fermenty biotechnologijos sprendimams (3, 6).

Dirvos mikroorganizmai — vieni efektyviausiy krakmolo bei pektino
skaidytojy, taigi ir vieni perspektyviausiy minéto substratinio savitumo
fermenty Saltiniy. Nekultivuojamy dirvos mikoorganizmy produkuojamy
heteropolisacharidy skaidymo fermenty jvairové islieka tik fragmentiskai
tirta (7). Nemaziau svarbiu uzdaviniu islieka fermenty iSskyrimo, detekcijos
bei identifikavimo biidy tobulinimas, teikiantis galimybe charakterizuoti
anksc¢iau nenustatyty fermenty charakteristikas bei funkcing svarba.

Tikslas

Atlikti dirvos mikroorganizmy produkuoty, heteropolisacharidus skaidanciy

fermenty atranka, bei charakterizuoti Geobacillus spp. produkuotas

pululanazg AmyAl ir pektato liazg PL47 apibréziant fermenty funkcing

svarba.

UZzdaviniai

1. Pasitelkus sukaupiamyjy kultiry ir metaproteominius metodus i§ dirvos
méginiy iSskirti krakmola arba pekting skaidancius fermentus bei masiy
spektrometrija identifikuoti zimografija detektuotus fermentus.

2. Charakterizuoti in vitro rekombinanting pululanaze AmyAl bei jvertinti

hidrolazés biotechnologinj pritaikomuma.
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3. Charakterizuoti in vitro rekombinanting pektato liaze PL47 bei jvertinti
liazés biotechnologini pritaikomuma.

4. Anotavus Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594 genoma,
charakterizuoti kamieno koduojamy AmyAl homologo ir PL47 geny
operoning organizacija bei in silico apibrézti fermenty funkcing svarba.

Mokslinis naujumas

Heteropolisacharidus skaidanc¢iy fermenty, produkuoty kultivuojamy ir/ar
nekultivuojamy dirvos mikroorganizmy, atranka vykdyta pasitelkus
kokybiskai nauja bei inovatyvia fermenty iSskyrimo, detekcijos ir
identifikavimo  strategija, uztikrinusia efektyvy fermenty nustatyma.
Amilolizinj arba pektinolizini aktyvuma demonstravusiy fermenty tiesioginis
identifikavimas masiy spektrometrija i§ zimogramy méginiy bei fermenty
iSskyrimo 1§ dirvos méginiy vykdytas, uZztikrinant nedegradavusiy ir/ar
nedenatiravusiy  fermenty  iSskyrima,  atliekant dirvos  ekoniSy
metaproteoming analiz¢, anksCiau nebuvo taikytas. Sékmingai atlikta
heteropolisacharidus skaidziusiy fermenty atranka leido nustatyti ne tik
amilazes bei pektinazes, homologiskas charakterizuotiems fermentams, bet
taip pat uztikrino galimybg detektuoti fermenty, homologisky nenustatyty
funkcijy baltymams, aktyvuma bei identifikuoti pastaruosius fermentus.

Charakterizavus Geobacillus genties produkuotas AmyA1 pululanazg bei
PL47 pektato liazg, nustatyti anksCiau netirty fermenty charakteristiky
deriniai, kartu patvirtinant charakterizuoty fermenty biotechnologini
pritaikomuma. PL47 geb¢jimas efektyviai skaidyti obuoliy i§spaudy pekting
taip pat sekmingai patvirtintas. Charakterizuojant AmyA1l bei PL47, minéti
fermentai klonuoti bei sékmingai ijvertinta Siy fermenty heterologinés
ekspresijos Escherichia coli galimybé. Taip pat jvertintas rekombinantinés
PL47 gavimas déka sekrecinés produkcijos, naudojant heterologing raiska
mieliagrybiuose. Tiriant Geobacillus spp. produkuotus fermentus, atliktas
fermenty aktyvumo moduliavimo {vertinimas bei imobilizavimo jtakos
esminéms fermenty charakteristikoms nustatymas. Geobacillus amilaziy/
pululanaziy ar pektinaziy aktyvumo moduliavimo galimybés anksciau
nebuvo analizuotos. Geobacillus amilaziy/pululanaziy ar pektinaziy ankséiau
nebuvo bandyta imobilizuoti.

Siekiant apibrézti AmyAl ir PL47 funkcing svarba, nuskaitytas bei
anotuotas Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594 kamieno genomas.
Anotavus nauja G. thermodenitrificans rasies kamieno genoma, nustatytos
bendrosios riiSies genomo savybés bei genomo geny rinkinyje stebimas
kamieno prisitaikymas isisavinti jvairius angliavandenius. Kamieno genome
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anotuoti du regionai, tikétina, pateke | genoma horizontalios geny pernasos
bidu, kurie anks¢iau néra anotuoti Geobacillus genomuose. Viename minéty
regiony anotuota geny, koduojaniy fermentus, sietinus su heteropoli-
sacharidy bei oligosacharidy skaidymu, santalka, kurios struktiira skiriasi
nuo anks¢iau anotuoty polisacharidy isisavinima uztikrinan¢iy fermenty
geny santalky. G. thermodenitrificans DSM 101594 genome anotavus PL47
gena, pirma karta patvirtinta, jog Geobacillus gentis koduoja pektato liaze.
Be to, charakterizavus PL47 operoning organizacija patvirtinta, jog
Geobacillus pektino jisisavinimo eiga identiska tai, kuri budinga
mezofilinéms Bacillus bakterijoms. G. thermodenitrificans DSM 101594
genomo anotavimas leido sékmingai apibrézti charakterizuoty fermenty
funkcing svarba kamieno mitybai bei adaptyvumui uzimamai ekonisai.

Moksliné reik§mé

Heteropolisacharidus skaidanCiy fermenty atrankos strategija gali bati

sekmingai taikoma angliavandeniy katabolizmo fermenty nustatymui i$

skirtingy ekoni$y. Sékmingai atrinkti fermentai, kuriy charakterizavimas in

vitro nebuvo plétotas, gali biiti tiriami jvertinant jy pritaikomuma. AmyAl

bei PL47 charakterizavimo rezultatai leidzia testi tolesni fermenty diegima i

biotechnologinius procesus ir/ar vykdyti baltymy inZinerija modifikuojant

fermenty savybes. G. thermodenitrificans DSM 101594 genomo anotavimo

rezultatai leidzia panaudoti tapusius prieinamais sekoskaitos duomenis

Geobacillus filogenijos tyrimams bei plétoti kamieno koduojamy baltymy

charakterizavima. Apibrézta in silico AmyAl bei PL47 funkciné svarba

teikia galimybg geriau suvokti Geobacillus genties mitybos adaptyvuma bei

prisitaikyma prie ekonisy.

Ginamieji teiginiai

1. Heteropolisacharidus skaidanciy fermenty tiesioginis identifikavimas i$
zimogramy meéginiy masiy spektrometrija uztikrina efektyvy bei
detektuoty fermenty homologiskumo charakterizuotiems fermentams
neribojama fermenty nustatyma.

2. Termoaktyvios bei termostabilios AmyAl ir PL47 efektyviai skaido
heteropolisacharidus iki ilgos grandinés oligosacharidy.

3. G. thermodenitrificans DSM 101594 kamienas igijo gebéjima isisavinti
pekting déka horizontalios geny pernasos.

4. G. thermodenitrificans DSM 101594 gebéjimas skaidyti krakmola — viena
esminiy kamieno mitybiniy strategijy, o kamieno geb¢jimas isisavinti
pektina atspindi prisitaikyma prie uzimamos ekoni$os.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Polisacharidus skaidanc¢iy fermenty nustatymo strategijos

Polisacharidai (PS) — placiai biosferoje paplitg atsinaujinantys polimerai (6).
Skirtingy organizmy PS atlieka jvairias funkcijas, bei kartu tarnauja
energijos ir/ar anglies Saltiniu PS skaidantiems (mikro)/organizmams (8). PS
struktiiriné organizacija varijuoja skirtingiems monosacharidams ivairiomis
kombinacijomis per glikozidines jungtis jungiantis { didelés molekulinés
masés (MM) grandines. Stebima struktiirini PS variabiluma lemia ne tik
monosacharidai, bet ir PS sintetinan¢iy organizmy iSnaudojama galimybé
formuoti skirtingas glikozidines jungtis tarp angliavandeniy monomery (9).
Evoliucijos metu vystantis PS struktiirinei jvairovei ir funkcinei svarbai, $iuos
biopolimerus sintetinantiems/isisavinantiems organizmams kilo biitinybé
produkuoti konkreciy PS skaidymo fermentus (3). Minéty fermenty atranka
bei biocheminis detektuoty fermenty charakterizavimas vyksta jau daugiau
nei penkis deSimtmecius, ta¢iau nauju PS charakterizavimas iSlieka aktualus.
Gamtinés kilmés PS bei ju oligosacharidai (OS) vis plac¢iau naudojami
biotechnologijoje/farmacijoje, taigi PS modifikavimui/skaidymui bitini
optimaliu savybiy deriniu pasiZymintys fermentai (10). Atsizvelgiant i tai, jog
daugelis biotechnologiniy procesuy vykdomi aukstoje temperattiroje, termofilai,
produkuojantys termoaktyvius ir/ar termostabilius PS modifikuojancius/
skaidancius fermentus, iSlieka ypac¢ vertingi minéto funkcionalumo fermenty
Saltiniai (11). Charakterizuota PS skaidanciy fermenty ivairove sudaro apie
330 fermenty, remiantis CAZy (angl. Carbohydrate-Active enZYmes database)
duomeny bazés klasifikacija, skirstomy | 162 glikozidy hidrolaziy bei 36 PS
liaziy Seimas (12). Dauguma aprasyty PS ar ju OS skaidan¢iy mikroorganizmy
(MO) fermenty iSskirti 1§ kultivuojamy MO, o nekultivuojamy MO Siy
fermenty jvairové mazai tirta (7). Dirvos ekonisy (ne)kultivuojami MO — vieni
perspektyviausiy PS skaidanciy fermenty Saltiniy (13, 3), nes daugelyje dirvos
ekonisy nuolat gausu skirtingy PS (14). PS skaidanciy fermenty funkcionalumo
nustatymas taip pat svarbus tiriant MO metabolizma, adaptacini plastiSkuma
ekonisai bei saveika su kitais MO konkrecios sudéties MO bendrijoje (3, 5, 14).
Klasikinés MO produkuojamuy, PS skaidanciy fermenty nustatymo strategijos
remiasi kokybine fermenty atranka, kultivuojant MO ant standziy terpiy ir
nustatant ju fermentini aktyvuma (15, 16) ir kiekybiniu spektrofotometriniu
arba chromatografiniu PS skaidymo produkty nustatymu (10, 17, 18). Nasiis
fermenty atrankos atzvilgiu detekcijos metodai, pagristi metagenomika bei
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metaproteomika, taip pat sékmingai pritaikyti dirvos MO produkuojamy PS
skaidanciy fermenty detekcijai (7, 19, 20, 21).

Vykdant dirvos MO produkuojamy, PS skaidan¢iy fermenty nustatyma,
atlickamas méginiy surinkimas 1§ dirvos ekoniSy, kuriose nuolat gausu PS,
arba vykdomas iSankstinis pasirinkty dirvos ekoni$y in situ jsotinimas PS (22).
MO, produkuojantys PS skaidancius fermentus, gali biiti iSskirti bei iSgryninti
iki gryny kultiiry ant standziy terpiy su PS, ir/arba kultivuoti sukaupiamyjy
kulttiry metodu, kulttiry negryninant. Abiem atvejais nekultivuojamy MO PS
skaidantys fermentai nebus iSskirti (7). Visgi i§ MO kultiry galima isskirti
salyginai didelius fermenty kiekius, o tai palengvina detektuoty fermenty
identifikavima masiy spektrometrija (MS) (23). Kultivavimo salygos, netgi
taikius labai i§samy MO kultivavimo salygu optimizavima, neuztikrina
galimybés gyvybingais palaikyti visus natiiralioje MO bendrijoje buvusius
kultivuojamus MO, tode¢l dalies MO produkuojami, PS skaidantys fermentai
nebus isskirti bei detektuoti. Metaproteominé, i§ dirvos méginiy iSskirty
fermenty analizé potencialiai teikia galimybeg nustatyti nekultivuojamy dirvos
MO fermentus (7, 20), o efektyvus fermenty iSskyrimas i§ dirvos, naudojant
tirpiklius ir/ar detergentus, denatiiruoja fermentus, taigi apsunkina fermenty
aktyvumo detekcija (21). Metaproteominés ir MS analizés baltymy
identifikavimo rezultatai daznai biina priklausomi nuo identifikuoty seky
homologijos jau apraSyty fermenty sekoms, taigi, riboja galimybe identifikuoti
naujus fermentus (24). Pastaraisiais metais reikSmingas metagenominiy
fermenty nustatymo metody tobulinimas leidzia iSsprgsti minétas problemas
taikant funkcinés metagenomikos strategijas (15, 25). PS skaidanciy fermenty
nustatyma i§ dirvos méginiy taip pat efektyvina fermenty detekcijos
taikymas naudojant mikrogardeles (10). Apibendrinant PS skaidanciy
fermenty nustatymo strategijas, galima teigti, jog efektyviausia fermenty
nustatyma uztikrina keliy fermenty nustatymo strategijy derinimas.

1.2. Pululanas ir pululanazés

1.2.1. Pululanas — linijinis polisacharidas

Pululanas — vandenyje tirpus neutralus linijinis PS sudarytas i§ a-1,6-
glikozidinémis jungtimis susijungusiy maltotriozés molekuliy (1 pav.).
Vertinant  glikozidiniy  jungciy kartotinuma D-gliukopiranoliziniuose
vienetuose, pululano grandinés struktiira galima charakterizuoti kaip kas dvi
a-D-1,4-glikozidines jungtis isiterpiancios a-D-1,6-glikozidinés jungties
granding. Pululano struktiiriniai variantai reti, visgi pululano grandinése
5-7 % gali sudaryti ne maltotriozés, bet dispersiskai pasiskirs¢iusios malto-
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1 pav. Pululano struktiira bei polisacharida skaidanc¢iy hidrolaziy tipai (4).

tetraozés molekulés, susijungusios a-1,6-glikozidinémis jungtimis (26).
Pululano struktiira gali biiti vertinama ir kaip panozes bei izopanozés linijiné
grandin¢ (27). Pastaraji egzopolisacharida sintetina polimorfinis grybas
Aureobasidium pullulans (26), grybo kultivavimui naudojant mitybing terpe,
papildyta gliukoze bei sacharoze. Menka iSeiga pululana sintetina Tremella
genties saprofitiniy gryby rtsys, Cyttaria bei Cryphonectria augaly obligatiniu
parazitiniy grybu rasys (28). Priklausomai nuo augimo salygu, A. pullulans
sintetina skirtingo grandinés ilgio pululang (nuo keliy tukstanciy iki 2 MDa
MM). Pramoninei pululano produkcijai taikomi keli genetiSkai modifikuoti
A. pullulans kamienai, PS sintetinantys didele iSeiga. Skirtingi A. pullulans
kamienai produkuoja maltotetraozés kiekio pululano grandinéje atzvilgiu
nezymiai besiskirian¢ius pululano struktiirinius variantus. Pululanas yra
biodegradabilus, nehigroskopiSkas, nepralaidus deguoniui bei neredukuojantis
polimeras. Kartu pululanas tirpus net Saltame vandenyje, taciau netirpus
metanolyje ar acetone bei daugelyje organiniy tirpikliy. D¢l didelio pululano
tirpumo vandenyje lengvai galima gauti auksStos koncentracijos pululano
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vandeninius tirpalus, kurie pasizymi klampumu, adhezija bei gali biti
naudojami pululano pléveliy ruosimui (27). Pululano plévelés termostabilios
bei pasiZymi antistatinémis bei elastinémis savybémis, nulemtomis pululano
polimeriniy grandiniy struktiriniy ypatybiy, salygojan¢iy maltotriozeés
jungimosi 1 polimering granding. NeimunogeniSkumas, nekancerogeniskumas,
nemutageniSkumas, netoksiSkumas bei biodegradabilumas — tai pululano
biotechnologinio/farmacinio pritaikymo potenciala atspindincios savybés (29).

Fiziologiné pululano svarba A. pullulans islieka nesuprasta. Pululana
produkuojancio polimorfinio grybo kamienai efektyviai skaido daugeli PS,
taCiau pululano efektyviai metabolizuoti negali, taigi egzopolisacharidas
grybui néra energijos ir/ar anglies Saltinis. Manoma, jog pululanas svarbus
grybo lasteliy apsaugai nuo iSdzitivimo bei kartu padeda uztikrinti grybo
adhezyvuma prie gamtiniy substraty, pvz., medienos (30). Pululanas
netiesiogiai svarbus A. pullulans plitimui, nes taip pat uztikrina blastospory
adhezyvuma prie pavirsiy (31).

1.2.2. Pululanoliziniai fermentai

Pululang gebantys hidrolizuoti fermentai skirstomi 1 4 tipus (1 pav.):
1. gliukoamilazés (EC 3.2.1.3) pululana hidrolizuoja nuo polimero
neredukuojancio galo susidarant gliukozei; 2. pululanazés arba a-dekstrin-6-
gliukanohidrolazés (EC 3.2.1.41) hidrolizuoja a-1,6-glikozidines jungtis
susidarant maltotriozei; 3. izopululanazés (EC 3.2.1.57) hidrolizuoja a-1,4-
glikozidines jungtis susidarant izopanozei; 4. neopululanazés hidrolizuoja
a-1,4-glikozidines jungtis pululano grandinéje susidarant panozei (32).

Pululanoliziniai fermentai, nepriklausomai nuo fermento tipo, saviti
hidrolizuojamos glikozidinés jungties tipo atzvilgiu, tafiau néra saviti PS
struktiirai.  Pastaroji  substratinio savitumo  charakteristika lemia
pululanoliziniy fermenty geb¢jima efektyviai hidrolizuoti krakmola,
amilopekting, glikogena, dekstrinus bei amilozg (4).

I tipo (tikrosiomis) pululanazémis laikomos a-dekstrin-6-gliukano-
hidrolazés, pululano grandinése hidrolizuojancios tik a-1,6-glikozidines
jungtis. I pululanaziy tipas taip pat apjungia dekstrinazes bei amilopektin-6-
gliukanohidrolazes (33). I tipo pululanazés tipiniu atveju pululano bei Sakoty
OS polimeriniy grandiniy atzvilgiu veikia kaip endohidrolazes, efektyviai
mazindamos PS Sakotuma. Skaidydamos krakmola I tipo pululanazés, vélgi
veikdamos endomechanizmu, uZztikrina amilozés susidaryma. [ tipo
pululanazés identifikuotos bei klonavus in vitro charakterizuotos i§ daugelio
skirtingy organizmy (4). Pagal CAZy klasifikacija Sios glikozidy hidrolazes
priskirtos GH 13 Seimai (12). Palyginus I tipo pululanaziy sekas, isskirti
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keturi konservatyviis hidrolaziy seky regionai, i§ kuriy YNWGYDP
aminortigs¢iy (ar.) motyvas visiskai konservatyvus I tipo pululanazéms (34).
Sis ar. motyvas biitinas fermento jungimuisi su substrato molekule (35).

I tipo pululanaziy katalizés mechanizmas iSsamiai charakterizuotas
iSsprendus iy fermenty erdving struktiira: katalizing triada sudaro kataliziné
aspartato liekana, veikianti kaip nukleofilas; kataliziné glutamato liekana,
veikianti kaip bendroji riigStis/baze, ir aspartatas, kuris biitinas stabilizuojant
pereinamaja biisena (36). Katalizés akte taip pat dalyvauja argininas, kuri
pululanaziy sekose visuomet skiria dvi ar. nuo kataliziniu nukleofilu
funkcionuojancio aspartato (35). Kaip iprasta hidrolizés reakcijoms, vandens
molekulé — biitinas antrasis fermentinés reakcijos substratas.

DazZniausiai sutinkamos MO vidulastelinés I tipo pululanazés, taciau
sekretuojamos, membraninés ar periplazmingje ertméje funkcionuojancios
taip pat néra retos. Vertinant fizikochemines charakteristikas, 1 tipo
pululanazés aktyviausios pH 3-11, esant 50-95 °C, o Siy fermenty
termostabiluma reikSmingai didina substrato bei produkty molekulés (4).
Metaly jonai $iy pululanaziy aktyvuma veikia skirtingai: Mg**, Ca*" bei Co*"
jonai tipiniu atveju pululanaziy aktyvuma stimuliuoja, o Zn*", Cu®" bei Fe**
slopina. Chelatoriai, pvz., EDTA, neturi itakos arba nezymiai slopina
pululanolizinj aktyvuma (34).

II tipo pululanazéms priskiriamos a-1,4- bei o-1,6-glikozidines jungtis
hidrolizuojancios amilopululanazes (37), kuriy sekose iSskiriami 4 konservatyviis
sekos regionai, taciau jie néra panasis i biidingus I tipo pululanazéms, nors
abiejuy tipy pululanaziy katalizinis mechanizmas tapatus. Mezofilinése ir
(hiper)termofilinése bakterijose amilopululanazés yra identifikuotos, taciau
ju charakterizuota ivairové ne tokia didel¢ kaip I tipo pululanaziy (4).
Aprasyty amilopululanaziy gebéjimas skaidyti krakmola, amilozg, amilopektina,
glikogena bei ciklodekstrinus iki gliukozés, maltozés bei maltotriozés
patvirtintas in vitro (38, 39). Dazniausiai amilopululanazés yra indukuojami
fermentai, kuriy tipiski induktoriai — maltoze, amilozé ar amilopektinas (40).
Dauguma MO amilopululanaziy yra sekretuojamos arba membraninés
hidrolazés. Amilopululanaziy amilolizinis bei pululanolizinis aktyvumai
optimaliausi esant pH 5-9,6, ir 50-105 °C temperaturai. Metaly jonu itaka
amilopululanazéms bei I tipo pululanazéms gana pana$i: Ca®" jonai
reik§mingai aktyvina amilopululanaziy aktyvuma bei termostabiluma. Sr** ir
Mg jonai taip pat aktyvina amilopululanazes, tatiau ne taip intensyviai, o
Ni*, Fe*", Cu” bei Zn>" jonai amilopululanazes reikimingai slopina (4).

Neopululanazés, skaidancios pululang iki panozés, demonstruoja savita

katalizini aktyvuma. MO neopululanaziy sekoms biidingi tipiski amilazéms
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konservatyviis motyvai bei du papildomi motyvai (41, 42). Neopululanazés
aktyviai skaido a-1,4-glikozidines jungtis bei gali hidrolizuoti kai kuriy Sakoty
PS a-1,6-glikozidines jungtis (4). Be to, neopululanazés minéty glikozidiniy
jungciy atzvilgiu geba katalizuoti transglikozilinimo reakcijas (43).

Izopululanazés pululang hidrolizuoja iki izopanozés ir yra retos MO (44).
Pastarosios hidrolazés neskaido krakmolo (34). Pululang (a-1,4- bei a-1,6-
glikozidines jungtis) iki maltotriozés, panozés ir maltozeés taip pat skaido II1
tipo pululano hidrolazés. Sie fermentai demonstruoja platy substratinj
savituma — hidrolizuoja krakmola, amilozg¢ bei amilopekting iki maltotriozes
bei maltozés. Gliukoamilazés — aktyvios egzogliukanazés, taip pat
priskiriamos pululanazéms, nes hidrolizuodamos a-1,6-glikozidines jungtis
geba uztikrinti pululano skaidyma iki gliukozés (4).

Pululanas bei jo hidrolizés produktai — vertingi junginiai. Taigi pululana
iki skirtingy produkty skaidantys fermentai pasizymi biotechnologinio
panaudojimo potencialu (27). Skirtingy tipuy pululanazés gali biti tiesiogiai
taikomos gaminant aly, iSskiriant sirupus i§ skirtingos augalinés Zzaliavos.
Neopululanazés gali biiti naudojamos sveikatinanciy saldikliy gamyboje (4).
Pululanazés leidzia efektyviai iSgauti vandenyje tirpius ciklodekstrinus.
Daugeli pululanaziy galima taikyti plovimo/skalbimo priemonése (45).

1.3. Pektinas ir pektinazés

1.3.1. Pektinas — vienas heteropolisacharidy

Pektinas yra sudétingas linijinis anijoninis heteropolisacharidas — pagrindinis
sausumos augaly lasteliy pirminés sienelés ir tarpinés plokstelés komponentas,
didZiausiu kiekiu sutinkamas nesumedéjusiose augalo dalyse — metilintas,
a-1-4-glikozidiniu rySiu sujungty D-galakturono riigsties (GalpA) (apie 70 %)
esteris (GalpA karboksigrupés i§ dalies esterintos metoksigrupiy ir i§ dalies/
visiskai neutralizuotos Na*, K™ ar NH," jonu), (2 pav.) isiterpiant $oninéms
grandinéms, sudarytoms i$ kity neutraliy cukry (L-ramnozés, L-arabinozgs,
D-galaktozés, ksilozés) liekany. Pektino biologiné funkcija — (hemi)celiuliozés
pluosty kryzminis suriSimas, lemiantis augaly lasteliy sieneliy tvirtuma.
Pektino kiekis, sudétis ir struktiira priklauso nuo augalo rusies, amziaus ir
varijuoja tarp augalo daliy (46).

Atsizvelgiant | pagrindines PS grandinés jung€iy bei funkciniy grupiy
modifikacijas, iSskiriami: protopektinas, pektinatas, pektinas ir pektatas.
Protopektinas, kaip vandenyje netirpi pektininé medziaga, sutinkamas augaly
tarpiniuy ploksteliy sudétyje. Sio biopolimero netirpuma lemia didelé MM,
esteriniy jungciy susidarymas tarp karboksiliniy pektino rtigsciy grupiy ir
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hidroksilinty kity lastelés sienelés komponenty grupiy, drusky tilteliy
sudarymas tarp baltymy ir karboksiliniy pektininés medziagos grupiy (47).
Neesterinty metoksigrupémis GalpA neutralios ar Sarminés druskos
apibidinamos kaip pektatai, o polimetilgalakturono riigSties neutralios arba
Sarmines druskos vadinamos pektinatais arba tiesiog pektinu (48).

Augaly lasteliy sienelése esantis pektinas atlieka ne viena funkcija. Néra
paprasta fizines ypatybes priskirti specifinéms pektino tinklo struktirinéms
sritims ir susieti jas su platesnémis biologinémis ypatybémis lasteliy augime
ir vystymesi. Be to, OS saveika su {vairiais veiksniais (fenolio junginiais,
kalciu, boratu, poliaminu) sukuria daugiafunkcing makromolekuling sistema.
Pektinas svarbus celiuliozés mikrofibriliy susirinkimui (49). Lasteliy sieneliy
matrikso pH ir joning jéga nulemia pektino tinklas, atsakingas uz gelinés
matrikso konsistencijos susidaryma bei uzZ mechanines ir poringumo savybes,
ir tai turi jtakos lasteliy tarplastelinéms jungtims, hidratacijos laipsniui,
judéjimui ir lasteliy sieneliy matriksa modifikuojantiems baltymams. Pektino
tinklas svarbus tarplastelin¢je adhezijoje ir signaly perdavime, koordinuojant
augalo vystymasi (Saknies Salmelio lasteliy diferenciacija, sieneliy
pabrinkima ir mink§t€jima vaisiams nokstant, lasteliy atsiskyrima nukrentant
lapams ar vaisiams, savaiminj anks¢iy atsidaryma joms subrendus) (50, 51).

Pektino tinklas yra pagrindinis bakteriniy ir grybiniy fermenty taikinys, ir
pekting degraduojantys fermentai gali buti virulentiSkuma nulemiantys
veiksniai. Todeél nepaisant svarbaus vaidmens lastelés fiziologijoje ir
vystymesi, pektinas atlieka ir apsauging funkcija prie§ augaly patogenus,
kurie turi skirtingo savitumo pektinazes ir sukelia augaly lasteliy nekroze bei
audiniy pazeidimus (52).
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2 pav. Pasikartojantys pektino molekulés segmentai (a) ir funkcinés grupés
pektino grandinéje: karboksi (b), esteriné (c), amidiné (d) (47).
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1.3.2. Pektinoliziniai fermentai

Pekting gebantys skaidyti fermentai, trumpiau vadinami pektinazémis,
klasifikuojami atsizvelgiant 1 tris kriterijus: savituma tam tikram PS
(substratui) arba keliems; substrato grandinés skélimo reakcijos
mechanizma; skélimo vieta substrato grandingje.

Pagal substrato grandinés skélimo reakcijos mechanizmus iSskiriamos
2 didelés Siy fermenty grupés: metilesterazés ir acetilesterazés — pektino
hidrolazés (CAZy CE 8 ir 12 angliavandeniy esteraziy Seimos (12); EC 3
klas¢), kurios nuo substrato atskelia, atitinkamai, metilo ir acetilo grupes. Siy
deesterinimo reakciju metu susidaro pektatai, metanolis arba etanolis.
Esteraziniu aktyvumu pasizyminciy 8 Seimos daugumai fermenty biidinga
a/B-sankloda, o SHD sudaro ju aktyviaja triada, taciau tarp pektininiy PS
esteraziy dazniau stebima DDR a.r. aktyviojo centro triada, apsupta
konservatyvaus aromatiniy a.r. regiono, iSsidésciusi tirpikliui prieinamoje
desiniojo sukinio paralelinés B-spiralés ertmeéje, apsuptoje iSoriniy kilpy.
Fermentai funkcionuoja kaip monomerai, kuriy struktiiroje néra stebima
aiskiai iSreikSta domeniné organizacija (53).

Antraja grupe sudaro depolimerazés (hidrolazés ir liazés), kurios skelia
pagrinding pektininio PS granding. Hidrolazés (poligalakturonazés ir ramno-
galakturonazes, priskiriamos CAZy GH 28 glikozidy hidrolaziy Seimai (12))
katalizuoja PS a-1-4-glikozidiniy ry$iu hidrolize. Sie baltymai pasizymi
kompaktiska 10 stkiy deSinio sukinio B-spirale ir 10 paraleliy iSilginei aSiai
laksty sankloda. Fermento molekulés virSutiniame linkyje, atvirame 1§ abiejy
galy, 1 kuri lengvai patenka PS grandinés galai, iSsidéstgs DDD a.r. aktyvus
centras. Fermento molekulés pavirSiuje iSskiriama konservatyvi aromatiniy
a.r. sritis, galimai tarnaujanti kaip angliavandeni suriSantis regionas (53).
Sutinkama ir stabilia ketvirting struktiira formuojanciy fermenty, sudaryty is
keturiy monomery, besijungianciy vidumolekuline spiraline strukttra (54).
Fermenty katalizinio centro bei kitos svarbios konservatyvios a.r. pozicionuoja
substrata syn-konformacijoje. Hidrolizés reakcija vyksta vienu etapu,
invertuojanc¢iu mechanizmu, kuomet, vykstant atskeliamos grupés anomerinés
C atomo stereocheminei inversijai, yra atpalaiduojamas pektininio PS n-meras,
jam prie C4-O prisijungus protong i§ vandens molekulés, o paskutiniam PS
monomero C1 atomui prijungiama vandens hidroksigrupé (53).

Liaziy (priskiriamy CAZy PL 1, 2, 3, 9, 10 ir 22 Seimoms; EC 4 klas¢)
katalizuojamy reakciju metu, pasalinant chemines grupes, susidaro dvigubas
rySys. Pirmoji pektato liaziy (PL1) Seima pasizymi analogiska CAZy CE 8
Seimai deSiniojo sukinio paralelinés B-spiralés sankloda. Aktyvyji centra
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formuoja DDD arba RRK a.r. triada, koordinuojanti ir pozicionuojanti Ca*"
jona (55, 56). PL2 Seimai priskiriami fermentai, kuriy nustatyta erdviné
struktiira, demonstruoja (o/a); statinés sankloda ir aktyviaja diada i§ RR a.r.
Sios $eimos fermenty struktiirai ir aktyvumui reikalingi Ca>" jonai gali biiti
pakeisti kity dvivalendiy metaly jonais (Mn** ar Mg®) (55), kurie
koordinuojami aktyviojo centro.

PL3 Seimai biidinga deSiniojo sukinio paralelinés B-spiralés sankloda,
katalizinj aktyvuma uztikrina kartu su Ca®" jonais KKR a.r. (57). PL9 eimai
taip pat biidinga deSiniojo sukinio paralelinés B-spiralés sankloda, kurioje
iSreiksti N-galinis, C-galinis ir katalizinis domenai, aktyvioji tetrada
suformuota DDDK/R a.r. (58). PL10 Seima pasizymi (o/a); toroidine
sankloda, formuojancia dviejy — N-galinio ir C-galinio — domeny struktiira,
tarp kuriy placiame griovyje iSsidéstes RD a.r. aktyvusis centras (59).

Pektato liaziy B-eliminacijos biidu skeliami a-1-4-glikozidiniai ry$iai,
susidarant tarp paskutinés GalpA C4 ir C5 atomy dviguba ry$i turinfiam
oligogalakturonidui. Pirmiausia C5 atomo hidroksigrupé priartinama
katalizinés arginino liekanos ir vyksta Ca®" (déka C5 uronato grupés)
nulemtas HS riigstiniy savybiy sustiprinimas, kuriam biitinas pH 7,5-10 (53).
Guanidino grupé greidiausiai akumuliuoja Ca®" jono, veikian¢io kaip
kofaktorius, sukeltus pK, pokycCius (60). Antrame [-eliminacijos etape
susidaro reakcijos produktas déka elektrony perkelimo ant O4 atomo, o tai
lemia atskylanc¢iosios grupés eliminavima.

Depolimerazés skirstomos pagal skélimo vieta PS grandingje (endo, egzo)
bei pagal savituma substratui: hidrolazés: PMGH — polimetilgalakturonato
(pektino), PGH — poligalakturonato (pektato). PGHs yra placiai paplitusios
bakterijose ir grybuose (ju tarpe ir mieliagrybiuose), aptinkamos ir augaluose
ir augalus parazituojan¢iuose nematoduose (53); liazés: PMGL (PNL) —
polimetilgalakturonato (pektino), PGL (PL) — poligalakturonato (pektato).
PL dazniausiai yra produkuojamos alkalofiliniy bakterijy (Bacillus, Erwinia,
Pseudomonas ir Streptomyces) ir maista gadinanéiy grybu genciy bei yra
tiesiogiai priklausomos nuo Ca®" (54). PNL daugiausiai yra sintetinamos
Aspergillus ir Glomerella grybu (53). PrieSingai nei pektato liazés, pektino
liazés ardo pekting ir nesant aplinkoje Ca®" jony (55). Ta¢iau yra Zinoma, jog,
pavyzdziui, Erwinia chrysanthemi PL poreikis Ca®" jonams priklauso ir nuo
terpés pH: optimali 0,1 mM Ca®" koncentracija yra, kai pH 7,8-8,5, o
didziausia aktyvuma lemia 0,025 mM koncentracija esant pH 9,2 (56).

Pradinius pektininiy PS depolimerizacijos ir deesterinimo etapus uztikrina
ekstralasteliniai fermentai. Susidar¢ OS per anijoniniams OS savitus porinus
(KdgM Seima) yra pasyviai transportuojami i periplazming ertme (71), kurioje
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kity veiksniy skaidomi { di-, trigalakturonidus. Pastarieji per TogMNAB
(daugiasubvienetini CUT1 Seimos ABC transporteri), déka ATP hidrolizés,
transportuojami 1 citoplazma (56). Pagalbinés ExuT ir KdgT transporto
sistemos dalyvauja transportuojant atitinkamai soc€iuosius ir nesociuosius
monosacharidus (62, 63). OS Iastelés viduje metabolizuojami i piruvata ir
3-fosfogliceraldehida, kurie pateke | Krebso cikla paver¢iami energija (63).

Pekting skaidanciy fermenty genai koduojami eukariotiniy MO genomuose,
kuriy aplinkoje yra pektino, ir jis metabolizuojamas kaip anglies Saltinis.
Dazniausiai tai fitopatogeniniai arba simbiozéje su augalais gyvenantys
grybai. Paminétinos gentys: Aspergillus (53, 64), Chondrostereum,
Claviceps, Colletotrichum (65, 66), Fusarium (67, 68), Kluyveromyces (69),
Neosartorya (53), Penicillium (53, 70, 71), Trichoderma (72).

Pirma karta pektinoliziniu aktyvumu pasizyminéios bakterijos Erwinia
carotovora ir Bacillus polymyxa identifikuotos Starr ir Moran 1962 m. (73).
Pekting degraduojancius fermentus sintetinancios bakterijos iSskiriamos i$
dirvozemio, vandens telkiniy, augaly, aptinkamos zuvy virSkinamajame
trakte, atrajotoju skrandyje bei Zmoniy Zarnyne. ApraSytos mezofiliniy
bakteriju gentys, pasizymin¢ios pektinoliziniu aktyvumu: Amycolata sp.
(74), Azospirilium (75), Bacillus (73, 76, 77, 78, 79), Cytophaga (80),
Clostridium (81, 82, 83), Erwinia (73, 84, 85, 86), Yersinia (87), Klebsiella
(88), Pseudomonas (89, 90, 91, 92), Streptomyces (93), Treponema (94),
Xanthomonas (95).

Nepaisant didelio susidom¢jimo MO pritaikymu pektino degradacijoje,
ganétinai mazas démesys iki Siol buvo skirtas termofiliniy bakterijy pektino-
liziniams fermentams, kurie yra daug stabilesni negu mezofiliniai (96).
Taciau yra zinoma ir mezofiliniy bakterijy, kuriy fermentai néra jautras
aukStai temperattrai, prieSingai, pasizymi didesniu aktyvumu aukstesn¢je
temperatiiroje (1 lentelé). Termofiliniy bakterijy bei ju produkuojamu pekting
degraduojanciy fermenty tam tikros ypatybés iSsamiau aptartos 2 lenteléje.

Apibendrinant 1 ir 2 lentelése pateiktus duomenis, galima teigti, jog
bakteriniy pektinaziy MM yra nuo 20 iki 100 kDa. Optimalus pH svyruoja
nuo riigstinio 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 tiek PGA, tiek esterintus pektinus,
bet maksimalus afiniSkumas stebimas vidutiniskai esterintiems pektinams.

Daugiausia mokslininky démesio sulauke fitopatogeniniai MO,
produkuojantys pektinolizinius fermentus, kurie svarbis infekcijos pradziai
kaip invaziniai veiksniai. Nustatyta, jog enterobakterijos Erwinia chrysanthemi
3937 produkuoja dvi pektino metilesterazes, septynias pektato liazes,
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poligalakturonaze ir pektino liazg. Pektinaziy genai yra ekspresuojami nuo
nepriklausomy cistrony, o ju transkripcija lemia pacio pektino ar augaliniy
liekany prieinamumas aplinkoje, stacionari bakteriju augimo faz¢, Zema
temperatiira, deguonies arba geleZies trikumas ir kitos aplinkos salygos. Be
to, PL geno transkripcija skatinama DNR ardan¢iy agenty. Varijuojanti
konkrecios pektinazés raiska, tikétina, atspindi nevienoda fermenty vaidmeni
augalo infekcijos metu. Zinomos kelios pel geny reguliacinés sistemos,
iskaitant KdgR represoriy, lemianti visy pektinolizéje dalyvaujanciy geny
indukcija esant pektininiy katabolity. KdgR taip pat valdo pektinaziy sekrecijai
reikalingus genus ir kitus pektino indukuojamus genus, kuriy funkcijos néra
aprasytos. Kitiems transkripcijos reguliatoriams homologiskas citoplazminis
baltymas PecS in vitro jungiasi prie pektinaziy ir celiuliaziy geny reguliaciniy
sri¢iy. Baltymas PecT, priskiriamas transkripcijos reguliatoriy LysR Seimai,
slopina tam tikry pektinaziy geny raiska bei veikia kitus metabolinius kelius
bakterijose. Zinomi ir kiti baltymai, kaip CRP ar HNS, kurie taip pat jungiasi
prie reguliatoriniy pektinaziy geny seky ir veikia juy transkripcija.

Dauguma pekting degraduojanciy fermenty yra bakteriju iSskiriami 1
aplinka, kur prieinamas substratas, ta¢iau yra nustatyta ir periplazminiy bei
membraniniy pekting skaidan¢iy fermenty. Pektina degraduojanciy fermenty
sekrecija gali biiti nespecifing, kai dél bakteriju voko padidéjusio pralaidumo
fermentai iSeina 1§ lasteles (120). Lyginamieji (ne)patogeniniy bakterijy
pektinaziy sintezés ir sekrecijos tyrimai atskleidé akivaizdzius skirtumus: ne
fitopatogeniniy Klebsiella pneumoniae, Yersinia pseudotuberculosis ir
Yersinia enterocolitica bakteriju PL genuy skaiCius genome yra mazesnis,
sekrecijos lygis zemesnis, o fermenty raiska néra indukuojama substrato (121).
Tiriant pektinaziy sintez¢ valdancius fiziologinius veiksnius, minkstaji augaly
audiniy puvini sukelianciose bakterijose Erwinia chrysanthemi ir Erwinia
carotovora gauti panasiis rezultatai. Ekologiniai veiksniai, palaikantys minétos
ligos vystymasi, daznai i$Saukia ir pektinaziy produkcija bei dazniausiai turi
neigiamos itakos bakterijy augimui. Pektinaziy sintez¢ yra labiau skatinama
stresinémis salygomis nei esant palankioms MO augimui salygoms (121).

Nustatyta, jog pagrindinis visy E. chrysanthemi pektinolizéje dalyvaujanciy
geny indukcija lemiantis signalas yra bakterijoms aplinkoje prieinamo pektino
buvimas. Taciau prie§ aktyvinant pektinaziy geny transkripcija, yra taikoma
papildoma fiziologiné kontrol¢, atsizvelgiant i augimo faze, kataboling represija,
kintancias aplinkos salygas: substrato (ne)buvima, temperatiira, anaerobiozg,
gelezies trukuma, osmoliariSkuma ar azoto trikuma (121). Visgi Sios salygos
retai veikia sinergistiskai, todél atsakas i jas greiciausiai yra valdomas keleto

nepriklausomy reguliaciniy mechanizmy. Vertinant atskirai pavienius pel
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genus, parodyta, jog kiekvienas ju skirtingai jautriai reaguoja i tuos pacius
aplinkos signalus, o kartais pasireiskia net visiSkai prieSingas atsakas.

PL produkcija Erwinia bakterijose yra priklausoma ir kontroliuojama
katabolinés represijos veikiant cikliniam AMP (cAMP). Pavyzdziui, didelé
nesociyjy digalakturonaty koncentracija dalyvaujant cAMP lemia griztama
PL produkavimo kataboling represija (122). PanaSiai galakturonatai
tarpininkauja tiek pektinaziy sintezés indukcijos, tiek katabolinés represijos
iniciavime. Be to, pektinaziy, produkuojamy Erwinia, spektras labai
priklauso nuo augimo terp¢je esancio anglies Saltinio, o tai rodo, jog skirtingi
genai yra nevienodai jautriis katabolinés represijos signalams (123).

Tiriant minkstaji puvini sukelianCias bakterijas, nustatyta, jog pektinaziy
genai yra 5-60 karty ekspresuojami intensyviau vélyvojoje nei ankstyvoje
eksponentinio bakteriju augimo fazéje (121). Tai tiesiogiai siejama su
infekcijos pozymiy iSrySkejimu, kai bakterijos maksimaliai prisidaugina ir
produkuoja fermentus, padedancius kolonizuoti augaly audinius.

1930 m. prasidéjo pektinoliziniy fermenty tyrimai, o po keliy deSimtmeciy
augaly lasteliy sieneles ardantys fermentai imti pla¢iai naudoti vairiose
pramonés Sakose. Sul¢iy gamyboje dazniausiai naudojamos Aspergillus
niger pektinazés, kuriy aktyvumas yra didziausias ragstingje terpéje. Sie
fermentai leidzia padidinti zaliavos vertg, gaunant didesn¢ produkty iSeiga, ir
skaidresnes sultis (48). Pektinoliziniai fermentai pritaikyti ir kavos gamyboje
Salinant nuo kavos pupeliy likusius augalinius audinius, kurie didziaja dalimi
sudaryti i§ pektinu gausiy medziagy. Arbatos fermentacija daznai pagreitinama
déka grybiniy pektinaziy, taip pat padidinamas puty formavimasis greitai
paruoSiamose, tirpiose arbatose (124). Augalinis aliejus tradiciSkai yra
iSgaunamas naudojant organinius tirpiklius, kurie pasizymi potencialiu
kancerogeniniu poveikiu. Fermentinis augaly apdirbimas vandeninéje terpéje,
nenaudojant jokiy cheminiy medziagy, duoda didesng¢ ekologiskesnio
produkto gamybos iSeiga ir ilgesni realizacijos laika (125). Tekstilés
pramongje bakterinés (Bacillus, Clostridium) ir grybinés (Aspergillus,
Penicillium) sarminés pektinazés yra naudojamos augaly (kanapés, pluostinés
bemerijos, kokoso palmes ir kt.) zievés pektino ardymui, augalinio pluosto
skaiduly atskyrimui, juy lipnumo ir glitumo paSalinimui (126, 127).
Popieriaus gamyboje medienos plausy masés balinimas veikiant Sarmais ir
peroksidu tirpina PS, kurie daznai uzkemsa filtravimo sistema. Dalyvaujant
pektinazéms, PGA polimerai yra suskaidomi ir pektino tirpale bei filtrate
balinimo metu yra sumazinamas susidariusiy agregaty kiekis, augalo audiniy
apdirbimo bakterijomis laipsnis aukstesnis, lyginant su tradiciniais metodais.
Popieriaus lapai, paruosti 1§ Siy MO skaidyty plauSy, gaunami vienodi bei
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lygiis (128, 129). Daug pektinu turtingy medziagy yra iSmetama { vaisius
apdirban¢iy pramonés jmoniy nuotekas. 1987 m. pirma karta Tanabe
vadovaujama mokslininky grupé iSbandé nauja efektyvy nuoteky valymo
biida, naudojant i§ dirvozemio isskirta alkalofilini MO — Bacillus sp. (130).

Komerciniais tikslais pektinas i§gaunamas i$ citrusiniy vaisiy Zzieveliy,
obuoliy i$spaudy (OI) (131), cukriniy runkeliy, mango ir kity vaisiy
atlieky (132). Polimeras yra tirpus vandenyje ir priklausomai nuo jo
struktiiriniy ypatybiy pasizymi klampia, drebutine ar geline konsistencija.
Esant Zemam pH, yra slopinama karboksigrupiy jonizacija ir taip maZinama
Siy grupiy hidratacija, ko pasekoje, tarp PS molekuliy susilpnéjus elektro-
statiniam pasiprie§inimui, suformuojama geliné struktira (131). Sia savybe
daugiausia lemia PS sudaranciy vienety — PGA liekany — esterinimo laipsnis,
polimero MM, taip pat Soniniy grupiy kriiviy tankio pasiskirstymas, joniné
jéga, pH bei kity junginiy (pvz., cukry) buvimas aplinkoje (133). Mazesnio
esterinimo laipsnio pektinas geling struktiira formuoja aplinkoje esant
polivalentiniams jonams (dazniausiai kalciui), o auksto esterinimo laipsnio
pektinas — esant rigstinems salygoms bei papildomai skirtingiems cukrams,
pavyzdziui, sacharozei ar gliukozei. Dél Sio geb¢jimo formuoti gelj, klampia
ir stabilizuojanc¢ia struktiira, pektinas placiai pritaikomas ir naudojamas
maisto pramongje, farmacijoje ir kosmetikoje (133).

1.4. Geobacillus spp. ir polisacharidus skaidantys fermentai

1.4.1. Geobacillus spp. bendrosios charakteristikos bei adaptyvumas

Plétojant Bacillus genties taksonominj revizavima, paremta Ash ir kt. (134),
remiantis 16S rRNR geny seky analize, iSskirta Geobacillus gentis — lazdelés
formos aerobai arba fakultatyviis anaerobai, chemoorganotrofai, endosporas
formuojantys gramteigiamieji MO (135). Skirtingy Geobacillus kamieny
augimui reikalinga 35-80 °C temperatiira, bet dazniausiai jie sutinkami kaip
nuosaiklis termofilai, kurie yra potencialus biotechnologijoje pritaikomy
termoaktyviy ir/ar termostabiliy fermenty Saltinis, svarbus bioremediacijai bei
efektyviai taikomas biokuro gamybai (136, 137). Atsizvelgiant | Geobacillus
augimui optimaly pH 6-8,5, galima teigti, jog $i gentis — neutrofilai. Genties
kamieny genomy dydis svyruoja 3,5-3,9 Mbp, G+C kiekis varijuoja
48,2-58 mol%, o 16 rRNR geny sekos identiskos vir§ 96,5 % (135). Visgi
Geobacillus genties Kklasifikacija reikSmingai papildo kamienu analizé,
remiantis recN bei Spo0OA geny seky palyginimu (3 pav.) (14, 138).
Geobacillus genti sudaro 15 rusiy, kurios, remiantis 16S rRNR bei recN
geny seky palyginimu, skirstomos i 9 grupes (4, 135). Pagal Serdinio genties
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®G. thermoleovorans CCB US3 UF5
AG. thermoleovorans BGSC 96A1
®G. thermoleovorans B23
®G. kaustophilus HTA426
.G. kaustophilus BGSC 90A1
@®Geobacillus sp. CAMR5420
4G. vulcani BGSC 97A1
@Geobacillus sp. FW23
®G. kaustophilus GBlys
®Geobacillus sp. MAS1
®Geobacillus sp. A8
AG. lituanicus BGSC W9A89
®G. thermocatenulatus GS1
2.G. thermocatenulatus BGSC 93A1
® Geobacillus sp. C56T3
®Geobacillus sp. CAMR12739
®Geobacillus sp. GHHO1
l.Geobaci//us sp. WSUCF1
®Geobacillus sp. Y412MC52
®Geobacillus sp. Y412MC61
® Geobacillus sp. JF8
2.G. subterraneus BGSC 91A1
®Geobacillus sp. G11MC16
®G. thermodenitrificans NG802 L. 3 .
®G. thermodenitrificans DSM 465 thermodenitrificans grupé
*.G. thermodenitrificans BGSC 94A1
®G. stearothermophilus ATCC 7953
AG. stearothermophilus BGSC 9A20
®G. caldoxylosilyticus NBRC 107762
AG. caldoxylosilyticus BGSC W9A36 o 5 F
® G. caldoxylosilyticus CIC9 caldoxylosilyticus grupé
® G. stearothermophilus NUB3621
® Geobacillus sp. WCH70
A.G. toebii BGSC 99A1
2 Bacillus thermantarcticus BGSC 20A1
®G. thermoglucosidans TNO09020
® G. thermoglucosidasius C56YS93
® Geobacillus sp. YA1MC1 thermoglucosidasius grupé
® G. thermoglucosidasius NBRC 107763
2 G. thermoglucosidasius BGSC 95A1
2 Bacillus subtilis

kaustophilus grupé

G. stearothermophilus sensu strictu

3 pav. Geobacillus genties tipiniy kamieny (A) bei kamieny, kuriy genomai anotuoti
(@), filogenijos palyginimas remiantis recN geno seky homologija (139, 140).
genomo nukleotidy variabiluma bei recN geno sekuy palyginima rusys
iSskirtos 1 4 filogenetines Sakas (139). Patikimai nuskaityti bei iSsamiai
anotuoti 7 rasiy (Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus kaustophilus,
Geobacillus caloxylosilyticus, Geobacillus thermodenitrificans, Geobacillus
stearothermophilus, Geobacillus thermocatenulatus ir Geobacillus thermo-
glucosidasius) kamieny genomai (13). Tipine genties ris§imi, remiantis
DNR-DNR hibridizacija, riebaly riigs¢iy bei 16 rRNR genuy sekuy analize,
i§skirta Geobacillus stearothermophilus (135, 141).

Vertinant Geobacillus bakteriju uzimamy ekonisy ivairove, stebima, jog
jos — daugumos nattiraliy bei antropogenizuoty MO bendrijy dalis. Nauji
kamienai dazniausiai i$skiriami i§ karStyjy Saltiniy (142), pozeminiy naftos
telkiniy (135) arba dirvos/komposto (143). Sie MO, gebédami augti salyginai
aukStoje temperatiiroje, aptinkami ir neaukS$tos temperatiiros buveinése
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(dirvoje, aukstikalnése, vandenyno nuoguluose) (144, 145). Dirvoje Sios
genties bakteriju santykinis daznumas siejamas su efektyvesne sklaida dél
endospory formavimo. TraSioje dirvoje/komposte gausu augalinés kilmes
organikos, kurig isisavindamos bakterijos aktyviai proliferuoja (14). Pirma
organikos biodegradacijos fazg, kuriai bidinga 10-42 °C temperatira, vykdo
mezofilai, formuodami biopléveles ir isiskverbdami i salyginai inertiskas
biomases daleles. Intensyvus angliavandeniy katabolizmas lemia energijos
bei Silumos iSsiskyrimg ir mezofilin¢ skaidymo fazé pereina i termofiling
40-70 °C fazg. Geobacillus genties bakterijos, buidamos obligatiniai
termofilai, dirvoje aktyviai auga biitent Sios termofilinés fazés metu. Po
termofilinés seka antroji mezofiliné faz¢, lydima skaidymo sistemos
nusistovéjimo bei brendimo, ir tipiniu atveju tolimesné skaidymo proceso
temperattra biina zemesné nei optimali Geobacillus augimui (146).

Aptartos dirvos biodegradacijos termofilinés fazés metu, temperattirai esant
60-69 °C, Geobacillus gentis MO bendrijose dominuoja kaip oportunistiniai
skaidytojai (147, 148). Tai parode¢ ir palyginamoji Sios genties atstovy, i$skirty
1§ skirtingy ekoniSy, genomy analizé (13, 14, 139). Taciau Sios bakterijos
neilgai iSlieka aktyviausiais augaliniy PS skaidytojais, nes d¢l zeméjancios
temperattros sporuliuoja (14). Geobacillus Serdinio genomo ~1600 genuy
(13, 23) rinkinys atspindi Siy termofily filogenetini artimuma lastelés
metabolizmo ir i§gyvenimo strategijy atzvilgiu Bacillus genties mezofilams,
taCiau geny rinkinyje uz (hetero)polisacharidy skaidyma tiesiogiai atsakingi
genai nesutinkami. Genai, koduojantys PS skaidancius fermentus arba kitus
svarbius baltymus, reikalingus OS transportui i lastele bei Siy sacharidy
skaidymui citoplazmoje, identifikuoti Geobacillus suminio genomo (pan-
genomo) geny rinkinyje. Kartu pazymétina, jog su PS skaidymu sietini genai
daznai sutinkami santalkose, kurioms budingi horizontaliai geny pernasai
(HGP) svarbus elementai (3, 13). Mikroevoliuciniai veiksniai, lémg
Geobacillus genties evoliucija i§ Bacillus genties, kartu uztikrino aptariamy
termofily adaptyvuma augalinés kilmés biomaséje sutinkamuy PS
Isisavinimui ir, atsizvelgiant 1 iSties platy Siy termofily paplitima, galima
i$skirti ju svarba globaliam anglies ciklo palaikymui (13, 14, 139).

1.4.2. Geabacillus spp. polisacharidus skaidantys fermentai

Geobacillus gentis — viena perspektyviausiu termoaktyviy ir/ar termostabiliy

fermenty Saltiniy (14). Didéjant Geobacillus anotuoty genomy skaiciui,

charakterizuota gan maza dalis Sios genties produkuojamy, potencialiai

biotechnologijai pritaikomy fermenty. Tirtos Geobacillus lipazés, proteazés,

DNR polimerazés bei kity funkeijy fermentai (3, 139). Taip pat apraSyti ir
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PS bei OS skaidantys fermentai: o- ir [B-galaktozidazés (149, 150),
ksilanazes (151, 152), a-gliukuronidazes (153), ksilozidazés (154), arabino-
furanozidazé (155), amilazés bei pululanazés (156) i§ Geobacillus kamienu.
Skirtingai nei budinga daugeliui PS aktyviai jsisavinan¢iy MO, konkretts
Geobacillus kamienai produkuoja salyginai maza PS bei OS skaidanciy
fermenty ivairove ir Siy baltymy genai sutinkami ne kaip pavieniai,
nepriklausomai transkribuojami arba keliy genuy operonuose, o lokalizuoti su
PS skaidymu sietiny geny santalkose (3). Geobacillus produkuojamy PS
skaidanc¢iy fermenty domeninése organizacijose retai iSreiksti saveikos su
angliavandeniais domenai, nulemiantys fermento savituma substrato struktiirai.
Tikétina, tokie plataus substratinio savitumo PS skaidymo fermentai lemia
efektyvesng Geobacillus adaptacija mitybiniams ekoniSos iStekliams (3).
Anotuojant Geobacillus kamieny genomus, daznai tiriamos PS skaidyma
uztikrinan€iy fermenty geny santalkos (157). ISsamiausiai aprasyta ksilano/
hemiceliuliozés isisavinima uztikrinanciy fermenty genu santalka, biidinga
Geobacillus stearothermophilus T-6 bei Sesiems Geobacillus sp. C56 kamieny
grupés genomams. G. stearothermophilus T-6 genome sutinkama 60 baltymy
geny santalka, kurios koduojamy baltymy funkcionalumas kamienui leidzia
isisavinti hemiceliuliozg (3, 158). Sios santalkos genai skirstomi { 13 funkciniy
grupiy (3), 18 kuriy 12 grupiy genai koduoja baltymus, tiesiogiai sietinus su
hemiceliuliozés isisavinimu (159). Septynioms santalkos geny funkcinéms
grupéms priskiriamy geny koduojami baltymai lemia esminj hemiceliuliozes
skaidyma. Vienos geny grupés koduojamos sekretuojamos hidrolazés skaido
aplinkoje tapusi prieinamu arabino gliukuronoksilana, dvieju genu grupiy
koduojami baltymai, veikdami koordinuotai, uztikrina hemiceliuliozés OS
transporta | lastelés vidy. Likusiy keturiy funkciniy grupiu genai koduoja
vidulastelinius fermentus, kurie citoplazmoje baigia skaidyti hemiceliuliozés
OS 1 monosacharidus (3). Viena i§ 5 funkciniy grupiu vienija 9 genus,
koduojancius L-arabinano — esminio pektino struktiirinio elemento (159) —
isisavinima uZztikrinan¢ius fermentus, todél hemiceliuliozés isisavinimo genuy
santalkos koduojamy baltymu funkcing svarba galima pagristai sieti taip pat
ir su pektino isisavinimo uztikrinimu (3, 160). Hemiceliuliozés isisavinimo
santalkai analogiSkos santalkos salyginai konservatyvioje chromosomos
vietoje in silico identifikuotos daugumoje Geobacillus anonuoty genomu (3).
Skirtingy kamieny hemiceliuliozés isisavinimo santalkos struktiira iSreikstai
varijuoja, visgi visais atvejais santalkos struktiiroje stebimi sekos elementai,
patvirtinantys santalkos patekima | kamieny genomus déka HGP. Skirtingos
strukttros santalkose konservatyviausi operonai sudaryti i§ ksilanaziy arba

ksilano transportui svarbiy baltymy genuy (3, 161). Atsizvelgiant i santalky
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variabiluma, galima teigti, jog skirtingi Geobacillus kamienai geba
prisitaikyti prie konkretaus hemiceliuliozés strukttirinio tipo (3).

Geobacillus sp. C56 kamieny ksilano/hemiceliuliozés isisavinima
uztikrinan¢iy geny santalka yra sudétiné kamieny supra-santalkos dalis. Joje
identifikuoti daugumos kamieno isisavinamy angliavandeniy (fruktozes,
ksilozés, arabinozeés, manitolio, gliukonato bei pululano) skaidymo bei
transporto genai (3).

Aptartas ksilano/hemiceliuliozes isisavinimo baltymy geny pavyzdys
atspindi bendrasias Geobacillus produkuojamy PS skaidymo geny genominés
organizacijos charakteristikas. Sios genties koduojama maza PS jsisavinimo
geny jvairové sutinkama geny santalkose kartu su PS OS transporto sistemy
baltymy genais bei OS skaidanciy fermenty genais. Tipiniu atveju santalkose
sekretuojamus fermentus, veikiancius pradiniais PS skaidymo etapais, koduoja
vos keli genai, santalkose dominuojant OS skaidanc¢iy fermenty bei transporto
sistemy baltymy genams. Geobacillus PS jsisavinimo baltymu geny santalky
struktiiros variabiluma, taigi ir MO adaptyvuma konkreciam PS ar netgi PS
struktiirinei variacijai, uztikrina déka HGP vykstanti santalky reorganizacija.

Daugelio Geobacillus genomuose in silico nuspétos genu santalkos,
koduojancios baltymus, sietinus su celiuliozes, krakmolo/pululano, arabinano,
gliukomanano, ksilano bei galakturonano jsisavinimu (14). Sios genties
uzimamose ekoniSose gausu ir pektino, taigi pektino isisavinima uztikrinan¢ios
geny santalkos, i1 Sios genties kamieny genoma patekusios déka HGP,
identifikavimas yra pagristai tikétinas (13). Geobacillus genomuose anotuoti
CAZy PL11 bei PL22 Seimy pektato liazes koduojantys genai, taiau minéti
genai néra priskirtini geny santalkoms. Efektyviai pektina/pektata jsisavinantis
Geobacillus kamienas, tikétina, turéty koduoti sekretuojama pektato liaze(-es)
bei pektino OS skaidancias glikozidy hidrolazes, galimai i§ CAZy GH 88 ir/ar
105 seimy. Geobacillus pektato liazés ar glikozidy hidrolazés néra tirtos (12).

Termoaktyvios bei termostabilios CAZy PL1 Seimai priskirtos pektato
liazés charakterizuotos i$ termofiliniy Bacillus kamieny. Viena iSsamiausiai
tirty Bacillus sp. TS-47 sekretuojama termoaktyvi bei termostabili
PL47g5, 1547 pektato liazé (12, 54, 162, 163). Fermentas aktyviausias pH 8,
esant 70 °C bei yra termostabilus temperatiirose, ne aukStesnése nei
fermentinam aktyvumui optimali temperatiira. PL475, 1547 aktyviai skaido
PGA, vidutiniskai metilinta pekting bei taip pat protopektina. Ca*" jonai néra
butini Sios PL aktyvumui, bet fermenta reikSmingai aktyvina (162, 163, 164).
CAZy GH 88 bei 105 seimuy glikozidy hidrolazés i§ Bacillus spp. yra
charakterizuotos apraSant fermenty biochemines savybes bei erdving
struktiira (165, 166, 167, 168).
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2. METODAI
2.1. Suminiy baltymy preparaty iSskyrimas i§ dirvos meéginiy

Surinkti dirvos méginiai iki baltymy iSskyrimo laikyti ne ilgiau nei 24 val.,
4 °C. Suminiy baltymy preparato iSskyrimas atliktas pagal modifikuota
Murase ir kt. (169) metodika, 200 g méginio ir 500 mL 67 mM fosfatinio
buferio (pH 6/KT) 1 val. maisant 100 rpm, 25 °C. Pirminis homogenizatas
atvésintas iki 4 °C. Antriné homogenizacija buvo atlikta ultragarsinés
dezintegracijos biidu (rezimu: 5 sek. veikimo ir 55 sek. neveikimo, 40 cikly,
20 kHz, 20 % amplitudés), homogenizata nuolat Saldant ledo voneléje.
Gautas antrinis homogenizatas centrifuguotas 7000xg, 15 min., 4 °C,
nuosédos atskirtos nuo supernatanto, kuris toliau filtruotas vakuuminiu badu
naudojant 0,22 pm filtrus (Millipore). Iki 80 % amonio sulfato isotintas
filtratas centrifuguotas 12000xg, 40 min., 4 °C. Gautos baltyminés nuosédos
resuspenduotos i 2 mL 50 mM MES-NaOH buferio (pH 6/KT) ir dializuotos
pries toki pati buferi 12 val., 25 °C.

2.2. Sukaupiamuyjy kultiiry iSskyrimas 1§ dirvos méginiy

Sukaupiamosios MO kultiiros i§ dirvos meéginiy buvo iSskirtos remiantis
Al-Qodabh ir kt. (170) bei Takao ir kt. (163), substratais naudojant krakmola,
pekting ar PGA, o terpiy pH keiciant 6, 7, 8. I 100 mL terpés inesta 1 g
dirvos méginio ir kultivuota 24 val., 180 rpm, 60 °C. Po paros 1 mL kultiiros
pernestas 1 100 mL tokios pacios sudéties terpés ir kultivuota 24 val. Vykdant
sukaupiamyjy kulttiry iSskyrima taip pat buvo jvertinta, ar gauty termofiliniy
sukaupiamyju kulttiry augimas gali biiti palaikomas kultivavimui naudojant
OI (100 mL skystos terpés su 1 % (svoris/tiiris) OI). Sukaupiamosios kultiiros
biomasés augimo pokytis ivertintas atlikus kolonijas formuojanciy vienety
(kfv) skai¢iavima. Biomasés augimo pokytis vertintas iSglaistymui ant
agarizuotos krakmolo arba pektino terpés naudojant 100 pL kultiiros.
ISglaiscius kultivuota 12 val., 60 °C temperatiiroje.

Gryni izoliatai iSskirti i8s¢jant sukaupiamasias kultliras ant agarizuotos
terpes, papildytos krakmolu arba pektinu, kultivuojant 12 val., 60 °C. Atlikus
kultivavima, atrinktos morfologiSkai besiskirianc¢ios kolonijos.

2.3. Suminiy baltymy preparaty iSskyrimas i§ sukaupiamyjy
kultiiry

Suminiy baltymy preparaty iSskyrimas buvo atliktas baltymus iSsodinant
amonio sulfatu i§ sukaupiamyjy kultiiry supernatanto. Lastelés nusodintos
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centrifuguojant 7000xg, 15 min., esant 4 °C temperatiirai. Supernatantas
surinktas ir isotintas amonio sulfatu iki 80 % isotinimo. ISsodinti baltymai
surinkti centrifugavus 12000xg, 40 min., 4 °C (171). Nuosédos surinktos ir
visiSkai iStirpintos 2 mL 50 mM MES buferio, kurio pH 6, arba TRIS-HCl
buferio, kurio pH 7 arba 8 (atitinkamai pagal kultiiros augimo salygas)/60 °C.

2.4. Fermenty aktyvumo detekcija zimografija

Amilolizinio arba pektinolizinio aktyvumo jvertinimui NDS-PAGE
elektroforezés metodu (171) suminiy baltymy preparaty iS dirvos méginiy
arba sukaupiamyju kultiiry supernatanto baltymai frakcionuoti poliakril-
amidiniame gelyje, 1 kuri buvo ipolimerinta 0,1 % (svoris/turis) tirpaus
krakmolo i§ bulviy (Sigma-Aldrich) (170) arba 0,05 % (svoris/tiris) pektino
i§ obuoliy (Sigma-Aldrich) ar PGA (Alfa-Aesar) (163). Po elektroforezés
zimograminiai geliai plauti 2,5 % (turis/tiiris) Triton X-100 tirpalu 20 min.
purtant KT. Triton X-100 1§ geliy Salintas praplaunant distiliuotu vandeniu,
po to 2-3 val. zimograminiai geliai inkubuoti 50 mM TRIS-HCI buferyje pH
6, 7 arba 8/60 °C (atsizvelgiant { nustatyta dirvos méginiy pH arba
sukaupiamyjy kultiry augimui optimaly pH, esant 60 °C). Amilolizinis
fermenty aktyvumas vizualizuotas zimograminius gelius nudazius jodu (1 %
(svoris/tiiris) elementinio jodo ir 0,2 % (svoris/tiiris) kalio jodido tirpalas
distiliuotame vandenyje). Atlikus 10 min. trukusi dazyma geliai plauti
distiliuotu vandeniu. Pektinolizinis fermenty aktyvumas vizualizuotas dazant
10 min. 0,025 % (svoris/tiiris) rutenio raudonojo tirpalu distiliuotame
vandenyje, gelius po dazymo skalaujant distiliuotu vandeniu.

2.5. Baltymy identifikavimas masiy spektrometrija

Baltymai i§ NDS-PAGE geliy bei zimogramy méginiy iSpjovus saugoti
50 mM TRIS-HCI pH 7,4/20 °C, 4 °C. Polipeptidy sekos identifikuotos
skys¢iu chromatografija, integruota su masiuy spektrometrija (LC-MS/MS)
naudojant nanoAcquity (Waters) chromatografijos sistema bei Orbitrap
Velos masiy spektrometra (Thermo Electron Corp.). Baltymy
identifikavimas atliktas Lenkijos moksly akademijos Biochemijos ir
biofizikos instituto Masiy spektrometrijos laboratorijoje (VarSuva, Lenkija).

2.6. Natyviy amilaziy ir pektinaziy gryninimas

Natyviis amilolizini arba pektinolizini aktyvuma demonstrave fermentai,

i8skirti 1§ dirvos méginiy arba sukaupiamyju kultliry supernatanto, gryninti

hidrofobinés saveikos chromatografija (HSC). Fermentai gryninti i§ 300 mL
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dirvos méginiy pirminio homogenizato arba 2 L sukaupiamyjy kultiry
supernatanto. HSC vykdyta baltymy preparatus isotinus amonio sulfatu iki
80 % isotinimo, naudojant Macro-Prep Methyl (Bio-Rad) HSC derva.
Baltymai elivuoti 20 mM TRIS-HCI buferiu, pH 7/KT, isotintu amonio
sulfatu, sudarius atvirkstini laiptinj (kas 0,25 M) gradienta nuo 1,5 M iki 0 M
amonio sulfato. Surinktos frakcijos dializuotos pries minéta buferi. Kiekvienos
frakcijos baltymai vizualizuoti NDS-PAGE ir krakmolo arba pektino
zimografija vertintas frakcijy baltymy fermentinis aktyvumas, kurio zonos,
atlikus sugretinima su NDS-PAGE baltymy elektroforeziniu profiliu,
iSpjautos ir pateiktos baltymy identifikavimui masiy spektrometrija.

2.7. Masiy spektrometrija identifikuoty baltymy bioinformatiné
analize

Identifikuoty baltymy homologija baltymy sekoms ivertinta naudojantis
NCBI BLAST serveriu (157) atliekant Standard Protein BLAST. Baltymy seky
identiskumas (%) apskai¢iuotas MEGALIGN i§ LASERGENE 6 (DNASTAR),
taikant Jotun Hein algoritma, pagal PAM250. Angliavandeniy katabolizmo
fermentai anotuoti naudojantis dbCAN serveriu (172), remiantis CAZy
duomeny baze (12). Baltymy domenai bei domeny konservatyvumas nustatytas
NCBI CDD 3 (173), InterProScan (174) ir Pfam 28 (175) duomeny baziy
serveriais. Signaliniai peptidai (SP) in silico nuspéti SignalP 4 (176) serveriu.

2.8. Pradmeny geny pagausinimui bei klonavimui konstravimas

Nustatyty fermenty sekuy pagausinimui bei klonavimui pradmenys konstruoti
PrimerSelect i§ LASERGENE 6 (DNASTAR), pradmeny parametrus
papildomai analizuojant PCR Primer Stats (177). Konstruojant pradmenis
remtasi MS duomenimis bei identifikuoty baltymy genu seky homologija
anotuoty geny sekoms. Fermenty klonavimui skirti pradmenys konstruoti
taip pat atsizvelgus i klonavimo vektoriaus struktiira bei iterpiant restrikcijos
endonukleaziy atpazistamas sekas. Sekos analizuotos bei sulygintos MEGA
6 (178), o daugybiniai genuy seku palyginiai atlikti ClustalX 2 (179).
Sukonstruotus pradmenis (3 lentel¢) sintetino Metabion International AG
(Planegas, Vokietija).

2.9. Suminés bei genominés DNR i§skyrimas

Suminé DNR i§ dirvos méginiy iSskirta naudojant ZR Soil Microbe DNA

MicroPrep (Zymo Research) bei PureLink Microbiome DNA Purification

Kit (Invitrogen) rinkinius pagal gamintojuy rekomendacijas. Genominé DNR
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i§skirta i§ MO biomasés atlikus kultivavima ant agarizuotos terpés naudojant
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) rinking
pagal gamintoju rekomendacija. Nukleortigs¢iy ilgio, kokybés bei
koncentracijos nustatymui taikyta DNR elektroforezé agarozés gelyje.
Horizontaliosios agarozés elektroforezés atlikimui TAE buferyje, palaikant
5-10 V/em jtampa, naudotas 1 % agarozes gelis (agarozés svoris/TAE
buferio tiiris), kurio sudétis papildyta etidzio bromido tirpalu (galutiné
koncentracija gelyje 10 ng/mL). Elektroforezei naudotas 6x DNA Loading
Dye (Thermo Fisher Scientific) meéginiy uzneSimo { Sulin¢lius buferis.
Nukleoriigstys gelyje vizualizuotos apSvietus UV. ISskirty DNR meéginiy
kokybé bei koncentracija taip pat analizuota spektrofotometriskai, esant 260
nm ir 260/280 nm bangos ilgiui. ISskirta DNR toliau buvo saugoma
atsizvelgiant i rinkinio protokole pateiktus gamintojy nurodymus.

2.10. Polimerazés grandininé reakcija

Geny ar juy fragmenty pagausinimui buvo naudota i§ dirvos meéginiy arba
sukaupiamyju kultiry MO iSskirta suminé DNR. Polimerazés grandininés
reakcijos (PGR) misinio sudétis (50 pL): DreamTaq Green PCR Master Mix
(2X) (Thermo Fisher Scientific), 0,4 uM kiekvieno pradmens, 10 ng DNR
matricos. PGR salygos: pradiné denatiiracija — 95 °C, 2 min.; galutiné
elongacija — 72 °C, 7 min.; 30 cikly: denatiiracija — 95 °C, 1 min.; lydymo —
50/60 °C, 2 min., elongacija — 72 °C, 3 min. Vykdant PGR atsizvelgta i
taikomy pradmeny lydymosi temperatiira (3 lentel¢). Gauti PGR produktai
analizuoti agarozés elektroforeze. PGR produktai, atitike apskaiciuota ilgi,
nuskaityti VU GMC Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre
(Vilnius, Lietuva).

2.11. Fermenty geny klonavimas raiskai E. coli

Atlikus heteropolisacharidus skaidan¢iy fermenty atranka, nustatyty
fermenty genai klonuoti { pET-28c(+) (Novagene) baltymy geny raiSkos
vektoriy. Klonavimui fermenty genai pagausinti PGR, naudojant pradmeny
poras su jvestomis restrikcijos endonukleaziy atpazistamomis sekomis.
Naudojant minéta vektoriy, klonuoty fermenty geny sekos N arba C-gale
restriktuoti atitinkamomis restrikcijos endonukleazémis pagal gamintojo
rekomendacijas bei liguoti naudojant T4 DNR ligazg (Thermo Fisher
Scientific). Atlikus ligavima, vykdyta elektroporacija i Escherichia coli
DH5a (F'endA1 hsdR17(rk., mg+) gInV44 thi-1 A'recAl gyrA96 relAl deoR
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nupG  A(lacZYA-argF)-U169  ®80dlacZAM15) (Novagen) lasteles.
Transformantai kultivuoti 12-14 val., 37 °C, ant agarizuotos Luria-Bertani
(LB) (180) terpes, papildytos kanamicinu iki 30 pg/mL. Transformanty
atranka vykdyta kolonijy PGR naudojant T7-F ir T7-R pradmeny pora (3
lentel¢). Atrinkta plazmide, patvirtinus klonuoto baltymo geno seka
sekoskaita, elektroporuota i baltymy raiSkos kamiena Escherichia coli
BL21(DE3) (FompT hsdSB(rg., mg.) gal decm lon A (DE3 (lacl lacUVS5-T7
genel indl sam7 nin5))) (Novagen). Transformanty E. coli BL21(DE3)
atranka vykdyta identiSkai atrankai elektroporavus rekombinantines
plazmides i E. coli DH5a. Klonuojant rekombinantinés plazmidés i$skirtos i$
lasteliy biomasés, gautos kultivuojant 6 val. LB, papildyta kanamicinu iki 30
nug/mL, 37 °C, naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher
Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas.

2.12. PL47 geno klonavimas raiSkai mieliagrybiuose

Siekiant uztikrinti rekombinantinés PL47 be signalino peptido koduojancios
sekos (sp.rPL47) raiska mieliagrybiuose, fermento geno seka adaptuota raiskai
mieliagrybiuose. Adaptuota geno seka sintetino GenScript (Piskatavéjus,
JAV) pateikiant seka rekombinantingje pUCS57simple plazmidéje. PL47
klonavimui { integracija 1 mieliagrybiy genomus uztikrinanc¢ius vektorius
pPLacZ-Kan ir pKLacZ-Kan (181) fermento geno seka pagausinta matrica
taikius rekombinanting pUC57simple plazmidg, kaip pateikta Spohner ir kt.
(182). Pagausinant PL47 geno seka atitinkamy pradmeny pagalba (3 lentel¢),
geno seka papildyta 5 ir 3" sritimis, biitinomis homologinei rekombinacijai
ir tuo paciu PL47 geno jterpimui, vykdomam Escherichia coli GB05-dir
(Gene Brigdes) kamieno, { pPLacZ-Kan ir pKLacZ-Kan vektorius. Restrikcija
linearizuotos plazmidés bei pagausinti PL47 sekos variantai elektroporuoti i
minéta E. coli kamiena. Transformantai kultivuoti 12-14 val., 37 °C, ant
agarizuotos LB, papildytos kanamicinu iki 30 pg/mL. Transformanty atranka
vykdyta koloniju PGR naudojant pradmenis (3 lentel¢), atsizvelgus, koks
PL47 sekos variantas klonuotas. Atrinktos bei sekoskaita patvirtintos
heterologinés baltymy raiskos ivedimui Pichia pastoris ir Kluyveromyces
lactis sukonstruotos rekombinantinés pPLacZ-Kan ir pKLacZ-Kan plazmidés
restriktuotos, o restrikcijos misiniai elektroporuoti atitinkamai i P. pastoris
SMD1163 (his4 pep4 prbl) (Invitrogen) bei K. lactis G7799 (MATaadel
adeX his7 ura3-2 atp2::KanR LEU2::pCXJ4-atp2-9) (New England
BioLab). Transformuotos, su genome integruotu PL47 genu, mieliagrybiy
lastelés atrinktos atlikus kolonijyu PGR mieliagrybiy kultivavimui naudojant
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agarizuota YPD (183) terpg, papildyta geneticinu (G418) iki 2,5 mg/mL
galutinés koncentracijos, kultivuojant dvi paras, 30 °C. Siekiant patvirtinti
fermento geno integracija, atliekant koloniju PGR, P. pastoris SMD1163

klony atrankai pasitelkti pradmenys:

5'aF-f, 5'ohneoF-f ir 3'AOX-r,

atitinkamai K. lactis G7799: 5'aF-f, 5'aF-opt-f ir 3’LAC4-r (3 lentelé).

3 lentelé. Naudoti pradmenys

Pradmens Seka, 5'-3' Lydymosi Restrikcijos
pavadinimas temperatiira, | endonuklea-
Tn°C zés seka

AmyAl-F ATGCTTCATATTAACCGAACGTTTGTCG | 57 -

AmyAl1-R TCATCCCGCATTTTCATCGGCATTC 58 -

GEOPUL-F CATATGGCTAGCATGCTTCATATTAACC | 59 Nhel
G

GEOPUL-R AGTGCGGCCGCTCATCCCGCATTTTCAT | 66 Notl
C

P-1/2/3-PL47-F | GAGACGATGGTATACGAATATATTCTAG | 57 -
G

P-1/2/3-PL47-R | CTAATGAAGATTTCCCGCACCCG 57 -

PL47-F1 CATATGGCTAGCATGAGACGATGGTATA | 62 Nhel
CG

PL47-R CGCAAGCTTCTAATGAAGATTTCCCGC | 60 HindIII

PL47-s-F2 CATATGGCTAGCATGAAGGAATTAGGGC | 60 Nhel

RP2-2F GGATGGGTTGGAAAAAATGGATG 53 -

RP2-2R GGTTATTGCCCTTTCGTCACC 54 -

RP2-2-F2 TGGATCCTTATTGCCCTTTCGTCACCGT | 61 BamHI

RP2-2-R GGTTATTGCCCTTTCGTCACC 54 Sall

P10-F CATATGGCTAGCATGAAGGAAAAAATTA| 58 Nhel
AAATGG

P10-R CGCAAGCTTTCACTTATCAGGATAGAA | 57 HindIII

P10-s-F2 CATATGGCTAGCATGGCGTCCTATGTTA | 63 Nhel
cc

P11-F CATATGGCTAGCATGGTTTGTGTGTGCA | 63 Nhel
ATGG

PI11-R CGCAAGCTTTTATGCGTTGTTTCTGACG | 60 HindIII

P12-s-Fs ATATGGCTAGCATGGCCGGTCATCATG | 61 Nhel

PI12-R CGCAAGCTTTCACCCTTCTTTGACTTC | 60 HindIII

X17-F CATATGGCTAGCATGAATCTATGGAGAA | 60 Nhel
GG

X17-R CGCAAGCTTTTAACGTTGAATGTATCGT | 62 HindIII
CTAGC
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X17sigfr-F CATATGGCTAGCATGAAAGCGGATGA | 63 Nhel

TAGCG
T7-F TAATACGACTCACTATAGGG 48 B
T7-R CTAGTTATTGCTCAGCGG 48 B

SSpPEC-001-PP-f | CCAAAAGACTTTAAATTTAATTTATT | 62 -
TGTCCCTATTTCAATCAATTGAACAA
CTATCAAAACACAGAATTCCGAAACG
ATGAGATTCCCATCTATCTTC
SSpPEC-005-PP-f | CCAAAGACTTTAAATTTAATTTATTT | 63 -
GTCCCTATTTCAATCAATTGAACAAC
TATCAAAACACAGAATTCCGAAACGA
TGAAGGAATTGGGTCACGAAGTC

SSpPEC-002-PP-r | TTACAAATAAAAAAGTATCAAAAATG | 56 -

AAGCCTGC
SSpPEC-010-KL-f | GCAATAATAGCGGGCGGACG 56 -
SSpPEC-018-KL-f | GATGAGATTCCCATCTATTTTCACC | 54 -
SSpPEC-002-KL-r | TTCATCTGCTGCGAGATAGG 52 -
S'ohneaF-f CCAAAGACTTTAAATTTAATTTATTT | 48 -
GT
5'aF-f CTTCCATTGCTGCTAAGG 48 -
5'aF-opt-f ATGAGATTCCCATCTATCTTCAC 52 -
3'AOX-r GAAGCCTGCATCTCTCA 47 -
3'LAC-4-r CACCTATTACATGGGCCAAG 52 -

2.13. Fermenty raiSka E. coli bei raiSkos optimizavimas

Rekombinantinés pET-28c(+) plazmidés su fermentus koduojanciomis
sekomis elektroporuojant transformuotos i E. coli BL21(DE3). Pirminiy
raiSkos kultiry inokuliavimui naudota lasteliy biomasé, gauta kultivuojant
12-14 val. ant agarizuotos LB, papildytos kanamicinu iki 30 pg/mL. Pirminé
kultiira kultivuota skystoje (auksSciau apraSytos sudéties) LB terpéje 180 rpm,
37 °C ir po 12 val. gauta kultiira inokuliuota iki 1 % (t@ris/turyje) 1 Sviezia
37 °C LB terpg su kanamicinu. Rekombinantiniy baltymy antriné raiskos
kultira kultivuota nekeiciant salygy, tikslinio baltymo geno heterologing
raiSka indukavus 1 mM izopropil B-D-1-thiogalaktopiranozido (IPTG) 3 val.,
indukcija atlieckant kultiiros optiniam tankiui (OT) pasiekus OTgo 0,5.
Indukcija  vykdyta nekeiCiant aeracijos salygy ar temperatiros.
Rekombinantiniy fermenty iSeiga, tirpumas bei lokalizacija jvertinta NDS-
PAGE bei krakmolo arba pektino zimografija vertinant fermenty aktyvuma.
Charakterizuoty in vitro AmyA1 ir PL47 raiska buvo optimizuota E. coli
BL21(DE3). Rekombinantinés AmyAl (rAmy) raiskos optimizavimo metu
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palyginta indukcijai taikytos IPTG koncentracijos sumazinimo nuo 1 mM iki
0,7 mM jtaka fermento iSeigai, o rekombinantinés PL47 (rPL47) raiskos
optimizavimo metu palyginta raiSkos parametry jtaka fermento iSeigai bei
tirpumui. rPL47 raiSka vykdyta naudojant LB ir CASO terpes, 30 °C ir 37 °C
kultivavimo temperattras, 2 arba 3 val. indukuojant 0,1 arba 1 mM IPTG
koncentracijomis, antrinei raiSkos kamieno kulttirai pasiekus OTggy 0,5 arba
0,75. Vykdant rekombinantiniy fermenty raiskos optimizavima fermenty
iSeiga, tirpumas bei lokalizacija ivertinta NDS-PAGE bei krakmolo arba
pektino zimografija vertinant fermenty aktyvuma.

2.14. PL47 raiSka mieliagrybiuose

Siekiant gauti sekretuojama rPL47, liazé ekspresuota P. pastoris SMD1163
(fermento seka N-gale (ne)/papildzius a faktoriaus seka) bei K. lactis G7799
(fermento seka N-gale papildzius o faktoriaus seka (nepriklausomai
naudojant dviejy skirtingy faktoriy sekas) arba be minéto faktoriaus sekos).
P. pastoris SMD1163 bei K. lactis G7799 transformantai, i kuriy genoma
s¢kmingai integravosi aptarti PL47 variantai, kultivuoti ant agarizuotos YPD
terpés 48 val., 30 °C. Gauta biomasé¢ naudota pirminés raiskos kultiiros
inokuliavimui i YPD terpe, ir kultivuota 24 val., 30 °C, 250 rpm. Antriné
PL47 raiskos kultira inokuliuota pirmine kultira iki OTgo 1 ir kultivuota
nekeiciant terpés ar kultivavimo parametry tris paras. Kultiiros kultivavimo
metu kas 24 val. vertintas kultiros biomasés pricaugis bei rPL47 sekrecijos
iSeiga. Suminiai raiSkos kultliry supernatanty baltymy preparatai, gauti
sukoncentravus antriniy raiSkos kultiiry supernatantus, vertinant rPL47 iSeiga
analizuoti NDS-PAGE bei pektino zimografija.

2.15. Rekombinantiniy fermenty gryninimas

Rekombinantiniai fermentai gryninti i§ raiskos E. coli BL21(DE3) lasteliy
vidulastelinés baltymy frakcijos. Gryninimui rAmyAl bei rPL47 heterologiné
raiSka vykdyta i§ 1 L antrinés raiSkos kultliros, o gryninimui kity
rekombinantiniy amilaziy arba pektinaziy raiska vykdyta i§ 200 mL antriniy
raiSkos kultairy. Atlikus rekombinantiniy fermenty raiskos indukcija, E. coli
BL21(DE3) lastelés nuo supernatanto atskirtos centrifuguojant 7000%g,
30 min., 4 °C. Lasteliy dezintegracija vykdyta ultragarsu. Lizatas nuo gauto
homogenizato atskirtas centrifuguojant 12000xg, 40 min., 4 °C.
Heteropolisacharidus skaidantys rekombinantiniai fermentai gryninti
taikant dvieju gryninimo etapy strategija. Nuo daugumos E. coli BL21(DE3)
vidulastelinés frakcijos baltymy fermentai atskirti nikelio giminingumo
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chromatografija (NiGCh), o jony mainy chromatografija (JMCh) leido
fermentus iSgryninti iki homogeniskumo. Fermenty gryninimas vykdytas
kambario temperatiiroje naudojant BioLogic DuoFlow 40 vidutinio slégio
chromatografijos sistema (Bio-Rad).

NiGCh naudota 1 mL Bio-Scale Mini Profinity IMAC (Bio-Rad)
kolon¢lé. Fermentai gryninti naudojant 20 mM TRIS-HCI pH 7/KT buferi su
250 mM NaCl. Lizato baltymy resuspendavimui bei kolon¢lés ekvilibravimui
mingetas buferis papildytas imidazolu iki 10 mM. Rekombinantiniy fermenty
giminingumas dervai uztikrintas klonuojant fermenty sekas N-gale papildzius
Gryninti fermentai eliuuoti linijiniu gradientu nuo 25 iki 250 mM imidazolo,
1 mL/min. pratek¢jimu. NiGCh gryninamy netirpiy fermenty tirpumas
uztikrintas veikiant 4-6 M karbamido. Frakcijos, kuriose nustatyti gryninami
baltymai, apjungtos bei dializuotos prie$ jony mainy buferj.

JMCh gryninti rekombinantiniai fermentai atsizvelgiant i ju koncentracija
naudojant kolonéles UNO Q1 arba UNO Q6 (Bio-Rad) ir 20 mM TRIS-HCI
buferi, parenkant buferio pH/KT pagal apskaiCiuota gryninamo baltymo
izoelektrin taska. rAmyAl giminingumas JMCh dervai uztikrintas su pH
8,6/KT, o rPL47 — pH 9/KT. Gryninami fermentai eliuuoti linijiniu gradientu
nuo 0 iki 1 M NaCl, 3 mL/min. pratekéjimu. Netirpiy rekombinantiniy
fermenty tirpumas uZtikrintas veikiant juos 4-6 M karbamido. rAmyAl
stabilumas, gryninant JMCh, uztikrintas 0,5 mM EDTA, o rPL47 tirpumas —
10 mM imidazolo ir 2 M karbamido. Atlikus fermenty gryninima JMCh,
frakcijos, kuriose nustatyti gryninami fermentai, apjungtos bei dializuotos
prie§ fermenty preparaty buferius. ISgrynintiems fermentams naudotas
buferis 50 mM TRIS-HCI (pH 7/60 °C) arba 50 mM MES-NaOH (pH 6/60 °C).
Karbamidas i$ iSgryninty fermenty preparaty Salintas pakopomis, kas 2 M
dializuojant fermenty preparatus prie$ atitinkama fermenty preparaty buferi.
rPL47 tirpuma fermento preparato buferyje uztikrino 7 mM imidazolo. Tuo
atveju, jei 6HisIn Salintas nuo iSgryninto fermento makromolekulés, taikytas
Thrombin Cleavage Capture Kit (Novagen) pagal gamintojo rekomendacijas.
Pasalinus 6HisIn rekombinantiniy fermenty preparatai dializuoti pries
minétus fermenty preparaty buferius.

Vykdant rPL47 tirpinimo optimizavima parinktos salygos, leidziancios
baltymui gryninimo metu i8likti tirpiam. E. coli BL21(DE3) lizato netirpi
frakcija veikta 2, 4, 6, 8 M karbamido bei 2, 4, 6 M guanidino-HCI koncen-
tracijomis. Taip pat {vertinta 1 M NaCl, 500 mM imidazolo bei inkliuzijos
kiineliy tirpdymo reagento (Thermo Fisher Scientific) jtaka rPL47 tirpumui.

Fermenty grynumas bei MM nustatyti NDS-PAGE, o fermenty aktyvumas —
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krakmolo arba pektino zimografija. Baltymy koncentracija jvertinta Bredfordo
metodu (184) naudojant Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific). Gryny fermenty koncentracija nustatyta matuojant Ajg,
atsizvelgus 1 apskaiciuotus fermenty ekstinkcijos koeficientus.

2.16. PL47 sekreciné produkcija

rPL47 sekreciné produkcija vykdyta kultivuojant 1 L P. pastoris SMD1163
raiSkos kultiiros su | genoma integruota sp.PL47 seka (N-gale papildyta
Saccharomyces cerevisiae a faktoriy koduojancia seka). Supernatantas nuo
mieliagrybio lasteliy atskirtas centrifuguojant 7000%g, 30 min., 4 °C,
koncentruotas bei dializuotas prieS 50 mM TRIS-HCI (pH 7/60 °C) buferi
turiy santykiu 1:5000, 4 °C. Sekretuotos rPL47 grynumas, stabilumas bei MM
vertinta NDS-PAGE. Baltymy koncentracija nustatyta Bredfordo metodu.

2.17. Kiekybinis fermentinio aktyvumo nustatymas

Kiekybinis amilaziy/pululanaziy ir pektinaziy fermentinis aktyvumas
tvertintas vykdant reakcija 10 min., 60 °C, ir susidariusiu redukuojanciy
cukry koncentracija vertinant spektrofotometriskai (540 nm) dinitrosalicilo
rugsties (DNS) metodu (185). Pululanolizinis aktyvumas vertintas 200 pL
50 mM MES-NaOH (pH 6/60 °C) su 0,24 % (masé/turyje) pululano (Sigma-
Aldrich) ir 2 pg pululanazés. Pektinolizinis aktyvumas vertintas 215 pL
50 mM TRIS-HCI (pH 7/60 °C) su 1,4 % (masé/turyje) PGA (Alfa Aesar) ir
9,45 pg pektinazés. Fermentinés rekacijos stabdytos dvigubai didesniu tiiriu
DNS reagento (1 g 3,5-dinitrosalicilo rugsties; 1,5 g NaOH; 20 g Na-K tartrato;
0,2 g Rochelle druskos [Na,SO;]; iki 100 mL dist. H,O). Kontroliniy
reakcijy sudétis identisSka aprasytoms fermentinéms reakcijoms, tik substratinis
tirpalas papildomas fermentu, inkubuotu 20 min. 99 °C temperatiiros salygomis.

Pululanolizinio aktyvumo vienetas (U) zymi pululanazés kieki, per 1 min.
katalizuojanti 1 umol redukuojanciy cukry susidaryma, maltotrioz¢ naudojant
redukuojanciy cukry standartu. Pektinolizinio aktyvumo vienetas (U) zymi
pektinazes kieki, katalizuojanti 1 umol redukuojanciy cukry susidaryma per
1 min., monogalakturono riigsti naudojant redukuojanciy cukry standartu.

2.18. Temperatiiros ir pH itakos AmyAl ir PL47 aktyvumui bei
stabilumui charakterizavimas

Temperattros jtaka pululanoliziniam rAmyAl aktyvumui vertinta 4-95 °C
intervale, esant pH 6 bei 7. rAmyA 1 termostabilumas nustatytas fermenta 30,
60, 210, 270, 340 ir 960 min. inkubavus 60, 70 ir 80 °C, esant pH 6. Taip pat
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buvo vertinta 1 ir 10 mM Ca*" koncentracijos jtaka rAmyAl. Likutinis
pululanolizinis aktyvumas spektrofotometriSkai ivertintas atlikus pradini
fermento  inkubavima. Temperatiros jtaka PGA skaidymo bei
pektinoliziniam rPL47 aktyvumui vertinta 10-90 °C intervale, esant pH 7 bei
8. rPL47 termostabilumas nustatytas fermenta 60 min. inkubavus 50-90 °C,
esant pH 7. Likutinis PGA skaidymo aktyvumas spektrofotometriskai
ivertintas atlikus pradinj fermento inkubavima.

Charakterizuojant pH itaka rAmyAl ir rPL47 aktyvumui bei stabilumui
naudoti buferiai: 50 mM natrio acetatas-acto riigstis (pH 4-5), 50 mM MES-
NaOH (pH 5-7), 50 mM TRIS-HCI (pH 7-8) ir 50 mM glicinas-NaOH
(pH 8-10). rAmyAl pululanolizinis bei rPL47 PGA skaidymo ir
pektinolizinis aktyvumai, palaikant 60 °C, vertinti pH 4-10. pH itaka
rAmyAl ir rPL47 stabilumui vertinta fermenty preparatus 60 min., 60 °C,
inkubuojant minétuose buferiuvose pH 4-10. Likutinis pululanolizinis arba
PGA skaidymo aktyvumas spektrofotometriskai ivertintas atlikus prading
fermenty inkubavima.

2.19. Metaly jony ir reagenty itakos AmyAl ir PL47 aktyvumui
charakterizavimas

Charakterizuojant metaly jony itaka rAmyAl ir rPL47 aktyvumui fermenty
preparatai 60 min., 60 °C, inkubuoti su 1 mM koncentracijos vienvalen¢iy
bei dvivalen¢iy metaly ir trivalentés gelezies chloridais. Taip pat ivertinta
50 mM Na' ir K bei 10 mM Ca*" koncentracijy jtaka fermenty aktyvumui.
Metaly jony itaka rAmyAl pululanoliziniam aktyvumui vertinta pH 6, o
metaly jony itaka rPL47 PGA skaidymo aktyvumui vertinta pH 7. Atlikus
pradini fermenty preparaty inkubavima su metaly chloridais spektrofoto-
metriSkai jvertintas fermenty aktyvumas. Reduktoriy, chaotropiky,
detergenty bei tirpikliy nurodyty koncentraciju jtaka rAmyAl ir rPL47
aktyvumui charakterizuota identiskai, kaip vertinant metaly jony jtaka.

2.20. AmyA1 ir PL47 substratinio savitumo nustatymas

rAmyAl substratinis savitumas jvertintas naudojant pululang 8
Aureobasidium pullulans (Sigma-Aldrich), glikogena i§ jaucio kepenu
(Sigma-Aldrich), tirpy krakmola bei amilopekting (Carl Roth). rPL47
substratinis savitumas jvertintas naudojant PGA, pektina, karboksimetil-
celiulioze (Fluka), natrio alginata (Carl Roth) bei ksilana i§ Betula pendula
(Sigma-Aldrich) ir pektino preparata, iSskirta 1§ OI. ISskiriant pektina,
iSdziovintos OI triskart gausiai praplautos 50 mM natrio citrato-citriny
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rugsties (pH 4,5/KT) buferiu ir 16 val. RT veiktos 10U/100 mL lakaze i$
Trametes versicolor (Sigma-Aldrich). OI surinktos centrifuguojant 10000xg,
10 min., 20 °C bei triskart praplautos 50 mM TRIS-HCI(pH 7/60 °C) ir
pakartotinai surinktos centrifuguojant minétomis salygomis (126).

Charakterizuojant substratini savituma taikytos identiSkos fermentiniy
reakcijy miSiniy sudétys bei reakciju salygos, kaip ir atliekant kiekybini
fermenty aktyvumo ivertinimg. Vertinant rekombinantiniy fermenty
gebéjima skaidyti skirtingus substratus, taip pat taikytas fermentiniy reakcijy
inkubavimas 960 min. 1 ir 10 mM Ca®" koncentracijos jtaka rAmyAl
substratiniam savitumui jvertinta naudojant visus minétus fermento
substratus. rPL47 pektinolizinis aktyvumas, kai substratai — pektinas ir OI
pektinas, vertintas pH 8. rPL47 PGA skaidymo i oligosacharidus aktyvumas
taip pat vertintas matuojant sugertj An;ss.

2.21. Plonasluoksné chromatografija

Charakterizuoty fermenty hidrolizés produkty ilgis, ivairové bei koncentracija
analizuota plonasluoksne chromatografija. Naudotos silikagelio-aliuminio
plokstelées TLC Silica gel 60 F,s, (Merck), kurios paruostos panardinant i
nesikli (n-butanolis-acto rugstis-vanduo (5:5:3 turiy santykiu)) ir 5 min.
dziovinant 80 °C. Ant plokstelés uznesta 4 pL méginio. Po frakcionavimo
rAmyAl fermentiniy reakciju OS vizualizuoti 20 % (tiiris/tiiryje) sieros
rugsties etanolyje tirpalu, o rPL47 fermentiniy reakcijy produktai — 3 %
(svoris/tiiryje) fosfomolibdeno riigsties ir 10 % (turis/tiryje) sieros riigsties
etanolyje tirpalu, ploksteles dziovinant 10 min., 120 °C (186).

2.22. AmyAl ir PL47 aktyvumo moduliavimas

Siekiant parinkti salygas, uZtikrinanc¢ias ilgos grandinés OS produkcija 18
pululano, PGA bei pektino, rAmyAl ir rPL47 fermentinés reakcijos
vykdytos skirtingomis kombinacijomis naudojant fermenty aktyvumui
neoptimalias fermentiniy reakcijy salygas. rAmyAl fermentinio aktyvumo
moduliavimo reakcijoms naudota 0,5-2 pg fermento, reakcija inkubuojant
5-25 min., pH 6-9, 40-60 °C. rPL47 aktyvumo moduliavimo reakcijoms
naudota 2-6 pug fermento, inkubuojant 60-240 min., pH 4-10, 40-60 °C.
Vertinant salygu, neoptimaliy rekombinantiniy fermenty aktyvumui, jtaka
substraty skaidymo produkty grandinés ilgiui, po reakciju inkubavimo
kiekybinis fermenty aktyvumas vertintas spektrofotometriskai, o fermentiniy
reakcijy miSiniai analizuoti plonasluoksne chromatografija.
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2.23. AmyAl ir PL47 imobilizavimas

Rekombinantiniai fermentai (kiekvieno naudota po 0,565 mg) imobilizuoti
naudojant nesiklius: Sepabeads EC-HA/M (Resindion) pagal Nawani ir kt.
(187), Sepabeads EC-P/M (Resindion) pagal Pessela ir kt. (188) bei kalcio
alginata (Carl Roth) pagal Roy ir Gupta (189).

Imobilizavimo itakos rAmyAl ir rPL47 aktyvumui bei termostabilumui
tvertinimas  atlikas  identiSkai  kaip charakterizuojant  pastarasias
rekombinantiniy fermenty charakteristikas nevykdzius imobilizavimo.
Imobilizuotos rPL47 substratinis savitumas taip pat charakterizuotas
identiSkai kaip neimobilizuoto fermento. Atliekant imobilizavimo i{takos
fermenty charakteristikoms jvertinima, fermenty aktyvumas nustatytas
spektrofotometriskai, naudojant DNS reagenta. Fermentiniy reakcijy miSiniai
analizuoti plonasluoksne chromatografija.

2.24. PL47 konstitutyvios sekrecijos ivertinimas Geobacillus sp.
PA-3

Geobacillus sp. PA-3 kultivuotas analogiskoje sukaupiamyjy MO kulttiry
kultivavimui naudotoje terpéje, tik be heteropolisacharidy, su 0,4 %
(svoris/tiiris) mieliu ekstrakto. Kamieno kultira kultivuota Erlenméjerio
kolbose, terpe uzpildant <1/3 kolbos tiirio, inokuliavus 1 % (thiris/tiiris)
identiskos sudéties terpéje auginta kultlira, pasiekusia eksponentinés fazés
viduri. Po inokuliavimo Geobacillus kulttira kultivuota aeruojant 250 rpm,
60 °C, iki stacionarios augimo fazés. Kultiiros augimo dinamika vertinta kas
30 min., OTgg. Remiantis sudaryta kultiiros augimo dinamikos kreive, PL47
konstitutyvaus produkavimo jvertinimui surinktas ankstyvosios ir vélyvosios
eksponentinés bei ankstyvosios stacionarios augimo faziy kamieno kultiiros
sekretomai. Atitinkamy kamieno augimo tarpsniy ekstralasteliniy baltymy
suminiai preparatai gauti koncentravus amonio sulfatu. [vertinus natyvios
PL47 sekrecijos iSeiga, fermento pektinolizinis aktyvumas detektuotas
pektino zimografija.

2.25. Geobacillus sp. PA-3 genomo nuskaitymas bei anotavimas

Geobacillus sp. PA-3 kultira kultivuota skystoje terpéje Difco Nutrient
Broth (BD Diagnostics) 8 val., aeruojant 200 rpm, 60 °C. Centrifuguojant
surinkus kamieno lasteles, genominé DNR iSskirta naudojant GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), remiantis
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gamintojo instrukcija. ISskirtos genominés DNR integralumas analizuotas
agarozes elektroforeze. DNR koncentracija nustatyta matuojant Ase.

Pirminé Geobacillus sp. PA-3 genomo seka nuskaityta, taikant nasia
naujos kartos sekoskaitos strategija, generuojant Illumina HiSeq2500 system
(BaseClear, Leidenas, Nyderlandai). Nuskaitytos genomo atkarpos FASTQ
formatu suformuotos Illumina Casava pipeline 1.8.3 (BaseClear).
Sekoskaitos metodu generuotos kamieno genominés DNR atkarpos 1 vientisa
genomo seka buvo surenkamos (190) naudojant SPAdes Genome Assembler
3.1.0 programa. Automatinis genomo anotavimas, ivertinant genome
koduojanciy seky, rRNR regiony bei tRNR geny skaiciy, buvo atlickamas
GenDB programa (191), o bitini papildomi patikslinimai, anotuojant
genomo ASR rinkinj, atlikti pasitelkiant InterProScan (174), Pfam 28 (175)
bei NCBI CCD 3 (173) serverius. Determinuotos tiriamo kamieno genomo
sekos palyginimui su kity Geobacillus spp. sekvenuotais genomais buvo
naudojama EDGAR programa (190). Palyginamasis Geobacillus sp. PA-3
genomo atlasas su filogenetiskai artimiausiy kamieny genomais parengtas
GView 1.7 (192). Angliavandeniy katabolizmo fermentai Geobacillus sp.
PA-3 genome anotuoti dbCAN serveriu (172), remiantis CAZy duomeny
baze (12). Horizontalios geny pernaSos déka i Geobacillus sp. PA-3 genoma
pateke regionai bei regionuy struktiira identifikuota IslandViewer 4 (193)
serveriu. Identifikuoty regiony, patekusiy déka HGP, struktiirinis tapatumas
anotuotoms geny santalkoms analizuotas NCBI BLAST serveriu (52).

2.26. AmyAl homologo ir PL47 operoninés organizacijos
nustatymas

Charakterizuojant AmyAl homologa ir PL47 koduojanciy genuy operoning
organizacija remtasi Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594 genomo
anotavimu. Geny promotoriai nuspéti BPROM Softberry (194), terminatoriai —
FindTerm Softberry (194) bei ARNold (195) programomis. Priskirtinumas
operonams analizuotas FGENESB Softberry (194) programa bei jvertintas
MicrobesOnline (196) ir Prokaryotic Operon Database (197) duomeny
bazése.

2.27. Baltymy elektroforezé

Baltymy iSskirstymui naudota vienakrypté, vertikalioji, nutrukstama, glicino
natrio dodecilsulfato-poliakrilamido gelio elektroforezé (NDS-PAGE) (56).
NDS-PAGE vykdyta kambario temperatiiroje, naudojant koncentruo-
janciuosius ir iSskirstanCiuosius, atitinkamai, 4 ir 12 % akrilamido/
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N,N'-metilenbisakrilamido (santykis 37,5:1) gelius, palaikant 30 V/cm
itampa. Méginiy uzneSimui naudotas 4x méginio buferis 50 mM TRIS-HCI
(pH 6,8/KT) buferis su 20 mM B-ME ir 4 % (mas¢/turis) NDS bei 20 %
(taris/turis) glicerolio ir 0,01 % (masé/turis) bromfenolio meélynojo. Jei kitaip
nenurodyta, gauti miSiniai prie§ uzneSima 5 min. kaitinti 95 °C. Baltymai
vizualizuoti PageBlue Protein Staining solution (Thermo Fisher Scientific)
dazant pagal gamintojo rekomendacijas.

2.28. Statistiné analizé

Jei kitaip nenurodyta, nepriklausomy kartojimy skaic¢ius n=3-12. Matavimy
rezultaty vertés laikytos statistiSkai patikimomis, jei p > 0,05, pateikiant
vidurkius + standartinius nuokrypius.
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3. REZULTATAI

3.1. Krakmola arba pektinag skaidanciy fermenty atranka
3.1.1. Fermenty i$ sukaupiamuyjy kultiiry detekcija bei identifikavimas

Siekiant detektuoti krakmolg arba pekting skaidancius fermentus 2010 m.
kovo meén. Vilniaus universiteto Botaniko sodo Vingio parko padalinyje
(Vilniaus m. sav., Lietuva) buvo surinkti trasios dirvos méginiai: D1; D2;
D3; D4; D5; D6; PEK, o méginiai: Al; A2; DSP1; IK; J1; J2; J3; J4; KO1;
KO2; KO3; KO4; KO5; Komp; OP; poL; poLLac; PS1; PS2; PSP1; RPI;
RP2 buvo surinkti 2011 m. spalio bei lapkri¢io mén. Rubinavo kaimo
apylinkése (Silalés raj., Lietuva).

Kiekvienas dirvos méginys (I g) naudotas sukaupiamosios kulttiros
gavimui. Siekiant detektuoti amiloliziniu aktyvumu pasizymincius
fermentus, sukaupiamyjuy kultliry kultivavimo terpés papildytos 1 %
(maseé/tiiryje) krakmolo. Skysta sukaupiamyjy kulttiry terpé papildyta 0,375 %
(masé/turyje) pektino arba 1 % (masé/tiryje) OI, siekiant sudaryti
kultivavimo salygas, palankias pekting skaidan¢éiy MO vyravimui
sukaupiamojoje kultiiroje. Krakmolas, pektinas arba OI sukaupiamyju
kultiry MO tarnavo kaip vieninteliai anglies bei energijos Saltiniai.
Sukaupiamosios kultiiros geb¢jimas isisavinti konkrety PS laikytas
reik§mingu, jei gautas kultiiros biomasés prieaugis sieké >2,5x10° kfv/mL.

Sudarius minétas selektyvumo salygas nustatyta, jog krakmola efektyviai
isisavino sukaupiamosios kultiros Al bei RP2 (4 lentel¢). Pastarosios
kultiiros demonstravo isreikSta biomasés augima pH 6 bei taip pat augo
kultivavus pH 7, ta¢iau minéto augimo salygomis augimas nesieké
>2,5x10° kfv/mL. Pekting bei pekting i§ OI gebéjo isisavinti DSP1; PEK;
poL; PS2 bei PSP1 kultiros, kultivuotos pH 7 terpeje (4 lentele).
Sukaupiamosios kulttiros KO4 bei KOS5 pekting bei pekting i§ Ol efektyviai
isisavino tik esant pH 8. Pastaryju sukaupiamyju kultiry augimas pH 7
salygomis nesieké >2,5x10° kfv/mL. Sukaupiamoji kultira PEK efektyviai
skaidé pekting bei pekting i§ OI kultivavus ir pH 7, ir pH 8 terpéje (4
lentel¢). Sukaupiamosios kultiiros Komp ir OP, esant pH 6 ir 7, pektino
neskaid¢, taCiau aktyviai isisavino pekting i§ OI (4 lentel¢). Aptartomis
kultivavimo salygomis, pagrindiniu anglies bei energijos Saltiniu naudojant
krakmola, pektina arba OI, i$ dirvos méginiy: A2; D1; D2; D3; D4; DS; D6;
IK; J1; J2; J3; J4; KO1; KO2; KO3; poLLac; PS1; RP1 mikroorganizmy
kultiiry augimo negauta.
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Sukaupiamyjy kultiry Al ir RP2 ekstralastelingje baltymy frakcijoje
krakmolo zimografija detektuoti ~83 kDa ir ~110 kDa MM termoaktyviis bei
termostabiliis amiloliziniai fermentai. Abu detektuoti baltymai produkuoti
maza iSeiga, nes zimografijai naudojus 15 pg suminio ekstralasteliniy
baltymy preparato, po 24 val. inkubavimo nustatytas silpnai iSreikStas
detektuoty fermenty amilolizinis aktyvumas (4 pav.). Maza amiloliziniy
fermenty koncentracija Al ir RP2 sukaupiamyju kultiry suminiame ekstra-
lasteliniy baltymy preparate taip pat netiesiogiai patvirtino tai, jog krakmolo
zimogramoje amilolizinio aktyvumo zonas sugretinti su konkre¢iu baltymu
NDS-PAGE gelyje nepavyko (4 pav.).

Devyniy sukaupiamyju kultiiry ekstralasteliniy baltymy suminiuose
preparatuose PGA zimografija detektuoti pektinolizini aktyvuma demonstrave
fermentai (4 lentel¢). Sukaupiamosios kultiros pagal zimograminiy profiliy
panasuma suskirstytos 1 tris salygines grupes. Komp, OP, PEK, poL, PS2 bei
PSP1 sukaupiamyjy kultiiry MO produkavo ~50 kDa pektinazg¢ didele iSeiga,
vertinant pektinolizinio aktyvumo zonas zimogramose bei sékminga
aktyvumo zonos asocijavima su detektuotu ~50 kDa baltymu NDS-PAGE
gelyje (5 pav.). KO4 ir KOS5 sukaupiamosios kultiiros sudaro viena grupe,
kurios kultiiry ekstralasteliniy baltymy preparate nustatyti trys ~30, ~55(60)
bei ~85 kDa pektinoliziniai fermentai (nepateikti rezultatai). Pastaryjuy
kultiry fermenty produkcijos iSeiga buvo maza, detektuoti ~30 bei ~85 kDa
MM fermentai demonstravo silpna aktyvuma lyginant su ~55(60) kDa
pektinazés aktyvumu, stebétu PGA zimogramose (nepateikti rezultatai).
Atsizvelgus | zimogramini profilj, DSP1 sukaupiamoji kultiira i$skirta i atskira
grupg. DSP1 kultiros MO maza iSeiga produkavo ~50 bei ~75 kDa pektinazes,
demonstravusias iSreiksta pektinolizini aktyvuma (nepateikti rezultatai).

Masiy spektrometrija analizuotos Al, RP2 sukaupiamyjuy kultiry
amilolizinio aktyvumo zonos. Pektinolizinio aktyvumo zonos MS analizuotos
atsizvelgus 1 aptarta sukaupiamyjy kulttry grupavima pagal zimografiskai
nustatytus pektinolizinio aktyvumo profilius. MS baltymai identifikuoti i$
DSP1 pektinolizinio profilio abiejuy aktyvumo zony. Baltymai identifikuoti
(4 lentele) 1§ KOS nustatyty pektinolizinio aktyvumo zony, o KO4 méginio
pektinolizinio aktyvumo zonuy baltymai neidentifikuoti. IS gausiausios
sukaupiamyju kultiry grupés: Komp, OP, PEK, poL, PS2 bei PSP1, MS
tirtos tik PEK bei PS2 pektinolizinio aktyvumo zonos (4 lentel¢). Jei MS
patikimai nustatyti ne maziau kaip du oligopeptidai, identifikuojantys
baltymo seka, traktuojama, kad baltymas identifikuotas patikimai (199).
Analizuotuose zimogramy meéginiuose patikimai identifikuoty baltymy

skai¢ius svyravo nuo 9 iki 37 (4 lentele).
52



kDa M

4 pav. Natyvios AmyAl pululanazés
aktyvumo detekcija ir natyvaus fermento
produkcijos nustatymas sukaupiamosios
kultiiros A1 supernatante.

Takeliai: 1 — sukaupiamosios kultiros
Al supernatanto  suminio baltymy
preparato* analizé NDS-PAGE (rodyklé
zymi baltymy elektroforezinio profilio
srit;, kurioje, sugretinus su aktyvumo

zona, nustatyta natyvi  AmyAl);
2 — natyvios AmyAl amilolizinio
aktyvumo detekcija krakmolo

zimografija* (rodyklé Zzymi natyvaus
fermento aktyvumo zona — Alamy zong);
M - baltymy molekuliniy masiy zymuo
PageRuler Unstained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific). *{ takelj
uznesta ~15 pg suminé baltymy masé.

kDA M 1 2 3

40

5 pav. Natyvios PL47 pektato liazés
aktyvumo detekcija ir natyvaus fermento
produkcijos  nustatymas  sukaupiamosios
kultiiros PEK supernatante.

Takeliai: 1 — sukaupiamosios kultiiros PEK
supernatanto  suminio baltymy preparato*
analizé NDS-PAGE; 2 — natyvios PL47
molekulinés masés bei iSeigos nustatymas
déka sukaupiamosios kultiiros PEK suminio
baltymy preparato baltymy elektroforezinio
profilio sugretinimo su natyvios PL47
aktyvumo zona; 3 — natyvios PLA47
pektinolizinio aktyvumo detekcija PGA
zimografija* (pektinolizinio  aktyvumo
PEKpek zona); M — baltymy molekuliniy
masiy zymuo PageRuler Prestained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific). *i takeli
uznesta ~15 pg suminé baltymy masé.

Patikimai identifikuoty baltymu sekos analizuotos in silico siekiant
nustatyti, kuriy baltymy fermentinis aktyvumas nustatytas zimografija.
Bioinformatine analize vertinta identifikuoty baltymy sekuy homologija
biochemiskai charakterizuotiems fermentams, identifikuotos sekos domeniné
organizacija bei iSskirty domeny homologija konservatyviu domenuy, kurie
patikimai atspindi priskirtinuma konkreciai baltymy/fermentuy grupei, sekoms.
MS analizuojant identifikuoty baltymuy sekas, taip pat in silico nuspétos SP
sekos bei atsizvelgus { homologija charakterizuoty baltymy sekoms vertintas
identifikuoto baltymo gebéjimas homo/heterooligomerizuotis.

Identifikuoty baltymy seky bioinformatiné analiz¢ leido aukstu patikimumu
nustatyti sukaupiamyjy kultiiry amilolizinius bei pektinolizinius fermentus
visy zimografija detektuoty aktyvumo zony atzvilgiu (4 lentel¢). Visgi atlikus
devyniy i§ KO5pek-1 méginio identifikuoty baltymy bioinformating analizg,
nepavyko nustatyti, kuris baltymas(-ai) (~85 kDa) skaid¢ PGA, nes
identifikuoty baltymy funkcijos, pagal ju seky homologija jau apraSytiems
baltymams, negal¢jo biiti susietos su pektinolize (nepateikti rezultatai).
Astuoniuose méginiuose in Silico nustatyti penki tikétinai zimogramose
aktyvuma demonstrave fermentai, produkuoti sukaupiamyjy kultiiry MO.
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Alamy krakmolo zimografija detektuota amilolizinio aktyvumo zona,
tikétina, léme I tipo pululanazés (AmyAl) aktyvumas. Detektuotos pululanazés
seka beveik 83 % identiska G. thermoleovorans US105 iSsamiai apraSytos
I tipo monomerinés pululanazés (EMBL CAC85704.1 (200)) sekai. AmyAl
sekoje SP nenuspétas. RP2amy amilolizinio aktyvumo zona, detektuota ties
~110 kDa, tikétina, lémé Geobacillus kaustophilus HTA426 GK2898
hipotetinio baltymo (DDBJ BAD77183.1) homologas (hGK2898), kurio
seka daugiau nei 99 9% identiska GK2898 polipeptido sekai. GK2898
baltymo seka néra homologiska jokio charakterizuoto fermento sekai,
polipeptido sekoje detektuoti konservatyviis domenai ir/ar motyvai in silico
taip pat nenuspéti. hGK2898 tikétinai sekretuojamas baltymas, nes
polipeptido sekoje 'M---A** patikimai nuspétas SP.

DSDpek-2, KO5pek-2, PEKpek bei PS2pek pektinolizinio aktyvumo
zonos, tikétina, atspindi pektato liazés, daugiau nei 99 % homologiSkos
Bacillus sp. TS47 sekretuojamos monomerinés pektato liazés PL47 (EMBL
BAB40336.1 (163)) sekai, aktyvuma. Detektuota liaz¢, tikétina, sekretuojamas
fermentas — PL47 polipeptido sekoje 'M---A” nuspétas SP. PGA zimografija
detektuotas DSDpek-1 bei KO5pek-3 pektinolizinio aktyvumo zonas, tikétina,
léemé mazos MM pektinazés, atitinkamai P11 ir P10, homologiSkos
hipotetiniams baltymams, anotuotiems Geobacillus genomuose. DSDpek-1
zona galimai atspindi P11 — Geobacillus sp. G11MC16 hipotetinio baltymo
DI43 5 (GenBank EDY066831.1) homologo, >99 % identisko DI43 5
polipeptido  sekai, geb¢jima skaidyti PGA; tikétinai suformavus
homotetramera. P11 polipeptido sekoje SP nenustatytas. Detektuotas P10
baltymas, kurio, tikétina, homodimero pektinolizini aktyvuma atspindi
KO5pek-3 pektinolizinio aktyvumo zona, beveik visiSskai identiskas
hipotetiniam Geobacillus sp. WCH70 GWCH70 0582 baltymui bei 68 %
identiskas Bacillus thermoamylovorans 1A1 koduojamai, tikétina, ivairius
PS degraduojanciai amilazei (EMBL CEE03027.1). P10 sekoje patikimai
G---R*! detektuotas konservatyvus sekos domenas (pfam00877 (210)),
sutinkamas amilaziy sekose. In silico P10 sekoje 'M---K*” nuspétas SP.

3.1.2. Fermenty i§ dirvoZemio méginiy detekcija bei identifikavimas

Siekiant detektuoti krakmola arba pekting gebancius skaidyti fermentus,
produkuotus dirvozemio MO, atliktas suminiy baltymy preparaty iSskyrimas
1§ 29 trasios dirvos méginiy, taip pat naudoty sukaupiamyjy kultiiry gavimui.
Pasirinkta metodika (169) leido suminiy baltymy preparatus isSskirti
nedenatiiruojanciomis salygomis, nuolat palaikant ~4 °C bei vertinant pH.
Dirvozemio MO produkuotus baltymus pavyko iSskirti i§ visy méginiy,
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taCiau skirtingu efektyvumu. Suminis iSskirty baltymy kiekis svyravo tarp
387-1608 ng. Amilolizini aktyvuma demonstravo tik RP2 méginio iSskirtas
baltymas(-ai) (5 lentel¢), o pekting gebantys skaidyti, termoaktyviis ir/ar
termostabilus fermentai detektuoti suminiuose D4; IK bei RP1 dirvos
meginiy baltymy preparatuose (5 lentele). IS likusiy dirvos méginiy iSskirtuose
suminiuose baltymy preparatuose fermenty, demonstravusiy amilolizini arba
pektinolizini aktyvuma, nedetektuota.

RP2 dirvos méginio suminio baltymy preparato analizé krakmolo
zimografija leido detektuoti ~110 kDa amilolizini fermenta, kurio aktyvumas
buvo silpnai iSreikstas, todel tikétina, jog detektuoto fermento kiekis buvo
mazas (nepateikti rezultatai). PGA zimogramose detektuotas D4; IK bei RP1
méginiy suminiy baltymuy preparaty pektinolizinis aktyvumas, taciau
lyginant pastaryjy méginiy profilius, akivaizdu, jog jie skirtingi ir negali biiti
grupuojami (5 lentel¢). D4 bei RP1 suminiuose preparatuose detektuoty
~35 kDa bei ~50 kDa pektinaziy koncentracija buvo maza atsizvelgus i ju
aktyvumo zony intensyvuma, detektuota taikius PGA zimogramy
inkubavima 24 val. (nepateikti rezultatai), o triju skirtingy MM (atitinkamai
~25, ~40 ir ~80 kDa) pektinazés, iSskirtos 1§ IK méginio, aktyvumo zonos
zimogramose (nepateikti rezultatai) buvo iSreikstos, kas netiesiogiai pazymi
auksta pastaryjy fermenty koncentracija IK suminiame baltymy preparate.

ISreik§ty amilolizinio bei pektinolizinio aktyvumo zony baltymy
identifikavimas MS buvo sé¢kmingas (5 lentel¢). Remiantis baltymy
identifikavimo patikimumo bei identifikavimo tikslumo kriterijais,
identiSkais taikytiems identifikuojant baltymus i§ sukaupiamyjy kulttry
amilolizinio arba pektinolizinio aktyvumu zony, patikimai identifikuoty
baltymu skaiCius analizuotuose zimogramy méginiuose nustatytas 2-44
skirtingy baltymuy, iSskirty i§ dirvos meéginiu (5 lentelé).

IS sukaupiamyju kultiiry zimogramy méginiy MS identifikuoty baltymy
bioinformatine analize in silico pavyko aukstu patikimumu nustatyti, kurie i$
dirvos méginiy identifikuoti baltymai demonstravo geb¢jima skaidyti krakmola
arba PGA (5 lentele). Visgi kurie 1§ detektuoty baltymy demonstravo aktyvuma
D4pek bei RPIpek-1 ir RPIpek-2 zony atveju, nepavyko nustatyti, nes
identifikuoty baltymy funkcijos, atsizvelgus 1 ju sekuy homologija
aprasytiems baltymams, negal¢jo buti sietinos su pektinolize. Keturiuose
zimogramy méginiuose in Silico nustatyti keturi, tikétina, zimogramose
aktyvuma demonstrave i$ dirvos méginiy isskirti fermentai.

RP2amy amilolizinio aktyvumo zona ties ~110 kDa, tikétina, lémé baltymo
hGK2898 homodimero aktyvumas, kuris detektuotas ir RP2 sukaupiamosios

kultiiros MO produkuotiems baltymams skaidant krakmola (5 lentel¢).
55



"SEIOWIPOWOY OWA)[eq 0P[ULIJE OABNSUOWDP dfoweISownz BWnAKDE — | 7X .y s 5

{(861) BYyos owAyeq daeyynuapr ‘repndodoFijo np neizew au vjonynuap! eltnowoinads hisew 10f ‘njonyynuapt rewrnyned sejAyre] SBWAI By, x4

‘eleiSowz YO SBIUNIRA ‘),09 Juesd ¢/ Hd sewnaipe stuizijounyod ojeredard hwkyjeq oruruuns O1SSI OTUISQUE OTWAZOAIIP STy 4
‘eliyerSownz ojouwneny| SBIUNIOA “D,09 Juesd ‘9 Hd sewnakpye stuizijoyiue ojeredard hwkjeq ouruns 031ss1 OIUISIU OTWOZOAIIP Sl

(868T3DOU) 868T3D
mwAyfeq 974V LH snjiydoisney snjj1oeqos

L9/S/L 7¥950€S | werunajodiy sexgisojowoy ‘sewkeq sunajodiy vy | BQ 011~ son euoz Aweg ¥ <dd
hwkieq tyonyynuapt ey
WeRUAIA QU ownAAp[e oruizijourysad nanystd ¥ G¢~san euoz [-yod 1y
oprojou 9zijeue hyjos hwkieq yonyyoiop ey
- rewyned eltnowonyads hisew sunewIojulorq L 05~ son euoz z-yod 14y 14
(T1d) 8L£0 DNLD muwikyeq
C-08DN SsuedljlIlIUspowWIay} sn|19eqoeY
vS/Tl/y 86T | werunajodiy seygisojowroy ‘sewkyjeq sunajodiy Iy | B ST~ $o vuoz [-3ady]
(L1X) T81€ DNLD
MIUSWLISY Z-0$ON SUBDIHLIIIUSPOWIBY)
SN|[198Q089) WeIQUEpIeYS SN
€S1/51/8 9¥9LE snureal seygigojowoy ‘sewkyjeq siunajodiy 6C | B Oy~ son euoz g-yady|
(91X) TLIE 0LHOMD Imuouioy
OLHDM "ds snj|19eq039 Weruepress snojno
171/81/11 sk CXL8ILE snieal seygiojowoy ‘sewdyjeq siunojodiy vE | BQ 08~ sen euoz g-yody| Pl
huwkyfeq monyjynuapr
WERUIIA QU ownAApR[e orurzijourad napystd
op1a[ou 9zijeue hyjas hwkyjeq hyonyyelep
- rewrn[ned efinowonsods hisew ourjeurIOfUIOIq z B S¢~ Son eUOZ Yodi (T ya
spaA} w2 STURIEYS
/% ‘semgua g I “aseu (sAurdwn.ay hwiyeq 01od) xoruzioutpyad
JuImowW owA)eq ‘(Aure) ,orurzijojiue sAurgou
/SNRIBYS owrAj[eq OP[ULIE) SBWA)[B(Q SIARIISUOWIP | SeIONJPUIPI
> OISNARI)SUOUIIP 1SOUO0Z OWINAAE | OIUIIZOAII(
hpndadogijo E:.amv_c T dfowreadowz twnALpe reunMIy, | elryswoapyads S030M039D BSOIEAZOWI Ty AT
momyyyuopy | © T hisegy| ’

ellnowoIpads hisew SewIABYJ1IUOPI

19q elioyelop ouyeiSownz hruiSow OruezoAnp 1 hunsst ‘fyuswigy hisnaensuowdp twnakiye tuizijounpyed Je/r WUIZI[O[IWY *[AIUI §

56



IK dirvos méginio suminiame baltymy preparate i$skirtos dvi tarpusavyje
homologiskos ~40 kDa pektinazés, atitinkamai X17 (aktyvumo zona IKpek-2)
bei aktyvuma demonstravusi, homodimera suformavusi X16 (aktyvumo zona
IKpek-3), homologiSskos hipotetinéms, galimai jvairius angliavandenius
skaidan¢ioms amilazéms, anotuotoms Geobacillus spp. genomuose. X17
seka daugiau nei 99 % identiska hipotetinei Geobacillus thermodenitrificans
NG80-2 GTNG_3182 amilazei (GenBank ABO68527.1). X16 seka daugiau
nei 99 % identiska hipotetinei Geobacillus sp. WCH70 GWCH70 3172
amilazei (GenBank ACS25830.1). Deja, pastarieji fermentai néra tirti,
hipotetiniy amilaziy oligomerizacija taip pat néra charakterizuota. X16 ir
X17 sekose ***G---R*' patikimai detektuotas konservatyvus, amilaziy sekose
sutinkamas domenas (pfam00877 (175)). In silico X16 ir X17 sekose nuspéti
signaliniai peptidai, atitinkamai 'M---R*® ir '"M---A**. Tre¢ioji i§ IK méginio
i§skirta pektinaze (P12), demonstravusi aktyvuma ties ~25 kDa, daugiau nei
99 % homologiska netirtam hipotetiniam G. thermodenitrificans NG80-2
GTNG 0378 baltymui (GenBank ABO65760.1). P12 sekoje 'M---A*
identifikuotas signalinis peptidas.

3.1.3. Fermenty geny klonavimas bei aktyvumo patvirtinimas

Atsizvelgiant i aktyvumo detekcijos salygas, siekiant in vitro detektuoti
didziausia imanoma amilaziy bei pektinaziy, produkuoty kultivuojamy
ir/arba nekultivuojamy MO, ivairoveg, MS analizuoti baltymai iSskirti
tiesiogiai 1§ zimogramy méginiy. Pastaroji fermenty identifikavimo
strategijos modifikacija anks¢iau s¢kmingai taikyta PS skaidanciy fermenty
atrankai 1§ {vairiy gamtiniy Saltiniy (16, 17, 25). Nekultivuojamy MO
produkuoti fermentai metaproteominiuose méginiuose i$skiriami itin mazais
kiekiais (20, 21, 169). Jei tiriamus fermentus produkuoja kultivuojami MO,
sukaupiamyjy kultiry metodas leidzia santykinai padidinti dominanciy
fermenty kieki (201, 202), taciau visgi ne visais atvejais uztikrina reikSminga
fermenty kiekio padidinima (23). Atsizvelgus i galimai maza natyviy fermenty
kiekj, amilolizini ar pektinolizini aktyvumus demonstrave sukaupiamuyjy
kultiiry produkuoti baltymai bei metaproteominiuose baltymu preparatuose
aptikti fermentai prie$ identifikavima MS nebuvo gryninti. Atlikus in silico
baltymy 1§ zimogramy meéginiy bioinformating analize¢, susidurta su biitinybe
detektuota aktyvuma priskirti konkreciam MS identifikuotam baltymui.
Bioinformatinés analizés metu vertintos (17, 24, 25) identifikuoto
polipeptido sekos charakteristikos leido patikimai nustatyti baltymus,
demonstravusius fermentini aktyvuma (3 ir 4 lentelés). Makromolekuliniai
fermenty substratai, tarp juy ir PS, nezymiai létina (5-10 %) baltymy
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migravima poliakrilamidiniu geliu (203). [ galima PS itaka baltymy
migravimui, vertinant amilolizinio bei pektinolizinio aktyvumo zony
baltymy MM, neatsizvelgta, laikant, jog baltymy MM Zymens standarty
migravima PS irgi létino. Fermenty, skaidan¢iy krakmola ar pektina,
detekcijos bei bioinformatinés atrankos rezultatai buvo patvirtinti baltymus,
sietinus su zimografija detektuotu aktyvumu, klonavus bei {jvertinus
rekombinantiniy baltymu fermentinj aktyvuma in vitro (6 lentel¢).

Tikétinai amilolizini arba pektinolizini aktyvuma demonstravusiy baltymy
geny sekos pagausintos sukonstruotais pradmenimis matricomis naudojant
suminius DNR preparatus, i$skirtus i§ atitinkamy sukaupiamyjy kultiry MO
lasteliy arba tiesiogiai i§ dirvos méginiy (6 lentel¢). Baltymy geny klonavimui
pradmenys sudaryti atsizvelgiant | baltymy raiSkos vektoriaus pET-28c(+)
architektiira, iterpiant restrikcijos endonukleaziy atpazistamas sekas (6
lentele). Jei tikétino fermento sekoje nuspétas SP, tuomet baltymas klonuotas
be SP sekos. Hipoteting, galimai pektinolizini aktyvuma demonstravusi,
tvairius cukrus skaidanti amilazé X16 nebuvo klonuota, kadangi buvo beveik
visiSkai homologiSka taip pat 1§ IK metaproteominio méginio identifikuotai
hipotetinei, tikétina, jvairius cukrus skaidanciai amilazei X17.

Sékmingai pagausintos patvirtintos sekos (remiantis ne maziau dvieju
nepriklausomai nuskaityty geno fragmenty sutapimu), tikétiny fermenty
genai klonuoti 1 pET-28¢(+), o gauti konstruktai elektroporuoti i heterologinés
baltymy raiskos kamiena E. coli BL21(DE3). Taikant pirmines baltymy
heterologinés raiskos salygas, nurodytas 2.11. dalyje, E. coli BL21(DE3)
ekspresavo visus rekombinantinius baltymus. Visgi vertinant NDS-PAGE
(nepateikti rezultatai), nustatyta nevienoda rekombinantiniy baltymy geny
raiSkos iSeiga. PL47, hGK2898 ir P10 ekspresuoti auksSta, AmyAl, P11 ir
P12 — vidutiniska, o X17 — Zema iSeiga (6 lentel¢). AmyAl ir hGK2898
raiSkos kamieno citoplazmoje isliko tirpios, o PL47, P10 bei X17 visiSkai
agregavo. IS dalies E. coli BL21(DE3) citoplazmoje agregavo tikétinai
pektinazés P11 ir P12 — apytiksliai pus¢ gauto pastaryjy baltymy kiekio
nustatyta raiSkos kamieno lizato tirpiy baltymuy frakcijoje. Kaip tikétasi,
atsizvelgus 1 tiksliniy baltymy klonavimo strategija, nei vienu atveju
sekrecinés produkcijos nenustatyta (6 lentelg).

Siekiant in vitro patvirtinti hipotetiniy fermenty aktyvuma, rekombinanti-
niai baltymai gryninti NiGCh ir JMCh, taiau gryninant salyginai maZza
tikétino fermento kieki, neplétojant gryninimo optimizavimo. Pagal metodingje
dalyje aptarta gryninimo strategija, kiekviena rekombinantini baltyma pavyko
iSgryninti iki beveik visisko grynumo ir pakankama baltymo kiekj (nepateikti
rezultatai) pirminiam aktyvumo jvertinimui zimografija.
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Visu iSgryninty tikétiny fermenty aktyvumas jvertintas krakmolo arba
PGA zimografija atsizvelgiant i pH reikSmes, kurioms esant detektuotas
natyviy fermenty aktyvumas. Rekombinantiniy AmyAl ir hGK2898
amilolizinis aktyvumas in vitro vertintas palaikant pH 6, o likusiy
rekombinantiniy tikétiny fermenty — pH 7, abiem atvejais zimografijai
naudojant 50 pg rekombinantinio baltymo preparato.

Rekombinantiniy AmyA1l bei hGK2898 amilolizinis aktyvumas in vitro
taip pat buvo patvirtintas. hGK2898 aktyvuma demonstravo tik fermento
homodimeras. Pektinolizinis aktyvumas in vitro buvo patvirtintas
rekombinantiniy PL47 ir P12, o rekombinantiniy P10, P11 bei X17
aktyvumas nebuvo detektuotas.

Atlikus NDS-PAGE bei PGA zimogramos geliy sugretinima nustatyta, jog
zimografijai taikyta 0,05 % (masé/tiiryje) PGA koncentracija i§ dalies HSC
1Sgryninto natyvaus PL47 migravimo PGA zimogramos geliu nekeité (5 pav.).

Natyvi PL47 buvo i§ dalies HSC iSgryninta i§ PEK ir PS2 sukaupiamyjy
kultiiry supernatanto (2 L), o gauti natyvios PL47 preparatai leido MS
nepriklausomai identifikuoti PL47 kaip pektinaz¢ (5 pav.). Bandymai
iSgryninti likusius natyvius fermentus, kuriy aktyvumas detektuotas i
sukaupiamyju kultiiry supernatanto bei metaproteominiy méginiy PGA arba
krakmolo zimografija, siekiant iSvengti biitinybés detektuota aktyvuma
priskirti konkreciam baltymui i§ identifikuoty MS jvairovés, nebuvo
s¢kmingi (nepateikti rezultatai).

Atlikus MS duomeny analizg, buvo sé¢kmingai patvirtintas Alamy
zimogramos aktyvumo zonos susiejimas su AmyAl amilaze; DSDpek-2,
KO5pek-2, PEKpek bei PS2pek zony susiejimas su PL47 pektinaze; RP2amy
zony, gauty zimografijai taikius baltymy preparatus i§ sukaupiamosios
kultiiros supernatanto ir metaproteominio méginio, susiejimas su hGK2898
amilaze bei [Kpek-1 susiejimas su P12 pektinaze.

Remiantis  atliktos amiloliziniy bei pektinoliziniy fermenty 18
sukaupiamyjuy kultiry bei metaproteominiy dirvos méginiy atrankos
rezultatais, detaliam charakterizavimui pasirinktos AmyAl amilaze/
pululanaz¢ bei PL47 pektinazé/pektato liazé. Kartu nuspregsta nuskaityti
PA-3 kamieno, iSskirto (198) i§ PEK dirvos méginio, ir 16S rRNR geno
filogenetine analize priskirto Geobacillus genéiai, genoma. Kamienas geba
sekretuoti termoaktyvia/termostabilia pektato liazg (198), atitinkancia PL47
pektato liazés molekuling masg. Patvirtinus, jog PA-3 kamienas koduoja
PL47 pektato liazg, kamieno genomo anotavimas gali leisti charakterizuoti
PL47 produkcijos valdyma ir/ar operoning organizacija.
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3.2. Termoaktyvi bei termostabili AmyAl pululanazé
3.2.1. AmyA1 geno klonavimas ir sekos analiz¢

Klonavimui AmyAl geno seka buvo pagausinta naudojant GEOPUL-F ir
GEOPUL-R pradmeny pora ir papildant fermento seka N-gale 6Hisln.
Klonuojamo fermento geno seka pagausinta matrica naudojant suming DNR,
i§skirta 1§ sukaupiamosios MO kultiiros Al, pasitelkiant AmyAl-F ir
AmyAl-R pradmeny pora. Naudojant standinta terpg su krakmolu i
sukaupiamosios kultiros Al gryny MO kultory isskirti nepavyko.
Sekvenavus ivertintas AmyAl geno sekos homologiskumas pululanaziy
sekoms.

AmyAl pululanazés geno seka yra 2181 bp ilgio (GenBank suteiktas
identifikacinis geno sekos numeris: KF192948.1), AmyAl polipeptido ilgis —
726 a.r. (GenBank suteiktas identifikacinis baltymo sekos numeris:
AGW21593.1); apskaiciuota fermento MM — 81,7 kDa. AmyAl geno seka
78,3 % identiska G. thermoleovorans US105 genome anotuotos I tipo
pululanazé¢s PULUS105 geno (EMBL AJ315595.1 (200)) sekai. Pazymétina,
jog AmyAl geno seka 24 bp ilgesné nei G. thermoleovorans US105 1 tipo
pululanazés genas (200). Palyginus AmyAl seka su G. thermoleovorans
US105 T tipo pululanazés polipeptido seka (EMBL CAC85704.1 (200))
nustatytas 82,9 % sekuy identiSkumas. Lyginant AmyAl seka su
G. thermodenitrificans NG80-2 ir Geobacillus sp. G11IMC16 koduojamy
galimai I tipo pululanaziy sekomis (atitinkamai GenBank ABO68076.1 ir
GenBank EDY05272.1) nustatyta didesné homologija, siekianti atitinkamai
99,2 ir 99,3 % identiSkumo. Rekombinantinio fermento sekos homologiskumas
I tipo pululanazéms, anotuotoms Geobacillus genomuose, netiesiogiai
patvirtina, kad AmyA1 taip pat koduojama Sios genties bakteriju.

AmyAl sekoje nustatyti regionai (6 pav.), tapatlis visiems MS
identifikuotiems oligopeptidams, leidusiems aptikti natyvia AmyAl
sukaupiamosios MO kultiros Al suminiame baltymy preparate. Pastarasis
rezultatas patikimai patvirtino, jog i§ minétos kultiiros suminio DNR preparato
klonuota bttent I tipo pululanaze, identifikuota krakmolo zimografija.

Konservatyviis AmyAl sekos elementai biidingi apraSytoms pululanazéms
ir hidrolazéms, demonstruojanc¢ioms amilolizini aktyvuma (6 pav.) (204).
AmyAl sekoje in silico patikimai identifikuoti konservatyviis domenai:
'K --A'™ angliavandeniy jungimosi 48 domenas (izoamilazés N-galinis

domenas (pfam02922)) bei ***S---D**' a-amilaziy katalizinis domenas (CAZy

GHI13 Seimos domenas (pfam00128)) (175). Pastarojo AmyA1l domeno sekoje

identifikuotos tikétinai hidrolazés katalizing triada formuojancios a.r.,
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AmyAl MLHINRTEFVVYLDEMDOLTVLVPKSCCPDEMAPFTMVAPSGEEIPLEVOOQLEDLGDMVEYVCRFASAFEFGATY 74
PULUS105 MLHISRTFARYLDEMDOIVVLAPKSLGFDGMAPFTLVAFSGEEIFLSVOHVEDVGETVEYVCRFASAFEFGATY 74

Ahkk kkk  kkkRkA A kh kAK Kok AR RAKRRARRAARAK Rk Ry RARRARREEARAAA AL
Amyal WVYRARSGERTDVQIGAVVR TEPAFDDOFFYEGKLGV DY TKEQTVFRVWAPTATAVNVE LTIHPDSGDARYVPLERG 148
PULUS105 WVRSCRGEETDVQIGAVVRTPAFDDRFFYDGPLGAEYLEEQTVFRVWAPTATAVSVELVHPHLDETIRCVFLVREG 148
Fhky  kE ARRRRRRKARRRARAF KA R gk KA ok RRRARKARRAARAFAE KAk kR 2 * ARF A
AmyAl ERGVWSAVVPGDWERTYYTYVACINRVWREAVDPYATAVS INGEYGVIIDWEKTKLAPSARPLPPLTSPTDAIL 222
PULUS105 ERGVWSAVVPGDWERARYTY IACTNRVWREAVDPYATAVSVNGEFGVVIDWEKTKLAPPSLPLPPLCSPTDATT 222
LE R LR B b S 0 b b b b b AR A AR AR RARE RN ANRNRARNRNANRAN cARN s AN s AN AR AAANAN § FAREN AARNAAKN
Amyal YELSIRDEFTSHPDESGAARHEGRY LGLSEANTESGPNGTSTGLS YLKELGVTHYQ IMP I:"I.‘li:'AUV['i{ DESASYNWG 296
PULUS105 YELSTRDFTSHPDSGAVHKGKY LGLAETNTSGPNGTATGLSYVEELGVTHVQLMPFMDFAGVDERDPORAAYNWG 296

R T I P ke P s

Amyhl YNPL]ILYAPIGSYI\TDPTDPYI\RIVELKQHIRTL]IENGLRVVMD?\VCNIIVYDREQSSLEKLVPGYYE‘RYG?\YGQ 370
PULUS105 XYNPLHLYAPEGSYATDPADPYARIVELKQAIHTLHENGLRVVMDAVYNHVYDREQSPLEKLVPGYYFRYDAYGY 370

o L I L

AmyAl PANGTGVGNDIASEREMARRWIVDSVIFWAKEYGTNGFR F‘BT MGVHDIETMEVVEDALDATDPSTIVYEAGWDL. 444
PULUS105 PANGTGVGNDIASERRMARRWIVDSVVFWAKEYGIDGFRFDIMGVHDIETMKAVRDALDAIDPSILVYGEGWDL 444

B

AmyAl PTPLAPEQKATMTNAWKLPRIAYFNDRFRDTIKGSTFHLPSRGFALGDASGREQAKTVIAGSLRALGGLFCHPL 518
PULUS105 PTPLFPEQEATMANAKQLEFRFAYFNDRFRDAVEGSTFHLPDRGFALGNPGGREQVKLAIAGSLRALGGLFCHFR 518
Hhkk Rk ER AR RE Ak kAR AKARA AR RARRRARE KRR AK Ky KAER K KR RREARRAARARAR
AEmyAl QSI..NYVECI‘ENHTF'ii‘DKMEVBNGYESEAIRRKRQKIJ\TRIVLLBQGI PFLHSGQEFYRTHKGGDGNSYQAFPDEVN 592
PULUS105 QSINYVECHDNHTFWDEMEAANHDEPEWLERKRQELATAIVLLAQGI PFLHSGOEFYRTEGGDGNSY RSPDAVN 592

Rk Ak ARRA AR AR R AR A AN kR O I T E O T T T

AmyAl WIDWEQKSRYENDVRYVQGLIALRRAHGAFRLATEAEVLRHFEFLEPTPPSVIAYWLRDVAVYGPWGDIIVIHH 6
PULUS105 QLDWERKSRYEDDVRYVQGLIALRRAHGAFRLATEAEVLRHFTFLEPLPPSVIAYRLHDAAVYGPWEDIIVVHH €66

T e O  E E I

AmyAl HEEKSETIVLPDQEEWDVVCDGEQSGTIPLRRVRHVVDLDGIGTWVLVRTEAMNADENAG 718
PULUS105 MNEEKETAIALPDEREWAVVCDGQRCUGITPFGQARGMLRLDGIGTWVLVHPAG 718
shER | sk kkky kk kkkdd g kE ko ok g kkEkkbdkddd,

6 pav. AmyAl sekos (GenBank AGW21593.1) palyginimas su charakterizuotos
Geobacillus thermoleovorans U105 1 tipo pululanazés PULUSI105 seka (EMBL
AJ315595.1) (17, 18, 205). Masiy spektrometrija identifikuoti natyvios AmyAl
oligopeptidai pateikti kursyvu raudonai. Konservatyvis (206) AmyA1l sekos domenai
— angliavandeniy jungimosi ('K---A"**; pfam02922) bei a-amilaziy katalizinis (***S-
--D**'; pfam00128) domenai pabraukti. Konservatyvus I tipo pululanaziy sekos
motyvas (P¥Y---P* (4) AmyAl sekoje pateiktas geltoname fone. Ca* jona tikétinai
koordinuojan¢ios D**, E**® bei E** aminoriigi¢iy lickanos AmyAl sekoje pateiktos
zaliai, rudame fone. Tikétinai AmyAl katalizing triada formuojancios D*', E* bei
D** aminoriigi¢iy liekanos pateiktos rausvai, violetiniame fone. Identiskos
aminoriigstys pabrauktos (*). Konservatyvios aminortigs¢iy pakaitos pabrauktos (./:).

atitinkamai D*"

, E" bei D***. Taip pat in silico AmyAl sekos analize
identifikuotas konservatyvus ~70 a.r. Ca® jono jungimosi motyvas. Pastaraji
katijona tikétinai koordinuoja D**, E**® bei E** a.r. i§ identifikuoto motyvo.
Visu aprasyty I tipo pululanaziy sekose nustatytas septyniu a.r. sudaromas
konservatyvus motyvas YNWGYNP (204) AmyAl sekoje nustatytas
atitinkamai ***Y---P**, Signalinis peptidas AmyA1 sekoje in silico nenuspétas.

Konservatyvis sekos domenai bei motyvai, budingi AmyAl sekai,
pazymi, jog Sis fermentas — nuo kalcio jony priklausoma I tipo pululanaze.
Atsizvelgus 1 AmyAl sekos homologija pululanaziy sekoms bei
konservatyvius fermento sekos elementus, AmyAl galima priskirti CAZy
GHI13 Seimos, vienijanCios jvairaus substratinio savitumo glikozidy
hidrolazes, 14 poseimiui (12).
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3.2.2. Rekombinantinés AmyA 1 raiSka bei gryninimas

Rekombinantiné AmyAl (rAmyAl) nustatyta tirpioje E. coli BL21(DE3)
lizato frakcijoje bei ekspresuota vidutine iSeiga (7 pav.). Palyginus rAmyA1l
iSeiga, gauta heterologine raiska indukuojant 0,7 mM arba 1 mM IPTG,
reikSmingo iSeigy skirtumo nenustatyta. Heterologine rekombinantiniy
pululanaziy raiska tipiniu atveju gaunama vidutiné arba auksta iSeiga lyginant
su natiiralaus producento produkuojamu natyvaus fermento kiekiu (4).
Minéty fermenty produkcijai sékmingai pritaikyta ir sekreciné produkcija i
periplazma (205), taciau visgi dazniausiai taikyta raiskos strategija uztikrino
Siy rekombinantiniy hidrolaziy vidulasteling lokalizacija E. coli raiskos
kamienuose bei fermenty agregacija raiskos kamieno citoplazmoje (204, 207,
208, 209). NDS-PAGE nustatyta rAmyA1 MM atitiko teoring ~82 kDa MM,
o oligomerizacija nenustatyta (7 pav.). Kitos apraSytos pululanazés — taip pat
monomeriniai fermentai (18, 208, 210). Oligomerizacija taip pat néra biidinga
Bacillus genties I tipo pululanazéms (211), kaip ir Geobacillus (212, 209),
taciau zinoma iSimtis — Geobacillus thermoleovorans US105 homodimeriné
I tipo pululanaz¢ PULUS105 (205).

kDa M 1 2 3 4

7 pav. Rekombinantinés AmyAl pululanazés
heterologinés raiskos efektyvumo bei fermentinio
preparato grynumo jvertinimas NDS-PAGE.

Takeliai: 1 — kontrolé (rekombinantinés Escherichia
coli BL21(DE3) lasteliy tirpios lizato frakcijos
baltymai* neindukavus AmyAl raiskos);
2 — rekombinantinés E. coli BL21(DE3) lasteliy tirpios
lizato frakcijos baltymai indukavus AmyAl raiska 0,7
mM IPTG; 3 — rekombinantinés AmyA|1 preparatas po
gryninimo  nikelio giminingumo chromatografija;
4 — rekombinantinés AmyAl preparatas po gryninimo
jonu mainy chromatografija bei dializés prie$
fermentinio preparato buferj; M — baltymy molekuliniy
masiy zymuo PageRuler Unstained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific).

*jei kitaip nenurodyta, { takelj uznesta suminé baltymy
masé sieké ~50 pg.

Dvieju gryninimo etapy strategija leido gauti didelio grynumo rAmyAl
preparata (7 lentele, 7 pav.), nustacius 134,3 U/mg savitojo aktyvumo.
Atsizvelgus 1 fermento sekos papildyma N-galiniu afiniSkumo inkaru, AmyA1
gryninimui taikyta NiGCh. Pradiniame gryninimo etape efektyviai paSalinti
raiSkos kamieno lizato baltymai, tac¢iau po 1§ dalies iSgryninto AmyAl
preparato dializés prie§ JMCh buferi A NDS-PAGE nustatyta fermento
nespecifiné proteoliziné degradacija. Atliekant didelio kiekio rAmyAl
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gryninima, raiSkos kamieno proteazés inhibuotos gryninimo buferius
papildzius 0,5 mM EDTA. Kaip tikétasi, atsizvelgus i gryninamo fermento
seka, AmyAl pasizyméjo iSreikStu giminingumu JMCh dervai, esant pH 8,6.
Gryninimo eigoje rAmyA1 homooligomerizacijos arba agregavimo taip pat
nenustatyta. Gryninant rekombinantines pululanazes i$ E. coli raiSkos kamieny
tirpios lizato frakcijos, derinant kelis chromatografijos etapus, pasiektas
aukStas grynumas bei neiskilo biitinybés riboti gryninamy pululanaziy
agregavima ar papildomai uztikrinti ju stabiluma (5, 205, 208).

7 lentelé. Rekombinantinés AmyA1 gryninimo {vertinimas

Suminis Suminé Savitasis Keioa. | Grvninimo

Gryninimo etapas | aktyvumas, | baltymy aktyvumas, | , g4, y
. A %o efektyvumas

U masé, mg | U/mg
Escherichia coli
BL21(DE3) lizatas 714 156 4.6 100 )
Po nikelio
gimimingumo 350 26,8 13,1 49 3
chromatografijos
Po jonu mainy 282 2,1 134,3 39 29
chromatografijos

*Vienetas U zymi pululanazés kiekj katalizuojanti 1 umol redukuojanéiy cukry susidaryma
per 1 min. taikant 2.17. dalyje nurodytas fermentinés reakcijos salygas; maltotriozé laikyta
redukuojanc¢iy cukry standartu.

3.2.3. Temperatiiros jtaka AmyA1 aktyvumui ir stabilumui

AmyAl demonstravo pululanolizini aktyvuma 4-95 °C temperatiiriniame
intervale. Optimali fermento veikimo temperatira siek¢ 60 °C ir S$is
rezultatas  patvirtina fermento termoaktyvuma. AmyAl aktyvumo

priklausomybe nuo
100 -~ oH7 temperatiiros  atspindi
e beveik vienodo profilio
varpo pavidalo kreivés,
fermentini  aktyvuma

80

60

matavus pH 6 ir pH 7.
o Tirta pululanazé¢ pH 6

santykinis aktyvumas, %

ir pH 7 demonstravo
efektyvy aktyvuma (ne
maziau 40 % aktyvumo,
oo e e @ w o o | Jygipant su aktyvumu

temperatira, °C
optimaliomis salygomis)
8 pav. Temperatiros jtaka rekombinantinés AmyAl o _ .
aktyvumui. 100 % savitasis fermentinis aktyvumas — 40-80  °C  temperatiri-
134,3 + 0,003 U/mg. niame intervale (8 pav.).
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rAmyA1l demonstravo termostabiluma 60 °C. Likutinis AmyAl pululano-
lizinis aktyvumas po 340 min. inkubavimo 60 °C sieke 84,54 %, o inkubuojant
ilgesni laika 60 °C, stebétas iSreikStas termostabilumo praradimas. Nustatytas
mazas AmyAl termostabilumas 70 °C, nes jau po rekombinantinio fermento
inkubavimo 30 min. likutinis aktyvumas siekée tik 24,73 %. Esant 80 °C, po
15 min. inkubacijos AmyAl visiS8kai prarado aktyvuma. 1 ir 10 mM CaCl,
koncentracija nekeité¢ rAmyA1 termostabilumo (9 pav.).

~+—60°C
-m- 60 °C veikus

1 mM kalcio chlorido
—— 60 "C veikus

10 mM kalcio chlorido
—70°C
70 °C veikus

1 mM kalcio chlorido
—e—70 °C veikus

10 mM kalcio chlorido

60 "C imobilizavus

ant S-b EC-HA/M
—— 60 °C imobilizavus

ant S-b EC-EP/M

60 °C imobilizavus

ant Ca-algin

likutinis aktyvumas, %

0 20 60 210 270 340 960
laikas, min

9 pav. Temperatiros jtaka rekombinantinés AmyAl stabilumui bei Ca®" jonuy ir
imobilizavimo jtaka fermento termostabilumui. 100 % likutinis pululanolizinis aktyvumas —
134,3 £ 0,003 U/mg. Santrumpos: S-b EC-HA/M - Sepabeads EC-HA/M nesiklis,
S-b EC-EP/M — Sepabeads EC-EP/M nesiklis, Ca-algin — kalcio alginatas.

Termofily I tipo pululanazéms buidingas temperatiirinis optimumas 60-80 °C
(4, 213). Taigi AmyAl aktyvumui optimali 60 °C temperatira — viena
zemiausiy. AmyAl termoaktyvuma rodo nustatytas pululanazés efektyvus
aktyvumas 40-80 °C, nes mezofily ne termoaktyvios I tipo pululanazés
dazniausiai demonstruoja maza aktyvuma >40 °C (213). Geobacillus spp.
I tipo pululanaziy temperattiros optimumai skiriasi. Geobacillus sp. LM14-3
pul-3 pululanazé aktyviausia 60 °C (209), Geobacillus stearothermophilus
TRS128 1 tipo pululanaze — 65 °C (212), o panaSiausios 1 AmyAl
G. thermoleovorans US105 PULUS105 pululanazés optimali temperatiira —
75 °C (17, 205). Beveik identiskas AmyA 1 temperatiiros optimumui biidingas
Bacillus acidopullulyticus NCIB 11647 F1 ir F2 pululanazéms (209). AmyAl
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aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros rodo iSreikSta aktyvumo mazéjima
vir§ optimalios temperatiiros, biuidinga kitoms termoaktyvioms I tipo
pululanazéms (18, 204, 211), kaip ir Geobacillus I tipo pululanazéms (209,
210). Visgi AmyAl aktyvumas iSsiskiria placiausiu efektyvaus aktyvumo
intervalu 40-80 °C bei salyginai auk$tu aktyvumu 4-40 °C ir 80-95 °C.
Termoaktyvios pululanazés beveik neaktyvios <20 °C temperatiiros
salygomis (18, 210), o AmyAl aktyvumas 4 °C siekia ~14 %.

Lyginant su hipertermofily I tipo pululanazémis, rAmyAl demonstravo
gana Zema termostabiluma (208, 214, 215). Atsizvelgus { AmyAl aktyvumui
optimalia temperatiira, nustatytas hidrolazés termostabilumas atitinka
termoaktyvumo ir termostabilumo santyking priklausomybg, nustatyta
anksCiau apraSytoms nuosaikiy termofily (taigi ir Geobacillus) I tipo
pululanazéms (205, 209, 212). AmyAl termostabiluma tiesiogiai lyginant su
Geobacillus pululanaziy termostabilumais, galima teigti, jog G. thermoleovorans
US105 PULUSI105, kurios ti, (70 °C) sieké 4 val., iSlieka termostabiliausia
Geobacillus I tipo pululanazé (205). Taciau AmyAl yra termostabilesné nei
Geobacillus sp. LM14-3 pul-3 ar G. stearothermophilus TRS128 I tipo
pululanazg, kurios praranda aktyvuma po <10 min., atitinkamai 70 °C (210)
ar 65 °C (209). Ca>" jtaka, reik§mingai didinanti termoaktyviy I tipo pululanaziy
stabiluma aukstos temperatiiros salygomis, charakterizuota (208, 210), taCiau
termoaktyvios, nuo Ca>" jony nepriklausan¢ios I tipo pululanazés, taip pat
néra retos (204, 207, 215). Atsizvelgus, jog AmyAl sekoje in silico
identifikuotas Ca®" jungimosi motyvas, pululanaz¢ priskirtina nuo kalcio
priklausomy I tipo pululanaziy grupei. Skirtingai nei tikétasi, rAmyAl
termostabilumui Ca®" (1 ir 10 mM) jtaka in vitro nebuvo patvirtinta.
G. thermoleovorans US105 PULUS105 stabiluma 45-75 °C Ca®" reik§mingai
didino. Visgi stabilizuojantis Ca®* poveikis nebuvo pakankamas, kad >75 °C
uztikrinty rekombinantinés PULUS105 termostabiluma (205).

3.2.4. pH jtaka AmyA1 aktyvumui ir stabilumui

Pululanolizinis AmyA1 aktyvumas nustatytas pH 4-10 intervale (10 pav.):
didziausias aktyvumas nustatytas pH 6, o pH 4 ir pH 10 aktyvumas sieké
~26 %. Tirta pululanazé¢ demonstravo efektyvy aktyvuma (ne maziau 40 %
aktyvumo lyginant su aktyvumu optimaliomis salygomis) pH 5-9 intervale.
AmyA1 aktyvumo priklausomybés nuo pH kreivé atspindi poslinki { Sarming
pH intervalo pusg. AmyAl aktyvumas pH 7 sieké 95,97 %, o pH 5 — 77,91
%. AmyAl pululanazés aktyvumo priklausomybés nuo pH poslinki i Sarming
puse taip pat rodo aktyvumo skirtumas pH 4 ir beveik dvigubais didesnis
aktyvumas pH 8 salygomis (10 pav.).
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rAmyAl buvo stabili pH 6-8 intervale vykdant inkubavima 60 min. 60 °C.
Lyginant su aktyvumu optimaliomis salygomis, likutinis aktyvumas pH 6
sieck¢ 97,55 %. Didesni AmyAl pululanazés stabiluma Sarminiame pH
patvirtina iSreikStai tolydesnis AmyAl likutinio pululanolizinio aktyvumo
mazéjimas pH 7-8 lyginant su pH 4-5. AmyAl likutinis pululanolizinis
aktyvumas pH 7 sieke
~90 %, pH 8 — ~50 %, o

=+ 50 mM Na-acetatas e
&= 50 mM MES-NaOH pH 4-5 nevirsijo ~15 %.
== 50 mM TRIS-HCI . . v e
—®= 50 mM NaOH-glicinas Vlsgl Sarmnle.] € pH
intervalo srityje AmyAl

100

80

60

demonstravo tik maziau

nei 20 % likutinio

pululanolizinio aktyvumo

- (11 pav.).

AmyAl aktyvumo

0 optimumas pH 6 —
pH tipiskas aprasytoms

40

santykinis aktyvumas, %

10 pav. pH jtaka rekombinantinés AmyAl aktyvumui. Geobacillus Spp-
100 % savitasis fermentinis aktyvumas — 134,3 + 0,003 U/mg. pululanazéms (37, 210).

Alkalofily pululanazes
aktyviausios ~ Sarminiame
pH (175, 216), bet Ssi
savybé  néra  tipiSka

@
]

o
g

pululanazéms (213).
Mezofiliniy ir termofiliniy
MO (tiek archéjy (208,
217), tiek ir bakteriju

(218)) I tipo pululanazéms
’ 5 ' oH ’ ' *| budingas artimas AmyAl
11 pav. pH jtaka rekombinantinés AmyAl stabilumui. pH optimumas (pH 5,5-6).

Likutinis AmyAl pululanolizinis aktyvumas veikus pH 6 ~ Skirtingai nei tikétasi,
S vl
siekia 97,55 % — 131 £ 0,004 U/mg. AmyAl

likutinis aktyvumas, %
-
z

~
s

0

demonstravo
aktyvumo priklausomybés nuo pH poslinki | Sarming pH intervalo sriti.
Visoms apraSytoms I tipo pululanazéms, demonstravusioms pH optimuma
(silpnai) ragstiniame pH intervale, prieSingai nei AmyAl, bidingas
aktyvumo priklausomybés nuo pH poslinkis | riigsting pH intervalo sritj
(207, 208, 210, 212). Taip pat i$ aprasyty I tipo pululanaziy AmyA1 iSsiskiria
plac¢iu pH 5-9 intervalu, kuriame demonstruoja efektyvy aktyvuma.

Termostabilios bei termoaktyvios I tipo pululanazés demonstravo bent
67



ketvirtadaliu siauresni nei AmyAl pH intervala, kuriame nustatytas
>40 % aktyvumas (204, 207, 208, 210). rAmyAl demonstravo pH 4-5
ir pH 9-10 intervaly srityse salyginai aukS$ta aktyvuma, siekusi >25 %.
Aukstas aktyvumas (>25 %) labiau rtgstiniame pH uz efektyvaus aktyvumo
pH riby taip pat nustatytas charakterizuojant Geobacillus sp. LM14-3
rekombinanting pul-3 (209). Dazniausiai [ tipo pululanaziy aktyvumas
labiau riigStinése/Sarminése pH intervalo srityse lyginant su pH intervalu,
kuriame AmyAl aktyvumas siekia >40 %, nevirSija 10 % (204, 207,
208, 210).

Termostabiliy ir termoaktyviy I tipo pululanaziy stabilumo priklausomybé
nuo pH daugeliu atveju nebuvo vertinta arba jvertinta tik fragmentiskai.
Palyginus apraSyty I tipo pululanaziy stabilumo priklausomybe nuo pH,
AmyAl demonstravo stabiluma gana siaurame pH 6-8 intervale. Vienintel¢,
kurios stabilumo priklausomybé nuo pH nustatyta, G. stearothermophilus
TRS128 1 tipo pululanazé stabili pH 6-9 (215). Bacillus flavocaldarius KP
1228 1 tipo pululanazé ir Bacillus acidopullulyticus NCIB 11647 F1 ir F2
pululanazés neprarado stabilumo atitinkamai pH 4,5-10 (219) ir pH 4-8,5
(211). Anaerobranca gottschalkii DSM 13577 rekombinantiné pululanazé
rPulAg isliko stabili pH 4-10 (204). AmyA1l aktyvumo nuo pH bei fermento
stabilumo nuo pH priklausomybé¢ rodo tolydu pululanazés aktyvumo mazéjima
silpnai Sarminiame pH intervale, taigi AmyAl palankesné silpnai Sarminé
aplinka. Silpnai riigstinés aplinkos palankumas G. stearothermophilus TRS128
I tipo pululanazei nustatytas jvertinus fermento aktyvumo priklausomybg nuo
pH, taip pat patvirtintas nustacius pastarosios pululanazés stabilumo
priklausomybg nuo pH (210). rAmyAl, veikiama pH 4-5 ir pH 9-10,
demonstravo salyginai auksta likutini pululanolizini aktyvuma, siekusj ne
maziau 15 %. I tipo pululanazés, kuriy stabilumo priklausomybé nuo pH
nustatyta, likutinio fermentinio aktyvumo uz pH intervalo, kurio atzvilgiu
iSlicka stabiliomis, beveik nedemonstravo arba demonstravo mazesnj nei
AmyAT1 likutini fermentinj aktyvuma (210, 211).

3.2.5. Metaly jony ir reagenty itaka AmyA1 aktyvumui

Metaly jonuy ijtakos rAmyAl aktyvumui jvertinimo rezultatai, pateikti
8 lentel¢je, leidzia teigti, jog charakterizuotos pululanazés aktyvuma metaly
jonai veiké skirtingai. Vienvalen¢iy metaly K', Li" bei Na" jony 1 mM ir 50
mM koncentracija AmyAl pululanolizinio aktyvumo statistiskai reikSmingai
nekeité, kaip ir dvivalenciy metaly Ba®" ir Ca®’ jony 1 mM ir 10 mM
koncentracija, taGiau 1 mM Mg®" ir Mn*" koncentracija statistiskai
reik§mingai didino rAmyA|1 aktyvuma, atitinkamai ~13 % ir ~40 %. Kity
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8 lentelé. Metaly jony jtaka rekombinantinés AmyA1 pululanoliziniam aktyvumui

Metalo druska Koncentracija | Santykinis aktyvumas, %
Kontrolé - 100*
Li +
iCl | mM 100,37 + 0,46
NaCl 103,99 + 1,04
? 50 mM 99,65+ 1,93
M +
gCl 1 mM 113,82 +0,53
KCl 101,63 £ 2,41
50 mM 99,07 + 1,79
CaCl 1 mM 102,93 +0,19
A 10 mM 99,50 + 2,02
Mn(l, 139,48 £ 1,97
FeCl; 22,43 +1,79
CoCl, 55,13 = 1,87
NiCl, 41,95 +2,48
1 mM
CuCl, 18,45 +231
ZnCl, 16,16 + 1,63
SnCl, 52,92 +£3,77
BaCl, 101,26 + 0,25

*100 % savitasis fermentinis aktyvumas optimaliomis AmyA|1
aktyvumui salygomis — 134,3 £+ 0,003 U/mg.

metaly jonai slopino charakterizuoto fermento aktyvuma, taciau nevienodai: 1
mM Co™", Ni*" ir Sn*" koncentracija pululanazés aktyvuma slopino perpus, o
1 mM Cu* ir Zn*" bei Fe'" koncentracija charakterizuotos hidrolazés
aktyvuma slopino daugiau nei dviem trec¢daliais.

Vienvalen¢iy metaly jonai, kaip tipiska hidrolizini aktyvuma
demonstruojantiems fermentams (254), taip pat ir AmyAl, aktyvumo nekeité.
Pastaryju metaly jony poveikis A. gottschalkii DSM 13577 bei Thermus
caldophilus GK-24 T tipo pululanaziy aktyvumui nenustatytas (204, 214).
Ba®" jtaka pululanoliziniam aktyvumui analizuota retai, tadiau yra nustatytas
pastarojo metalo jony stimuliuojantis efektas (210, 212) arba jokio efekto
(204) pululanoliziniam aktyvumui. DaZniausiai Ca®" jonai I tipo pululanaziy
aktyvuma in vitro didina (207, 214, 221) arba aktyvumo nekeié¢ia (18). Esant
Ca”", B. flavocaldarius KP 1228 I tipo pululanazé pululana hidrolizavo 14 %
efektyviau (212), o G. stearothermophilus TRS128 I tipo pululanaze Ca**
jonai efektyvino net 88 % (210). G. thermoleovorans US105 1 tipo
pululanazés PULUS105 aktyvuma Ca®" jonai padidino 44 %. Visgi pastarojo
metalo jony jtakos PULUSI05 analizé atskleidé, jog Ca®" stabilizuoja
fermenta aukstose temperatiirose, tiesiogiai neveikdami katalizinio aktyvumo
(205). Vieninteliai Mg*" ir Mn*" jonai in vitro reik§mingai stimuliavo AmyA
aktyvuma. Mg®" stimuliuoja termostabilias bei termoaktyvias bei I tipo
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pululanazes (207, 210, 214) arba nekeicia pululanolizinio aktyvumo (18, 204,
205, 212). G. thermoleovorans US105 PULUS105 aktyvumo Mg®" nekeité
(205), taciau akivaizdziai stimuliavo (55 %) G. stearothermophilus TRS128 I
tipo pululanazés aktyvuma (207). Tiriant G. stearothermophilus TRS128
(210) ir T. caldophilus GK 24 (214) I tipo pululanazes nustatytas Mn*"
geb¢jimas  stimuliuoti  fermenty  aktyvuma, tadiau Sis  metalas
G. thermoleovorans US105 ir Thermotoga neapolitana KCCM 41025 1 tipo
pululanazes slopino, atitinkamai, visiSkai (205) arba beveik visiskai (85 %)
(207), o A. gottschalkii DSM 13577 ir Fervidobacterium pennavorans Ven5 I
tipo pululanaziy aktyvumo nekeité (18, 204). Atsizvelgus, jog Mn®" AmyAl
aktyvuma stimuliavo net 40 %, tuo AmyA1 iSsiskiria i$ kity termostabiliy bei
termoaktyviy I tipo pululanaziy. Dvivalené¢iy metaly Co”", Ni*", Sn**, Cu*,
Zn”" jonai bei trivalengio metalo Fe’" jonai I tipo pululanaziy (18, 205, 207,
212), kaip ir AmyA1, aktyvuma reikSmingai slopino.

Reduktoriy, chaotropiky, detergenty bei tirpikliy jtakos rAmyAl
pululanoliziniam aktyvumui ivertinimo rezultatai pateikti 9 lenteléje.

9 lentelé. Reagenty itaka rekombinantinés AmyA1 pululanoliziniam aktyvumui

Reagentas Koncentracija Santykinis aktyvumas, %
Kontrolé - 100*
Ditiotreitolis 116,36 £ 0,47
Tris(2-karboksietil) | mM 99,62 + 0,28
fosfinas
B-merkaptoetanolis 97,52 £ 3,02
Karbamidas 0.1M 01,15+0,56
4M 88,85+ 1,74
Guanidino HCI 1 mM 91,50 £2,67
0,1 %
NDS To% ND**
DMSO 0,1 % 94,63 +2,5
81,23 +£3,07
1%
. 91,51 £ 0,59
Metanolis 5% 87,57+0,52
. 1% 97,41 £ 043
Etanolis 5% 918709
Etilenglikolis 0.1% 96,56 + 1,05
1% 95,96 + 0,92
Glicerolis 0,1 % 109,39 £ 0,85
1% 98,74 + 1,06
Triton X-100 0,1 % 95,71 £2.91
1% 89,85 +2,78
Triton X-305 0.1% 41,74 +4,6
1% ND
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Tween 20 0,1 % 77,11 = 1,99
1% 70,45 + 2,04
Tween 40 0,1 % 53,07 +£2,38
1% 45,68 + 2,82
Tween 60 0,1 % 53,95+ 1,67
1% 52,95 +2.6
Tween 80 0,1 % 73,24 + 3,85
1% 51,29 +2.42
Brij 35 113,11 + 0,74
Brij 58 tmM 112,10 0,49

*100 % savitasis fermentinis aktyvumas optimaliomis AmyAl aktyvumui salygomis —
134,3 + 0,003 U/mg; **ND — nedetektuotas pululanolizinis aktyvumas.

Naudojant 1 mM TCEP bei B-ME koncentracijas, statistiSkai reikSmingos
itakos AmyA1l aktyvumui nenustatyta. TreCiasis reduktorius, t.y. DTT, jo
1 mM koncentracija AmyAl aktyvino beveik 20 %. AmyAl aktyvumo
100 mM karbamido bei 1 mM guanidino-HCI beveik neslopino. Veikiant 4 M
karbamido koncentracija, AmyAl demonstravo auksta ~90 % pululanolizini
aktyvuma, o veikiant 0,1 ar 1 % (masé/tiris) NDS koncentracija AmyAl
aktyvumo nenustatyta. Detergentai AmyAl aktyvuma veiké skirtingai. 0,1 ir
1 % (tuiris/turis) Triton X-100 ir Triton X-305 koncentracijos slopino AmyAl
aktyvuma, taCiau 1 % (turis/tiiris) Triton X-305 visiskai inaktyvavo
rekombinanting pululanazg. Tween detergentai AmyAl veiké panasiai:
0,1 % (turis/turis) koncentracija slopino fermenta 25-45 %, o 1 % (tiiris/turis)
koncentracija — 30-55 %. Brij 35 ir Brij 58, skirtingai nei kiti detergentai,
aktyvino hidrolazg beveik 12 9%. Tirpikliai AmyAl aktyvuma slopino
nezymiai. Glicerolio 0,1 % (turis/tiiris) koncentracija hidrolazés aktyvuma
didino beveik 10 %. Visgi statistiSkai reikSmingas 1 % (tairis/tiris) glicerolio
koncentracijos poveikis AmyA1 aktyvumui nenustatytas.

Rekombinantines F. pennavorans Ven5 ir T. neapolitana KCCM 41025
rPulA pululanazes veikiant B-ME ar DTT nustatytas beveik vienodai
iSreikstas reikSmingas aktyvumo padidéjimas (18, 207), o AmyAl aktyvuma
didino tik DTT, o taikytos B-ME bei TCEP koncentracijos hidrolazés
aktyvumo nekeité¢. Guanidino-HCI bei NDS slopinimo lygis apraSyty I tipo
pululanaziy (18, 205, 207) aktyvumui reikSmingai nesiskiria nuo nustatyto
minétais junginiais veikiant rAmyA 1. ISskirtinj stabiluma, lyginant su kitomis
I tipo pululanazémis (18, 205, 207), AmyAl demonstravo veikiant ja
0,1 ir 4 M koncentraciju karbamidu. G. thermoleovorans US105 PULUS105
pululanaz¢, veikiama 10 mM karbamido, demonstravo tik 10 %
pululanolizinio aktyvumo (18), AmyAl veikiama 4 M karbamido — ~90 %.
Detergenty poveikis I tipo pululanaziy aktyvumui tirtas mazai. Veikus
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pasirinktais detergentais rAmyAl demonstravo auksta pululanolizing
aktyvuma, o Brij 35 bei Brij 58 AmyAl aktyvuma netgi stimuliavo.
NeisreiksStas pululanolizinio aktyvumo sumazéjimas stebétas, detergentais
veikus, A. gottschalkii DSM 13577 ir F. pennavorans Ven5 I tipo pululanazes
(18, 204). Veikiant detergentais AmyAl demonstravo didesni stabiluma nei
G. thermoleovorans US105 PULUS105 (205). Nustatytas auksStas AmyAl
pululanolizinis aktyvumas veikiant tirpikliais bei gliceroliu praplecia
fermento biotechnologinj pritaikomuma.

3.2.6. AmyA|1 aktyvumas ir substratinis savitumas

rAmyAl pululanazé geb¢jo hidrolizuoti pululana, glikogena bei tirpy
krakmola (10 lentel¢), taciau neskaidé amilopektino (nepateikti rezultatai).
Pululanas, glikogenas bei krakmolas — PS, kuriy polimerinei sandarai
budingos a-1,6-glikozidinés jungtys (4, 213). Kaip tikétasi, atsizvelgus
1 minéty jungCiy santykinj pasikartojima bei jung¢iy iSsidéstyma PS strukttiroje
AmyAl efektyviausiai hidrolizavo pululana. Fermenting reakcija vykdzius
10 min. AmyA1 demonstravo beveik tris kartus mazesni glikogenolizini nei
pululanolizin aktyvuma. Fermentinés reakcijos inkubavimo laika optimaliomis

10 lentelé. Rekombinantinés AmyAl substratinis savitumas bei Ca™ jony itaka
substraty hidrolizés intensyvumui

Santykinis aktyvumas, %

Substratas 10 min | 960 min | 10 min | 960 min

10 min {960 min | {mM |[1mM |10 mM | 10 mM
CaCl, |CaCl, |CaCl, | CaCl,

Pululanas 100* SE* 102,93 |- 99,50 -
AmyAl su
histidino | 11 ooenas 3451 [4359  [3255 |4336 |3192 | 43,13
giminingu
mo inkaru | Tj
1rpus ND*** | 21,60 | ND 19.73 | ND 19,04
krakmolas
Pululanas | 105,44 | - 113,14 |- 121,12 |-

AmyA1 be
histidino | Glikogenas | 48,13 [5040 |[5349 [57.08 |5654 |59.65
giminingu
mo inkaro | Tirpus
krakmolas

ND 24,35 ND 28,78 ND 32,05

*100 % savitasis fermentinis aktyvumas optimaliomis AmyAl aktyvumui salygomis —
134,3 + 0,003 U/mg; ** “—,, — pululanolizinis aktyvumas nevertintas; **ND — nedetektuotas
pululanolizinis aktyvumas.
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salygomis pratgsus iki 960 min., AmyAl demonstravo ~10 % didesni
glikogenolizinj aktyvuma. Tirpy krakmola AmyA1 hidrolizavo beveik penkis
kartus silpniau nei pululana, tac¢iau patikimai pastarojo substratinio savitumo
detekcijai buvo butina fermenting reakcija inkubuoti 960 min. Analizavus
metaly itaka rAmyA1l (su 6Hisln) aktyvumui bei substratiniam savitumui Ca*'
statistiSkai reikSmingos itakos fermento veikimui neturéjo.

Trombino katalizuojama proteolize paSalinus 6Hisln, rekombinantinés
pululanazés substratinis savitumas nekito, taciau 6HisIn pasalinimo jtaka
stebéta rAmyA1 aktyvumui (10 lentelé). rAmyAl be histidino giminingumo
inkaro (s AmyAl) ~5 % efektyviau hidrolizavo pululana, reakcija vykdant
10 min. optimaliomis fermentinei reakcijai salygomis. [vertinus s AmyAl
aktyvuma glikogenui bei tirpiam krakmolui, taip pat nustatytas pastaryjy
aktyvumy padidéjimas, siekes ~3-13 %. 1 ir 10 mM Ca*" jony koncentracija
stimuliavo 5. AmyAl hidrolizini aktyvuma tarp ~5-16 %, tafiau nekeité
pululanazés substratinio savitumo. Lyginant 1 mM su 10 mM Ca**
koncentracijos poveiki 5. AmyAl aktyvumui, stebima tiesioginé hidrolizinio
aktyvumo skatinimo priklausomybé nuo Ca*" koncentracijos, visgi
priklausomybé néra linijiné. 6HisIn paSalinimas bei fermentinés reakcijos
papildymas CaCl, skatino AmyAT1 hidrolizuoti tirpy krakmola, taciau mazai
efektyviai — patikimai minéty veiksniy jtaka tirpaus krakmolo hidrolizés
AmyAl efektyvinimui nustatyta fermenting reakcija vykdzius 960 min.

Plonasluoksne chromatografija iSskirs¢ius pululano, glikogeno bei tirpaus
krakmolo hidrolizés AmyA1 reakciju produktus, jvertinti gauti OS (12 pav.).
Optimaliomis salygomis AmyA1 hidrolizavo visa reakcijos miSinio pululano
kieki iki maltotriozés, o glikogena ir tirpy krakmola — iki skirtingo grandinés
ilgio OS, ilgesniy nei i$ triju gliukozés molekuliy sudaryta maltotrioze, taciau
abiejy substraty atveju konkretaus ilgio OS dominavimo nenustatyta.

M 1 2 3 4 656 6 M 7 M 12 pav. Rekombinantinés AmyAl
polisacharidy hidrolizés produkty oligo-
z 2 - —6l gacharidinés grandinés ilgio jvertinimas
w —a2 .
: - z % — a3 plonasluoksne chromatografija.

Takeliai (uznesta 5 pLL méginio):

1 — pululanas®; 2 — pululano hidrolizés**
AmyAl produktai; 3 — glikogenas;
4 — glikogeno hidrolizés AmyA1 produktai
reakcija inkubavus 960 min; 5 — tirpus
krakmolas; 6 — tirpaus krakmolo hidrolizés
AmyAl produktai reakcija inkubavus
960 min; 7 — pululano hidrolizés AmyA1
produktai fermentinei reakcijai taikius 0,8 pg rekombinantinés AmyAl, pH 9, reakcija
inkubavus 5 min esant 60°C; M — sacharidy miSinys (kiekvieno koncentracija 10 mg/mL):
Gl—gliukozé, G2— maltozé, G3 — maltotrioze. *kiekvieno substrato kontrolés koncentracija 10
mg/mL; **AmyA1 hidrolizés reakcijos vykdytos optimaliomis fermento aktyvumui salygomis.
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Tiriant AmyA[1 biotechnologinio taikymo galimybes buvo atliktas pirminis
hidrolazes pululanolizinio aktyvumo ivertinimas — ar AmyA1 neoptimaliomis
fermentinés reakcijos salygomis geba hidrolizuoti pululang iki ilgos
grandinés OS. AmyAl pululang iki ilgos grandinés OS hidrolizavo
fermentinei reakcijai naudojant sumazinta rAmyAl kieki (<1 pg) bei iki
5 min. sutrumpinus fermentinés reakcijos inkubavimo trukme, palaikant
hidrolazés aktyvumui optimalia temperatiira bei pH >8 (12 pav.).

Nustatytas AmyAl substratinis savitumas bei hidrolizés produktai
patvirtino Sio fermento in silico priskyrima I tipo pululanazéms (4), nes
AmyAl hidrolizavo tik a-1,6-glikozidines jungtis, demonstruodama visisSka
inertiSkuma o-1,4-glikozidiniy jung€iy atzvilgiu. rAmyAl, veikdama kaip
endohidrolazé, hidrolizavo a-1,6-glikozidines jungtis pululano linijinéje
polimerinéje grandinéje skaidydama pululana iki maltotriozés. Sakotus PS
(glikogena bei tirpy krakmola) hidrolizavo iki skirtingo ilgio oligosacharidiniy
grandiniy, lemdama Sakotos struktiiros praradima, nes minéty PS struktiirose
a-1,6-glikozidinés jungtys sutinkamos oligosacharidiniy grandiniy jungimosi
vietose (222). Kitos I tipo pululanazés demonstruoja didesni glikogenolizing
aktyvuma nei geb¢jima skaidyti krakmola, taciau abu reikSmingai mazesnius
nei pululanolizinis aktyvumas (200, 204, 211, 212, 207). Taigi AmyAl
budingas tipiSkas I tipo pululanazéms (4) substratinis savitumas. AmyAl
glikogenolizinio aktyvumo intensyvumas, lyginant su pululano skaidymo
intensyvumu, reikSmingai didesnis nei A. gottschalkii DSM 13577 1 tipo
pululanazés (204). B. acidopullulyticus NCIB 11647 F1 ir F2 pululanazés
glikogena bei tirpy krakmola skaidé beveik vienodai intensyviai kaip
rAmyAl (211). Vertinant AmyAl glikogenolizini bei tirpaus krakmolo
skaidymo (60 °C ir fermenting reakcija prailginus) aktyvumus, netiesiogiai
patvirtinta, jog aukStoje temperatiiroje AmyAl yra stabilizuojama minéty
substraty. Substraty bei PS, kuriems pululanazés inertiskos, gebéjimas didinti
Siy fermenty termostabiluma yra jau nustatytas (4, 211, 212).

6HislIn, kurio seka klonuojant papildyta rAmyA1 seka, slopino pululanazés
aktyvuma, taCiau substratinio savitumo nekeit¢. Nenatyviy a.r. neigiamas
poveikis, mazinantis fermentini aktyvuma, yra apraSytas (219, 223).
Netiesiogiai nustatytas, d¢l 6HisIn sekos pakites AmyAl natyvus erdvinis
susilankstymas, l1émes aktyvumo sumazéjima, tikétina, ribojo AmyAl ir Ca**
saveika, nuspéta in silico AmyAl sekoje identifikavus Ca*" jungimosi motyva.
Trombino proteolize pasalinus 6HisIn, rAmyAl aktyvumas, veikiant Ca®’,
statistigkai reik§mingai padidéjo. Visgi prielaida, jog Ca®" tiesiogiai svarbiis
hidrolazés kataliziniam aktyvumui, bet ne termostabilumui, negali buti

atmesta. AmyAl termostabilumo Ca*" nekeité, tadiau pastaroji i§vada gauta
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termostabilumo jvertinimui in vitro naudojant rAmyA|l su 6HisIn (5. AmyAl).
G. thermoleovorans US105 I tipo pululanazés PULUS105, kurios seka
panasiausia | AmyA 1, aktyvuma Ca®" jonai efektyvino didindami PULUS105
termostabiluma, bet tiesiogiai nebuvo svarbis fermento katalizei (205).

AmyAl optimaliomis salygomis visiSkai hidrolizavo pululana, taciau
neoptimaliomis eksperimento salygomis bei sutrumpinus reakcijos trukme,
AmyATl vykdé pululano hidrolizeg iki ilgos grandinés OS. Galimybé efektyviai
moduliuoti AmyA1 aktyvuma fermentinés reakcijos produkty grandinés ilgio
atzvilgiu pazymi fermento biotechnologinio taikymo galimybes. I tipo
pululanaziy pululano skaidymo salygos bei reakcijos trukmé tiesiogiai lemia
gaunamy OS 1ilgj, o a-1,6-glikolizidiniy jung¢iy lokalizacija bei pasikartojimas
glikogeno ir tirpaus krakmolo polimerinése struktiirose lemia Siy substraty
hidrolizg iki ilgos grandinés OS (4). Pradiniais hidrolizés I tipo pululanazémis
reakcijos momentais stebimi pululano, glikogeno ar tirpaus krakmolo
skaidymo produkty ilgiai skiriasi nezymiai (18, 200, 207, 211). I tipo
pululanaziy glikogeno bei tirpaus krakmolo hidrolizés produkty grandinés
ilgis ir konkretaus grandinés ilgio OS kiekiy santykis tiesiogiai priklauso nuo
PS struktiiros, bet ne nuo I tipo pululanaziy kataliziniy charakteristiky (4).

3.2.7. Imobilizavimo jtaka AmyA1 aktyvumui ir stabilumui

Siekiant visapusiSkai charakterizuoti AmyAl biotechnologinio taikymo
galimybes, {vertinta imobilizavimo itaka hidrolazés pululanoliziniam
aktyvumui ir termostabilumui. Geobacillus spp. pululanazés ankséiau nebuvo
imobilizuotos. ps+AmyAl imobilizavimas didino pululanolizini hidrolazés
aktyvuma. Imobilizuota ant Sepabeads EC-HA/M ir Sepabeads EC-EP/M
neSikliy AmyAl demonstravo, atitinkamai, 27,13 % ir 8,43 % didesni
pululanolizini aktyvuma. Imobilizavimas ant kalcio alginato AmyAl
aktyvuma didino 2,4 %. Imobilizuotos s AmyAl aktyvumas 5,44 %
didesnis nei neimobilizuotos s, AmyAl. Taigi rAmyAl imobilizavimas ant
pasirinkty Sepabeads tipo neSikliy ~3-22 % didino fermento pululanolizini
aktyvuma. Tik ant kalcio alginato imobilizuotos rAmyAl stebétas 3,04 %
mazesnis pululanolizinis aktyvumas nei neimobilizuotos s, AmyAl.

Imobilizavimas neZymiai didino rAmyA1 termostabiluma: ant Sepabeads
EC-HA/M nesiklio — 7,57 % (inkubavus 340 min., 60 °C), o ant Sepabeads
EC-EP/M ir kalcio alginato (taikius identiSkas salygas) — atitinkamai 4,38 %
ir 2,84 % (9 pav.).

Pululanazés sékmingai imobilizuotos naudojant skirtingos prigimties
nesiklius — klasikiniais fermenty imobilizavimui laikomus alginata ir agara bei
naujy struktiiriniy savybiy polimerines daleles (224, 225, 226), o Sepabeads
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tipo nesikliai pululanaziy imobilizavimui anks¢iau naudoti nebuvo. Pastarojo
tipo nesikliai buvo tinkamesni nei kalcio alginatas ;5. AmyAl imobilizavimui.
Ant Sepabeads tipo neSikliy daleliy AmyA1 makromolekuliy imobilizavimas
lémé didesni hidrolazés pululanolizini aktyvuma bei termostabiluma, taciau
skirtingi Sepabeads neSikliai minétus AmyAl parametrus keité skirtingai.
Imobilizavimas ant Sepabeads EC-HA/M AmyAl pululanolizini aktyvuma
padidino beveik tris kartus, o termostabiluma — beveik du kartus nei
imobilizavimas ant Sepabeads EC-EP/M. Siuos skirtumus, tikétina, lemeé
skirtinga jung€iy tarp fermento ir neSiklio prigimtis. Baltymy imobilizacija
ant Sepabeads EC-HA/M uztikrina neSiklio pavirSiaus amino (heksametilen-
amino) grupés, o ant Sepabeads EC-EP/M — oksirano (epoksi) grupés (227).
Kovalentiné imobilizacija epoksi grupiy pagalba tinka rekombinantiniams
fermentams su 6HisIn (188), ta¢iau AmyAl palankesné¢ buvo kovalentiné
imobilizacija per amino grupes. rAmyA1 kovalentiné imobilizacija ant kalcio
alginato, susidarant jungtims tarp fermento amino grupiy bei neSiklio
karboksi grupiy, reikSmingai nekeit¢ AmyAl aktyvumo ir termostabilumo.
Ant alginato imobilizuota termostabili ir termoaktyvi Klebsiella pneumoniae
ATCC 15050 I tipo pululanazé 60 °C demonstravo sumazejusi pululanolizini
aktyvuma, taciau beveik penkis kartus iSaugusi termostabiluma (224).
Imobilizuoty ant skirtingy silikatiniy ne$ikliu B. acidopullulyticus NCIB
11647 F1 ir F2 pululanaziy kito pH optimumas, temperatiiros optimumas bei
aktyvumas sumaz¢jo, o termostabilumas reikSmingai padidéjo (228).
Dazniausiai imobilizavimas lemia I tipo pululanaziy aktyvumo maz¢jima, o
termostabilumo didéjima (225, 228, 229). Skirtingai nei tikeétasi,
imobilizuotos rAmyAl termostabilumas nekito, bet aktyvumas netgi
padidéjo, kas vélgi pazymi Sio fermento imobilizavimo tikslinguma.

3.3. Termoaktyvi bei termostabili pektato liazé PL47

3.3.1. PLA7 geno klonavimas ir sekos analizé

PL47 geno seka pagausinta naudojant P-1/2/3-PL47-F ir P-1/2/3-PL47-R
pradmeny pora, matrica naudojant G. thermodenitrificans DSM 101594
suming DNR. Nuskaic¢ius PL47 geno seka, buvo jvertintas sekos panasumas
su pektinaziy sekomis. Pektato liazés PL47 seka yra 1326 bp ilgio (GenBank
suteiktas identifikacinis geno sekos nr.: WP_060475609.1), PL47 polipeptido
ilgis — 441 a.r. (GenBank suteiktas identifikacinis baltymo sekos numeris:
KQB94501.1), fermento apskaic¢iuota MM — 50,2 kDa. PL47 geno seka 99,9 %
identiska Bacillus sp. TS-47 produkuojamai pektato liazés PL47 (PL47gq, 1547)
geno (EMBL AB045986.1 (163)) sekai. Lygintos sekos skiriasi vienu
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nukleotidu: PL47 sekoje 89 pozicijoje nustatytas guaninas, o PL47gg, 1s47
sekoje — adeninas. Palyginus PL47 seka su PL47g, 1547 polipeptido seka
(EMBL BAB40336.1 (163)) nustatytas 99,8 % panaSumas. PL47 sekoje 30
pozicijoje nustatyta argininas, o PL47gy, 1547 polipeptido sekoje — histidinas.
Geobacillus spp. pektinazés, panasios i PL47, néra identifikuotos. Hipotetinés
PL i$ mezofiliniy Bacillus genties bakteriju yra anotuotos, ta¢iau pastaryjy
polipeptidy panaSumas | PL47 svyruoja tarp 45-60 %. Jeotgalibacillus soli
DSM 23228 genome anotuota hipotetiné¢ PL (GenBank KIL52125.1 (230)) ir
PL47 yra panasios 61,1 %. Likusiy Bacillus spp. hipotetiniy PL pana$umas
PL47 sekai nesiekia 60 %. Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 Pel168 (PelA)
pektato liaze (GenBank CABI12585.1 (231, 232)) palyginus su PL47,
nustatytas 54,2 % seky panasumas (13 pav.). PL47 sekoje nustatytos sritys,
tapacios visiems MS nustatytiems oligopeptidams, leidusiems identifikuoti
natyvia PL47, iSgryninta HSC i§ G. thermodenitrificans DSM 101594
sekretomo. Tai kartu patvirtino, jog §io kamieno sekretuojama pektinaze, kurios
pektinolizinis aktyvumas detektuotas pektino zimografija, — pektato liazé PL47.
PL47 sekos konservatyviis elementai biidingi ir kitoms sekretuojamoms
PL, pasizyméjusioms termoaktyvumu ir termostabilumu (13 pav.) (108).

PL47 MRRWYTNIFLVVLLACLSI PMOANAKELGREVLKPYDGWRAYGEET TGGAMAS PONVEVVTNRTELIQAL 70
Pell6d (eln) M-~ NMIENEEECEERNEANG DL CHOTLGSNDGRGAY STGT TGGSKASSSNVYTVSNRNQLVSAL | 66
.. _:* * e ke ke *-dr :_i— . &i--dr l-* i—*—ki—* +Jc **— + ok :-dr: e
PL47 GGNNHTNQYNSVPKI!Y!KGEEDLNVDDNNQPVGPDFYKDPHFDFEAXIREYDRATWGKKEVEGPLEEAR 140
Pell68 (Pelh) G----- KETNTTPKIIYIKGTIDMNVDDNLKPLGLNDYKDPEYDLDKYLKAYDPSTWGKKEPSGTQEEAR 131
. Lr ks kkAkkrakkakiERkRR sk 1 AEk thi: kk_ kkkiAAARRE k_ kkk
PL47 VRSQKKQKDRIMVYVGSNTSITGVGKDAKIKGGGFLI KNVDNVIIENIEFEAPLDY FPEWDPTDGTLGEW 210
Pell68 (Pelh) ARSQKNQKARVMVDIPANTTIVGSGTNAKVVGGNFQIKS-DNVIIRNIEFQDAYDYEPQWDPTDGSSGNW 200
Lk kkk sk ks sk kak b skk: k% kk | Rk dkkkkkkks | kkkkokddddk: kod
PL47 NSEYDSISIEGSSHIWIDHNTFTDGDHPERS LGTYFGRPFOOHBGA IR IRNSSDHTIS YNVETNHDKVT 280
Pell68 (Pelh) NSQYDNITINGGTHIWIDHCTENDGSRPDSTSPKYYGRKYQHHDGQTDASNGANYITMSYNYYHDHDKSS 270
*\k-*\k w . * :**\k‘lf** * ok *s{’ ** H .* ok * **‘k ‘k.*‘.‘.*‘k.*‘k\k H **\(‘ 1z
PL47 LIGASDSEMADSGHIGVTLHHNY YKNVTQRL PRVEEGOVH IYNNYYE-FSNLADYDEQYAWGVGVFSQIY 349
Pell68 (PelA) IFGSSDSKTSDDGKLKITLHHNRYKNIVQRAPRVRFGQVHVYNNYYEGSTSSSSYPFSYAWGIGKSSKIY 340
:\k:i--\k‘l-‘ :i—_-\k:t—_:i*-&\k* -\ki--l-:_i--& ++i++1—*++:*+++++ .. :“lr -\br.*-\br-\l-t:-\br\k :*-Or
PL47 AQNNYFSFDWDIDPSLIIKVWSKNEESMYETGTI VDLPNGRR YIDLVAS YNESNTLQLKKEVTWKPMFYH 419
Pell68 (Pelh) AQNNVIDVP-GLSAAKTISVFS-GGTALYDSGTLL---NGTQ-—————- INASAANGLSSSVGWTPSLHG 398
il S S T R kL L T S R
PL47 VIHPTPSVPALVKAKAGAGNLH 441
Pell68 (Pelh) SIDASANVKSNVINQAGAGKLN 420

* T sk ks

13 pav. PL47 sekos (GenBank KQB94501.1) palyginimas su charakterizuotos (194, 195)
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 Pell68 (PelA) pektato liazés seka (GenBank
CAB12585.1). Masiy spektrometrija identifikuoti natyvios PL47 oligopeptidai pateikti kursyvu
raudonai. Konservatyvus (38) PL47 sekos domenas — pektato liazés C katalizinis ('*’Q---F>>*;
pfam00544) domenas pabrauktas. Konservatyvus pektato liaziy sekos motyvas (**°I-- H204
(196) PL47 sekoje pateiktas geltoname fone. Ca®' jona tikétinai koordinuojancios D*'*, D***
bei D***aminoriigi¢iy liekanos PL47 sekoje pateiktos Zaliai, rudame fone. Tikétinai PL47
katalizing triada formuojancios K**°, R*™® bei R*° aminoriigi&iy lickanos pateiktos rausvai,
violetiniame fone. PL47 sekoje nustatytos konservatyvios (196) aminoriigsciy liekanos
buidingos CAZy PL1 Seimai priskirtoms termoaktyvioms bei termostabilioms pektato liazéms:
AY GY) 1%, v o 192 RIS6 266 316 pateiktos baltai, juodame fone. Identiskos
aminortigStys pabrauktos (*). Konservatyvios aminoriig§¢iy pakaitos pabrauktos (./2).
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PL47 sekoje in silico patikimai identifikuotas konservatyvus '*'Q---F>> pektato
liazés C katalizinis domenas (CAZy PL6 Seimos katalizinis domenas (pfam
00544 (175))). Pastarojo PL47 sekos domeno sekoje identifikuotos tikétinai
hidrolazés katalizine triada formuojancios a.r. (K**°, R**® bei R*®). In silico
atlikus PL47 sekos analize, taip pat identifikuotos konservatyvios Ca*" jonus
koordinuojan¢ios a.r. lickanos (D!, D*** bei D**). Pektato liaziy paralelinés
B-spiralinés erdvinés struktiiros igijima apsprendZiantis motyvas vWiDH —
IWIDH (108, 232, 233), konservatyvus visiems CAZy PL1 Seimos fermentams
(206), nustatytas ir PL47 sekoje “*I---H***. PL47 sekoje taip pat nustatytos
visos konservatyvios a.r., biidingos CAZy PL1 Seimos termoaktyvioms bei
termostabilioms PL (108): A GP, 1%, v T 172 RS P66 pRI6 (13 pav.).
PL47 sekoje in silico patikimai nuspétas ir 'M---A* SP. Identiskas SP nustatytas
PL4 75,1547 s€koje (163, 164). Apskaiciuota sp. PL47 MM siekia 47,3 kDa.

Konservatyvis PL47 sekos domenai bei motyvai rodo, jog Sis fermentas —
nuo Ca*" priklausoma termoaktyvi bei termostabili PL. Atsizvelgus { PL47
sekos panaSuma 1 kity pektinaziy sekas, PL47 galima priskirti CAZy PL1
Seimos, vienijancios skirtingy organizmy PL, 6 poSeimiui (12).

3.3.2. Rekombinantinés PLA7 raiska E. coli ir mieliagrybiuose

sp.PL47 E. coli BL21(DE3) ekspresavo didele iSeiga, ta¢iau baltymas buvo
nustatytas NDS-PAGE tik netirpioje raiSkos kamieno lizato frakcijoje bei
neaktyvus (14 pav.). Atlikus rPL47 raiSkos optimizacija, pasirinkta raiskos
kamieng kultivuoti CASO, 30 °C, indukuojant 0,1 mM IPTG koncentracija
raiSkos kamieno kulttirai pasiekus OTgo 0,5 ir heterologing raiska palaikant
2 val. Kaip jau minéta, agregacija visiSkai slopino rPL47 aktyvuma, taciau

14 pav. Rekombinantinés PL47 (rPL47)
heterologinés  raiSkos  bei  sekrecinés
produkcijos  efektyvumo ir fermentinio
preparato grynumo jvertinimas NDS-PAGE.
Takeliai: 1 — kontrolé (rekombinantinés
Escherichia coli BL21(DE3) lasteliy netirpios
lizato frakcijos baltymai (~50 pg) neindukavus
rPL47 raiskos); 2 — rekombinantinés E. coli
BL21(DE3) lasteliy netirpios lizato frakcijos
baltymai indukavus rPL47 raiska; 3 —
rekombinantinés E. coli BL21(DE3) lasteliy
lizato baltymai indukavus rPL47 raiska taikant
optimizuotas raiSkos salygas; 4 — rPL47
preparatas po gryninimo nikelio giminingumo
| chromatografija; 5 — rPL47 preparatas po
gryninimo jony mainy chromatografija bei dializés prie§ fermentinio preparato bufery;
6 — rPL47 sekretuotos Pichia pastoris SMD1163 preparatas po dializés. M — baltymy
molekuliniy masiy Zymuo PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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NDS-PAGE méginiy uznesimo buferyje naudota NDS koncentracija efektyviai
iStirpdé rPL47 formuojamus agregatus. Nustatyta ~50 kDa PL47 MM atitiko
apskaiCiuota sp.PL47 teoring MM. PL47 (kaip ir PL47gg 1547 (162))
nedemonstravo gebéjimo oligomerizuotis. Dazniausiai PL. yra monomeriniai
fermentai (12, 101, 234, 235, 236), taciau termoaktyviy bei termostabiliy PL
homooligomerizacija yra nustatyta. Thermotoga maritima DSM 3109 PelA
geba tetramerizuotis (118). Rekombinantiniy PL raiSka vykdyta naudojant
E. coli ir Bacillus kamienus, bei mieliagrybius. Bacillus rekombinantiniy PL
raiSka vykdant E. coli BL21(DE3), PL daznai islieka tirpios (53, 236, 237),
nors ne visada (234, 238). Siekiant to iSvengti, rekombinantiniy fermenty
gavimui taikoma ir sekreciné produkcija, vykdoma E. coli kamieny (107, 231,
239). Heterologinei raiSkai pasitelkus Bacillus kamienus, rekombinantinés PL
gautos tirpioje raiskos kamieno lizato frakcijoje arba sekretuotos (39, 240).
PLA47s4, 1547 heterologing raiska vykdant Bacillus subtilis MI112, fermentas
sekretuotas vidutiniska iSeiga (162, 212). Mieliagrybiai taip pat efektyviai
vykdo rekombinantiniy PL sekrecing produkcija (241, 242).

Siekiant uZtikrinti tirpios rPL47 gavima, tikslinis fermentas ekspresuotas
Pichia pastoris SMD1163 bei Kluyveromyces lactis G7799 (15 pav.,
11 lentelé). Mieliagrybiy sekretuotos PL47 MM, ivertinta NDS-PAGE, atitiko
apskaiciuota rekombinantinio fermento masg be nuspétos SP sekos — ~47 kDa.
Kaip tikétasi, sekreciné produkcija, naudojant P. pastoris bei K. lactis,
uztikrino tirpios, stabilios bei nelinkusios agreguoti rPL47 gavima.

rPL47 sekrecinés produkcijos iSeiga priklausé ne tik nuo mieliagrybio
raiskos kamieno, bet ir nuo integracinio konstrukto sekos, tiesiogiai lemiancios
konstrukto integravimosi { mieliagrybiy genoma efektyvuma (11 lentelé).
PL47 sekrecinés produkcijos iSeiga kiekvienu atveju vertinta atsitiktinai
pasirenkant £10 klony, i§ kuriy atrinktas pasizymeje¢s efektyviausia rPL47

kba M 1 2 3 4 i 15 pav. Rekombinantinés PL47 (rPL47)

:fg — sekrecinés produkcijos jvertinimas NDS-PAGE.
Takeliai: 1 — koncentruotas rPL47 (be nuspéto
75 — signalinio peptido (SP) sekos) sekretuotos Pichia
pastoris SMD1163 preparatas; 2 — koncentruotas
50— PL47 (be SP sekos, N-gale Saccharomyces
25 —. cerevisiae o faktoriaus bei keksino proteazes
20 — (Kex2) atpazistama seka) sekretuotos P. pastoris

SMD1163 preparatas; 3 — koncentruotas rPL47 (be
SP sekos, N-gale S. cerevisiae a faktoriaus bei Kex2
atpazistama seka) sekretuotos Kluyveromyces lactis G7799 preparatas; 4 — koncentruotas rPL47
(be SP sekos, N-gale optimizuota S. cerevisiae o faktoriaus bei Kex2 atpazistama scka) sekretuotos
K. lactis G7799 preparatas; 5 — koncentruotas rPL47 (be SP sekos, N-gale optimizuota K. lactis
a faktoriaus bei dubliuota 2xKex2 atpazistama seka) sekretuotos K. lactis G7799 preparatas.
M — baltymy molekuliniy masiy Zymuo Precision Plus Protein™ Dual Color Standart (Bio Rad).
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sekrecija (nepateikti rezultatai). Naudojant P. pastoris SMDI1163, pasickta
apytiksliai dvigubai didesné PL47 sekrecinés produkcijos iSeiga nei su K. lactis
G7799 (11 lentelé). P. pastoris SMD1163 rPL47, kurios seka N-gale papildyta
S. cerevisiae o faktoriaus bei keksino proteazés sekomis, sekretavo ~23 %
efektyviau nei rPL47, kurios seka nebuvo papildyta o faktoriaus seka. rPL47,
papildyta N-gale S. cerevisiae a-faktoriaus bei keksino proteazés sekomis,
P. pastoris SMD1163 sekretavo tris kartus efektyviau nei natyvi PL47,
sekretuota G. thermodenitrificans DSM 101594. Visgi K. lactis G7799 rPL47,

11 lentelé. Rekombinantinés PL47 sekrecinés produkcijos efektyvumas

RaiSkos kamienas Integracinio konstrukto Sekrecinés | Santykiné
sandara produkcijos | sekrecinés
iSeiga*, produkcijos
U/mL iSeiga, %
Geobacillus - 1,27 28,4
thermodenitrificans
DSM 101594
(natyvios PL47
sekrecija)
Pichia pastoris optimizuota PL47 seka be nuspéto | 3,44 76,9
SMD1163 signalinio peptido sekos
optimizuota PL47 seka be nuspéto | 4,47 100

signalinio peptido sekos N-gale
papildyta Saccharomyces
cerevisiae o faktoriaus bei keksino
proteazes (Kex2) atpazistama seka
Kluyveromyces lactis | optimizuota PL47 seka be nuspéto | 2,78 62,2
G7799 signalinio peptido sekos N-gale
papildyta S. cerevisiae

o faktoriaus bei Kex2 atpazistama
seka

optimizuota PL47 seka be nuspéto | 1,21 27
signalinio peptido sekos N-gale
papildyta optimizuota

S. cerevisiae o faktoriaus bei Kex2
atpazjstama seka

optimizuota PL47 seka be nuspéto | 1,14 25,5
signalinio peptido sekos N-gale
papildyta Kluyveromyces lactis

o faktoriaus bei dubliuota 2xKex2

atpazjstama seka

*Sekrecinés produkcijos iSeiga {vertinta visais atvejais kultivuojant 500 mL terpés.
G. thermodenitrificans DSM 101594 kultiiros sekrecinés produkcijos vertinimo momentu sieké
OTg00 0,7 (vélyva eksponentiné kulttiros augimo fazé), mieliagrybiy OTg svyravo 50-60 (vélyva
eksponenting kultiiros augimo faz¢).
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kurios seka N-gale papildyta S. cerevisiae a-faktoriaus bei keksino proteazés
sekomis, sekretavo beveik 12 9% efektyviau nei sekretuota natyvi PL47
(11 lentele). Naudojant ekspresijai standartines salygas, mieliagrybiai rPL47
sekretavo neefektyviai. Bacillus subtilis WSB04-2 bei B. subtilis subsp.
subtilis 168 pektato liaziy PelA sekrecijai taikius Pichia pastoris GS115
rekombinantiniy PL produkcijos iSeigos buvo kartais didesnés nei nustatytos
ivertinus natyviy PelA sekrecija (241, 242). Pektato liaziy sekrecinei produkcijai
naudojant E. coli arba Bacillus kamienus pasiektas rekombinantiniy PL
sekrecijos intensyvumas (236) taip pat reikSmingai virsijo rPL47 sekrecinés
produkcijos intensyvuma. B. subtilis MI112 sekretavo PL47g4, 1547 beveik
penkis kartus intensyviau nei Bacillus sp. TS-47 natyvia PL47g, 1547 (162).

3.3.3. Rekombinantinés PLA7 gryninimas

Taikant optimizuotas heterologinés raiskos salygas, sp.PL47, N-gale papildyta
6HislIn, ekspresuota E. coli BL21(DE3) didele iSeiga, ta¢iau buvo netirpi ir
neaktyvi. Siekiant optimizuoti rPL47 tirpinima, E. coli BL21(DE3) lizato
netirpi frakcija veikta jvairiais tirpinimo agentais: guanidinu, NaCl, komerciniu
inkliuzijos kuneliy tirpdymo reagentu (Thermo Fisher Scientific) (243) ir
karbamidu. rPL47 visiskai iStirpdé¢ 6 ir 8 M karbamido koncentracija, o kiti
agentai buvo mazai efektyviis (nepateikti rezultatai).

rPL47 nustatyta jau tik tirpioje E. coli BL21(DE3) lizato baltymy
frakcijoje po lizavimo ultragarsu i 20 mM TRIS-HCI (pH 7; KT) su 350 mM
NaCl, 10 mM imidazolo bei 6 M karbamido. Gryninimas NiGCh i§ rPL47
preparato leido pasSalinti didZiaja dalj raiSkos kamieno lizato baltymy. I§ dalies
iSgrynintos rPL47 preparata dializuojant pakopomis, kas 2 M mazinant
karbamido koncentracija iki 2 M, naudojant JMCh (20 mM TRIS-HCI (pH 9;
KT)) buferj, rPL47 neprarado tirpumo. Po antrojo gryninimo etapo rPL47
preparatas dializuotas prie§ 20 mM TRIS-HCl (pH 7; 60 °C) su 7 mM
imidazolo buferi. Optimizuojant rPL47 tirpinima, nustatyta minimali 7 mM
imidazolo koncentracija, palaikanti tirpy fermenta ir nekeiCianti aktyvumo
(nepateikti rezultatai). E. coli BL21(DE3) ekspresuotos rPL47 tirpinimo bei
dviejy etapuy gryninimo strategija leido gauti didelio grynumo tikslinio
fermento preparata, nustacius 611,9 U/mg savitojo aktyvumo. rPL47 polinkio
homooligomerizuotis arba agreguoti fermento preparato buferyje nenustatyta
net inkubuojant fermento preparata dvi paras, 4 °C (12 lentelé, 14 pav.).

Rekombinantiniy baltymy geny raiSkai genetiskai optimizuoti mieliagrybiy
kamienai sekretuoja mazai natyviy baltymy, todél sekretuotas rekombinantinis
baltymas gaunamas beveik be priemaisiniy baltymy (182). Daznai P. pastoris
kamieny sekretuoti rekombinantiniai fermentai, patvirtinus jy funkcini grynuma
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12 lentelé. Rekombinantinés PL47, ekspresuotos Escherichia coli BL21(DE3),
gryninimo iSeigos ivertinimas

Suminis Suminé Savitasis v . ..
. ISeiga, | Gryninimo
Gryninimo etapas aktyvumas, | baltymy aktyvumas,
\ % efektyvumas
U* masé, mg | U/mg
Escherichia coli 24083 8581 )8 100
BL21(DE3) lizatas ’
Po nikelio
giminingumo 17960 87,9 204,3 76 7
chromatografijos
Po dializés pries jon
, PRESIOM ) 17803 86,5 2058 74 7
mainy bufer] A
Po jony main
Jont maint 12976 21,5 603.5 54 22
chromatografijos
Po dializés pries
fermento preparato 12789 20,9 611,9 53 22
buferi

*Vienetas U Zymi pektato liazés kieki, katalizuojanti 1 umol redukuojanc¢iy cukry susidaryma
per 1 min taikant 2.17. poskyryje nurodytas fermentinés reakcijos salygas; monogalakturono
rigstis laikyta redukuojanciy cukry standartu.

néra gryninami (181). Efektyvi produkcija gauta P. pastoris SMD1163
sekretuojant rPL47 su N-gale papildytomis S. cerevisiae o faktoriaus bei
keksino proteazés sekomis (13 lentelé). Kaip tikétasi, PL sekreciné produkcija
P. pastoris sekretome uztikrino beveik bepriemaiSini tikslinio fermento
gavima (14, 15 pav.). Funkcinis rPL47, sekretuotos P. pastoris SMD1163,
grynumas buvo patvirtintas pektino zimografija — vienintelé pektinolizinio
aktyvumo zona visiskai atitiko apskaicCiuota teoring sp.PL47 MM (nepateikti
rezultatai). P. pastoris SMD1163 sekretomas dializuotas pries 20 mM TRIS-
HCI (pH 7; 60°C) buferi, neprarandant rPL47 tirpumo, o rPL47 savitasis
aktyvumas sieké 593,4 U/mg (13 lentel¢). Dvi paras inkubuojant 4 °C, rPL47
proteolizinés degradacijos nenustatyta. rPL47, sekretuota P. pastoris,
polinkio homooligomerizuotis nedemonstravo. Sekrecine produkcija gauta
didelio grynumo, nelinkusi agreguoti, be papildomuy nenatyviy polipeptido
sekos fragmenty, tirpi bei aktyvi rPL47.

rPL47 tirpuma uztikrings karbamidas — rekombinantiniy baltymy tirpdymui
tipiskai naudojamas chaotropas (238). Bacillus subtilis RCK ir Phytophtora
capsici rekombinantiniy PL tirpinimui Sarminéje aplinkoje taip pat taikyta
> 2 M karbamido koncentracija (234, 238), o imidazolo chaotropinés savybeés
iSnaudotos grynos rPL47 tirpumo palaikymui. Teigiamas Zemy imidazolo
koncentraciju poveikis nustatytas ir kity gryny rekombinantiniy baltymy
tirpumui (244). E. coli BL21(DE3) ekspresuota rPL47 iSgryninta pasiekiant
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13 lentelé. Rekombinantinés PL47, ekspresuotos Pichia pastoris SMD1163,
sekrecinés produkcijos iSeiga

Suminis Suminé Savitasis .. .
g ISeiga, | Gryninimo
Gryninimo etapas aktyvumas, | baltymy aktyvumas,
. % efektyvumas
U* masé, mg | U/mg
Pichia pastoris
SMD1163 2325 4 581,2 100 -
sekretomas
Po dializés prie$
fermento preparato 2279 3,8 593,4 98 1
buferj

*Vienetas U Zymi pektato liazés kiekj katalizuojanti 1 pmol redukuojanciuy cukry susidaryma
per 1 min taikant nurodytas fermentinés reakcijos salygas; monogalakturono riigstis laikyta
redukuojanciy cukry standartu.

53 % iSeiga, o P. pastoris SMD1163 sekretuota rPL47 su 98 % iseiga. Nors
E. coli BL21(DE3) ekspresuota rPL47 buvo netirpi, ta¢iau gauta 78,9 mg/L
liazés produkcija. Naudojant P. pastoris SMDI1163, rPL47 sekrecinés
produkcijos iSeiga sickia 7,8 mg/L. rPL47 E. coli BL21(DE3) raiskos iSeiga
(mg/L) nesiskiria nuo kity citoplazmoje inkliuzijos kiinelius formavusiy PL
iSeigos (234, 238), o gauta rPL47 sekrecinés produkcijos iSeiga reikSmingai
mazesné nei kity Bacillus PL sekrecinés produkcijos iSeiga, fermenty raiskai
naudojant P. pastoris, E. coli ar Bacillus kamienus (229, 242, 245).

3.3.4. Temperattiros jtaka PL47 aktyvumui ir stabilumui

Vertinant rPL47 aktyvumo priklausomybg nuo temperatiiros, esant pH 7 ir
pH 8, substratais naudojant PGA ir pekting, gautos panasaus profilio
priklausomybg atspindincios kreivés (16 pav.). rPL47 skaidé PGA bei pekting
20-80 °C. Abiejy substraty atzvilgiu didziausias rPL47 aktyvumas buvo 60°C.
Nustatytas identiSkas rPL47 fermentinio aktyvumo priklausomybés nuo
temperatiros optimumas esant pH 7 ir pH 8. Pektato liaz¢ pH 7 demonstravo
efektyvy PGA skaidymo aktyvuma (ne maziau 40 % aktyvumo optimaliomis

santykinis aktyvumas, %
santykinis aktyvumas, %

o 1 ) 0 0 s0 &0 70 0 s o 10 20 30 a0 50 0 70 I 0w
temperatira, °C temperatira, °C

16 pav. Temperatiros 10-90 °C jtaka rekombinantinés PL47 PGA (kair¢je) ir pektino
(desingje) skaidymo aktyvumui. 100 % savitasis fermentinis aktyvumas — 611,9 + 0,012 U/mg.

83



salygomis) 30-70 °C temperatiiry intervale, o pH 8 fermento efektyvaus
aktyvumo intervalas 30-60 °C. Efektyvus rPL47 pektinolizinis aktyvumas,
esant pH 7, nustatytas 30-60 °C, o pH 8 — 40-60 °C. sp.PL47, gautos déka
sekrecinés produkcijos 1§ P. pastoris SMD1163, PGA skaidymo bei
pektinolizinio aktyvumy priklausomybé nuo temperatiiros reikSmingai
nesiskyré (nepateikti rezultatai) lyginant su aptarta temperatiiros itaka pssp.
PL47 aktyvumui (16 pav.).

rPL47 termostabilumo ivertinimo rezultatai rodo, jog fermento sekos
papildymas 6HisIn seka reikSmingai mazina tirtos PL termostabiluma.
Inkubavus 60 min. 60 °C yy5.sp. PL47 prarado daugiau nei 40 % PGA skaidymo
intensyvumo, o po inkubavimo 60 min. 90 °C visiskai prarado aktyvuma
(17 pav.).

rPL47 demonstravo maksimaly aktyvuma 10 °C maZesnéje temperatiiroje
nei natyvios ar rekombinantinés PL47g, 1547 temperatiirinis optimumas — 70°C
(162). Sj skirtuma, tikétina, 1émé viena a.r. (30 pozicijoje PL47 sutinkamas
argininas, PL47g, 1547 — histidinas (163)) besiskirian¢ios PL sekos. Visgi yra
zinoma, kai Bacillus sp. rekombinantinés

pektinazés temperatiirinis

neil
(229).

optimumas  Zemesnis

120

I natyvaus fermento
Kitos Bacillus spp. PL,
" | homologiskos PL47, irgi
aktyviausios 50-70 °C (168).
itaka PL47
atspindincios

©
S

Temperaturos

2

aktyvumui
taip pat budingos
PL47g, 1547 bel termoaktyviy
Bacillus subtilis WSHB04-02
ir Bacillus tequilensis SVI11
pektato
priklausomybés nuo tempera-

kreives

40

likutinis aktyvumas, %

20 ]

liaziy  aktyvumo

50 60 70 80 90
temperatira, °C

—*+= PL47 su HIS inkaru —® PLA47 be HIS inkaro

—*— PL47 sekretuota Pichia pastoris SMD1163
—<— PL47 imobilizuota ant S-b EC-HA/M

—— PLA7 imobilizuota ant 5-b EC-EP/M

—o— PL47 imobilizuota ant Ca-algin

turos kreivéms (106, 107, 163).
rPL47 pH 7 demonstravo
vieng placiausiy efektyvaus

aktyvumo intervaly (30-70 °C),

17 pav. Temperatiros itaka rekombinantinés PL47
kada nors nustatyty tarp PL

stabilumui bei histidino giminingumo inkaro ir
imobilizavimo jtaka liazés termostabilumui.

100 % likutinis PGA skaidymo aktyvumas — 611,9 +
0,012 U/mg. Santrumpos: S-b EC-HA/M — Sepabeads
EC-HA/M nesiklis, S-b EC-EP/M — Sepabeads
EC-EP/M nesiklis, Ca-algin — kalcio alginatas.
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subtilis TCCC11286 pektato liazé Apel (106) bei B. tequilensis SV11 pektato
liazé (107). Natyvios ar rekombinantinés i§ PL4 75, 1547 efektyvus aktyvumas
nustatytas tik 60-75 °C (163). Dauguma tirty Bacillus PL demonstruoja
efektyvy aktyvuma temperatiiry intervale, nevirsijanc¢iame 20 °C (162, 168).

PL47 termostabilumo {vertinimo rezultatai leidzia teigti, jog N-galiné
6HisIn seka kei¢ia PL47 erdving struktiira — Sia seka paSalinus, sp.PL47 in
vitro demonstravo G. thermodenitrificans DSM 101594 augimo temperatiira
atspindinti termostabiluma (246). Fermenty charakteristikas in vitro iskreipianti
6HisIn sekos jtaka néra daznai nustatoma charakterizuojant rekombinantines
pektinazés (219, 237), taCiau yra zinoma (247). rPL47 termostabilumo
ivertinimas kartu netiesiogiai patvirtino, jog fermento heterologinés raiskos
E. coli bei tirpumo regeneravimo strategijos lémé tinkamas salygas sp.PL47
erdvinés struktiiros igijimui, ka netiesiogiai patvirtina beveik identiskas ps_sp-
PL47 ir pPL47, gautos sekrecine produkcija i§ P. pastoris SMDI1163,
termostabilumas. Nustatytas rPL47 termostabilumas reikSmingai didesnis nei
natyvios ar rekombinantinés PL47p, 1547 (162, 163). Natyvi PL47g, 1547
iSliko stabili inkubuojant 30 min., 40-60 °C, su 50 pg/mL BSA, taciau
demonstravo tik ~85 % likutinio aktyvumo veikus 70 °C bei visiskai prarado
aktyvuma po 30 min. inkubavimo 80 °C, o rekombinantinés PL47g, 1547
termostabilumas buvo tik nezymiai mazesnis nei natyvios (162, 163). PL47
termostabilumas reikSmingai didesnis nei mezofiliniy Bacillus spp. ne
termoaktyviy PL (5), bei virSija ir visy nuosaikiy termofiliniy Bacillus spp.
charakterizuoty termoaktyviy PL termostabiluma (63). sp.PL47 iSties iSsiskiria
termostabilumu — ji net termostabilesné uz Bacillus sp. RN1 PelSWU pektato
liazg, aprasyta termoaktyviausia (temperatiiriniam optimumui siekiant 90 °C)
Bacillus genties pektinaze (200). Pastaroji liazé prarado aktyvuma po 60 min.
inkubavimo 80 °C, kai rPL47 identiSkomis salygomis demonstravo 90 %
virSijant] likutini PGA skaidymo intensyvuma. Visgi PL47 maziau
termostabili nei pektato liazés i§ hipertermofiliniy bakteriju. Thermotoga
maritima DSM 3109 demonstravusios temperatiiros optimuma PelA pektato
liazes 90°C ty, (95 °C) sieké 120 min. (118).

3.3.5. pH itaka PL47 aktyvumui ir stabilumui

rPL47 PGA skaid¢ pH 4-9 intervale, o liazés pektinolizinis aktyvumas
nustatytas pH 6-9 (18 pav.). Didziausias liazés PGA skaidymo intensyvumas
nustatytas pH 7, o pektinolizinio aktyvumo maksimumas gautas pH 8.
Charakterizuojama pektato liazé taikyty substraty atzvilgiu demonstravo
efektyvy aktyvuma (ne maziau 40 % aktyvumo optimaliomis salygomis)
pH 7-8 intervale. 6HislIn seka sp.PL47 aktyvumo priklausomybés nuo pH
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nekeité, nes s.sp.PL47 PGA skaidymo bei pektinolizinio aktyvumy
priklausomybé nuo pH nepakito (nepateikti rezultatai).

Ivertinus rPL47 stabiluma pH 4-9 inkubuojant 60 min. 60 °C, nustatyta,
jog wis.sp-PL47 buvo stabili pH 4-9, o ys:sp.PL47 — tik pH 6-7 (19 pav.).
Esant optimaliam PL47 PGA skaidymo aktyvumui pH 7, paSalinus 6Hisln,
nustatytas fermento likutinis aktyvumas sieké 99,35 %. yis.sp.PL47 stabilumas
rigstingje ar Sarmingje aplinkoje reikSmingai nesiskyré, o iys+sp.PL47 buvo
stabilesné rugstinéje pH intervalo srityje.

1 |
100 —+— 50 mM Na-acetatas 100
=== 50 mM MES-NaOH
=+ 50 mM TRIS-HCI

80 = 50 mM NaOH-glicinas 80

=+= 50 mM Na-acetatas
= 50 mM MES-NaOH
—*= 50 mM TRIS-HCI

=#= 50 mM NaOH-glicinas

60

40

santykinis aktyvumas, %
santykinis aktyvumas, %

18 pav. pH 4-10 ijtaka rekombinantinés PL47 PGA (kair¢je) bei pektino (deSin¢je) skaidymo
aktyvumui. 100 % savitasis fermentinis aktyvumas — 611,9 = 0,012U/mg.

Natyvi PL47gg, 1547 demonstravo
PGA skaidymo optimuma pH 8
(162), o rPL47 PGA skaidymo
optimumas nustatytas pH 7, o
abieju fermenty pektino skaidymo
" maksimumas nustatytas pH 8.

. Taigi tirtai PL47 ir PL47gg, rs47
) o b7 5 budingas identiSkas pH  7-8

likutinis aktyvumas, %

0 intervalas, kuriame  fermentai
pH

demonstravo efektyvy aktyvuma

19 pav. pH 4-9 jtaka rekombinantinés PL47 su (162). Dazniausiai Bacillus spp. PL
bei be histidino giminingumo inkaro stabilumui.
Likutinis PL47 be histidino giminingumo inkaro
PGA skaidymo aktyvumas veikus pH 7 sickia (56, 77, 101), taciau Siy bakterijy

99,35 %~ 607.9 + 0,011U/mg. PL, aktyvios labiau Sarminiame pH

intervale, taip pat néra retos (97, 248), o tirta PL47, kurios pH optimumas

artimas PL47g, 1547 (162) bei Bacillus subtilis B66 Pel-66 (56), issiskiria, nes

iSlieka aktyviausia esant neutraliai/silpnai Sarminei aplinkai. AprasSytos

Streptomyces bei Clostridium genciu PL, aktyviausios ragstinéje aplinkoje,

néra budingos Bacillus ar Geobacillus (249, 250). Kaip budinga Bacillus
86
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pektato liazéms (77, 105), rPL47 iSliko efektyviai aktyvi siauro pH intervalo
atzvilgiu. sp.PL47 pH itakos stabilumui jvertinimo rezultatai leidzia teigti, jog
N-galin¢ 6HisIn seka keic¢ia PL47 erdving struktiira. y5:sp. PL47 buvo stabili
tik pH 6-7, tuo tarpu yy5.5p.PL47 stabilumas nustatytas pH 4-9 intervale.

Aprasytoms Bacillus spp. PL biidingas iSreikstas pH stabilumas placiame
pH intervale (53, 166). Kaip minéta, dauguma Bacillus PL aktyviausios
Sarmin¢je aplinkoje (233), taCiau pastaryjy pektinaziy makromolekulés
iSlieka stabilios veikiant neutraliu ar silpnai rtgstiniu pH (53). Pastaruosius
apibendrinimus rPL47 demonstruotas stabilumas atitiko, kai fermentas
analizuotas pasalinus 6HisIn, priesingu atveju, rPL47 isliko stabili siaurame
pH intervale, atitinkanciame fermento pH optimuma. ;s sp.PL47 demonstravo
tolydy stabiluma pH 4-9. Pastaroji charakteristika taip pat btidinga natyviai
PLA47gs1s47 (162), taciau néra tipiska charakterizuotoms Bacillus pektato
liazéms (53, 233).

3.3.6. Metaly jony ir reagenty jtaka PL47 aktyvumui

Metaly jonuy itakos pisisp.PL47 aktyvumui jvertinimo rezultatai pateikti
14 lenteléje. Vienvalen¢iy metaly K, Na’ ir Li" jonu 1 mM ir 50 mM
koncentracija PL47 PGA skaidymo aktyvumo statistiSkai reikSmingai
nekeité, o dvivalen¢iy metaly Ca’" ir Mg”" jony 1 mM koncentracija
reikSmingai didino PL47 aktyvuma, atitinkamai beveik 190 % ir ~11 %.
Padidintos iki 10 mM Ca®* koncentracijos poveikis tirtos PL aktyvumui buvo
priesingas — nustatytas ~11 % fermento aktyvumo sumazéjimas.

Kiti metaly jonai, kuriy itaka PL47 PGA skaidymo aktyvumui buvo
ivertinta, pasizyméjo slopinan¢iu poveikiu. 1 mM Mn*", Co®*, Ni*", Cu®" ir
Sn”" koncentracija pektinazés aktyvuma slopino 20-35 %, o 1 mM Ba®™" bei
Fe’" koncentracija charakterizuotos liazés aktyvuma slopino apytiksliai dviem
tre¢daliais. rPL47 aktyvuma labiausiai slopino Zn*" — esant 1 mM Zn**
koncentracijai PL47 aktyvumas sieké tik ~11 % PGA skaidymo aktyvumo.

Pasirinkty metaly jony jtaka rPL47 aktyvumui pana$i nustatytai apraSant
PL4 754 1547. Siy pektato liaziy aktyvuma iSreikstai slopino Ba®' ir Zn* jonai,
o Mn”" bei Cu®" turéjo maZesni slopinanti efekta. Na ir K* jonai nekeité $iy
fermenty PGA skaidymo aktyvumo. Ni*" bei Co®" jonai, mazing PL47
aktyvuma ~20 %, nekeité natyvios PL47gg, 1547 aktyvumo. Bioinformatiné
analizé parode, jog PL47 makromolekulé koordinuoja kalcio katijona, ir tai
patvirtino 1 mM Ca”*" koncentracija, beveik du kartus didinusi rPL47 PGA
skaidymo aktyvuma. Iki 10 mM padidinta Ca”" koncentracija, kaip biidinga
nuo kalcio jony priklausomoms PL (101), slopino fermento aktyvuma. Tipiniu
atveju Ca’" koncentracija, uztikrinanti maksimaly PL aktyvuma, svyruoja
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tarp 0,4-1(2) mM (101, 118). Vertinant kalcio jony itaka PL aktyvumui visais
atvejais stebima, jog Sie katijonai liaziy aktyvuma didina (236). Visgi
skirtingy PL aktyvuma kalcio jonai veikia nevienodai. B. tequilensis SV11
pektato liazés aktyvuma 1 mM Ca®* padidino ~15 % (107), kai 0,5 mM Ca**
koncentracija Paenibacillus sp. 0602 PeIN pektato liazés aktyvuma padidino
daugiau nei septynis kartus (236).

14 lentelé. Metaly jony jtaka rekombinantinés PL47 PGA skaidymo aktyvumui

Metalo druska Koncentracija Santykinis aktyvumas, %
Kontrolé - 100*
LiCl 1 mM 105,93 + 0,14
NaCl 101,08 £ 0,35
50 mM 99,66 + 0,72
MgCl, I mM 111,42 +£0,90
KCl 99,61 + 0,67
50 mM 99,75+ 1,29
CaCl, 1 mM 287,67 +1,38
10 mM 82,14+ 2,55
MnCl, I mM 76,02 + 1,43
FeCl; 32,88 + 3,06
CoCl, 87,50 £2,44
NiCl, 80,78 £ 0,99
CuCl, 64,09 + 1,19
ZnCl, 10,35+ 1,63
SnCl, 78,00 + 3,42
BaCl, 36,16 + 1,81

*100 % savitasis fermentinis aktyvumas optimaliomis PL47 aktyvumui salygomis
—-611,9+ 0,012 U/mg.

Reduktoriy, chaotropiky, detergenty bei tirpikliy itakos ys.sp.PL47 PGA
skaidymo aktyvumui jvertinimo rezultatai pateikti 15 lentel¢je. Reduktoriy
DTT, TCEP bei B-ME 1 mM koncentracija rPL47 aktyvumo nekeité. 100 mM
karbamido bei 1 mM guanidino-HCI ~10 % slopino PL47 aktyvuma. Visgi,
taikius 4 M karbamido koncentracija, rPL47 prarado daugiau nei 60 %
aktyvumo. 0,1 ir 1 % (masé/tiris) NDS koncentracija tiriama liazg visiskai
inaktyvavo. Taikytos 0,1 ir 1 % (turis/turis) detergenty Triton X-100 ir Triton
X-305 koncentracijos slopino PL47 aktyvuma. Tween detergenty 1 %
(tiris/tiiris) koncentracijos poveikis PL47 buvo gana panasSus — slopinimo
efektas sieké 20-30 %, o taikius 0,1 % (tiiris/turis) Tween detergentus, PL47
aktyvumas priklausé nuo Tween tipo: Tween 20 bei 40 aktyvino PL47 ~20 %,
o Tween 60 bei 80 statistiSkai reikSmingos itakos PL47 aktyvumui neturéjo.
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15 lentelé. Reagenty jtaka rekombinantinés PL47 PGA skaidymo aktyvumui

Reagentas Koncentracija Santykinis aktyvumas, %
Kontrolé - 100*
Ditiotreitolis 1 mM 100,22 +£1,02
Tris(2-karboksietil)fosfinas 99,76 + 0,67
p-merkaptoetanolis 99,52+ 2,11
Karbamidas 0,1 M 89,17 £ 1,30
4 M 32,04 £4,25
Guanidino HCI 1 mM 90,83 +£ 0,74
NDS 0,1% ND**
1%
DMSO 0,1 % 106,52 +£1,85
1% 114,37 £2,01
Metanolis 99,70 + 0,37
5% 97,11 £ 0,84
Etanolis 1% 100,25 + 0,59
5% 93,58 £1,23
Etilenglikolis 0,1 % 99,09 + 2,40
1% 101,43 £ 4,86
Glicerolis 0,1 % 105,66 = 1,35
1% 103,74 £ 1,63
Triton X-100 0,1% 92,53 £ 1,26
1% 87,12 +£ 3,56
Triton X-305 0,1 % 65,78 £3,12
1% 48,64 £2.33
Tween 20 0,1 % 114,98 £ 4,34
1% 82,47 + 3,59
Tween 40 0,1 % 120,88 + 3,21
1% 73,73 £ 2,60
Tween 60 0,1 % 98,39 + 2,86
1% 70,42 £ 2,19
Tween 80 0,1 % 96,87 +£ 2,07
1% 69,50 + 2,61
Brij 35 1 mM 97,49 £ 1,94
Brij 58 93,61 +2,73

*100 % savitasis fermentinis aktyvumas optimaliomis PL47 aktyvumui salygomis — 611,9 +

0,012 U/mg; **ND — nedetektuotas PGA skaidymo aktyvumas.

1 mM Brij 35 ir Brij 58 koncentracija nezZymiai slopino rPL47 aktyvuma. Net
padidintos tirpikliy koncentracijos rPL47 aktyvumo beveik nekeité. 0,1 % ir
1 % (taris/turis) DMSO koncentracijos tiriama PL aktyvino atitinkamai ~5 %
ir ~15 %. Glicerolio 0,1 % (tris/turis) koncentracija tiriamos liazés aktyvuma
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didino beveik 5 %, o padidinta iki 1 % (tiiris/turis) glicerolio koncentracija
PL47 PGA skaidymo aktyvuma didino vos 3 %.

Daznai biotechnologiniuose procesuose taikomuy reagenty jtaka apraSyty
PL aktyvumui tirta fragmentiskai. B. tequilensis SV11 pektato liazg B-ME
slopino (107). Pastaraja pektato liaz¢ bei Pel168 (PelA) i§ B. subtilis subsp.
subtilis 168 visiskai inaktyvavo taikytos NDS koncentracijos (231). 0,5 %
(tris/turis) Tween 80 koncentracija Pell68 aktyvuma didino ~7 %, o
identiSka DMSO koncentracija minétos PL aktyvuma didino ketvirtadaliu
(232). Statistiskai reikSmingos metanolio, etanolio bei izopropanolio itakos
B. subtilis subsp. subtilis 168 Pel168 (PelA) aktyvumui nenustatyta (231).
Taikius 0,5 % (turis/turis) detergenty (Triton X-100 ir Tween 20)
koncentracijos jtakos Paenibacillus sp. 0602 PeIN pektato liazei nenustatyta
(236). Tirtos PL47 biotechnologinio pritaikymo galimybes pazymi aukStas
PLA47 aktyvumas veikiant tirpikliais bei detergentais.

3.3.7. PLA7 aktyvumas ir substratinis savitumas

rPL47 pektato liaz¢ skaidée PGA, pekting bei OI pekting (16 lentele), t.y. PS,
kuriy polimerinei sandarai budingos a-1,4-glikozidinés jungtys. Tirtas fermentas
optimaliomis aktyvumui salygomis (ir net fermenting reakcija inkubuojant iki
960 min.) neskaidé karboksimetilceliuliozés, natrio alginato ar ksilano
(nepateikti rezultatai). Pazymétina, jog substratu naudojant OI pektino preparata,
nepaveikta lakaze, PL47 aktyvumo nedemonstravo (nepateikti rezultatai).
Optimaliomis fermentinés reakcijos salygomis ys:sp.PL47 efektyviausiai
skaidé PGA, o Sio fermento pektinolizinis aktyvumas substratais naudojant
pekting bei Ol pekting buvo reik§mingai maZesnis, atitinkamai ~35 % bei ~65 %.
Tris kartus prailginus fermenting reakcija (960 min.), optimaliomis salygomis
mis+sp.PL47 demonstravo ~18 % didesni PGA skaidymo intensyvuma.
ReikSmingai prailginus fermentiniy reakcijy inkubavima ys.sp.PL47 taip pat
demonstravo pektinolizinio aktyvumo padidé¢jima substratais naudojant
pekting bei OI pekting, atitinkamai ~17 % ir ~16 %, lyginant su fermento
PGA skaidymu reakcija inkubavus 240 min. Nustatytas aukStas PL47
aktyvumas, prailginus fermenting reakcija, netiesiogiai patvirtina, jog
substratais naudoti PS reik§Smingai didino PL47 termostabiluma.

Trombino katalizuojama proteolize paSalinus 6Hisln, jvertintas rPL47
substratinis savitumas ir aktyvumas (16 lentel¢). ys.sp.PL47 demonstravo
nezymiai didesni aktyvuma visy substraty atzvilgiu. Optimaliomis salygomis,
nepriklausomai nuo fermentinés reakcijos laiko, s5.sp. PL47 PGA, pektino ir
OI pektino preparato skaidymo aktyvumas padidéjo 3-5 %. Taigi yis.sp.PL47
PGA skaidymo bei pektinolizinio aktyvumo skirtumas reik§mingai nepakito:
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16 lentelé. Rekombinantinés PL47 substratinis savitumas

Santykinis aktyvumas, %

obuoliy
iSspaudy
pektino
preparatas

240 960 (240 (960 |240 960
min. [min. |(min. |min. |min. min.

neimobilizuota |100* [118 (65,5 |82 34,1 50,2
PL47

PL47 61,6 |76,4 |ND** |10 30,6 38,8
imobilizuota
ant Sepabeads
PL47 su EC-HA/M
histidino PL47 73,6 (87,7 |IND [18,4 (33,2 40,7
giminingumo |imobilizuota
PL47 inkaru ant Sepabeads
ekspresuota EC-EP/M
chsﬁhe”Chla PL47 552 (692 |ND (6,2 16,9 |28
imobilizuota
BL21(DE3) ant kalcio
alginato
neimobilizuota {103,7 [122,1 |68 (87,7 (40,6  [43,1
PL47be  |PL47

PGA pektinas

histidino
giminingumo
inkaro
PL47 neimobilizuota {104 [122,5 |67,9 (80,9 |-*** -
sekretuota PL47
Pichia
pastoris
SMD1163
*100 % savitasis fermentinis aktyvumas optimaliomis PL47 aktyvumui salygomis — 611,9 +
0,012U/mg; **ND — nedetektuotas ir *** “— — nevertintas fermentinis aktyvumas.

urs-sp-PL47 pektinolizinis aktyvumas, skaidant pekting ir OI pektino preparata,
atitinkamai ~35 % bei ~57 %, mazesnis nei fermentui skaidant PGA.
Sekrecine produkcija i§ P. pastoris SMD1163 gautos sp.PL47 substratinis
savitumas identiSkas ps.sp.PL47 substratiniam savitumui, kaip ir abieju
fermenty PGA bei pektino skaidymo aktyvumai taip pat beveik identiski.
Plonasluoksne chromatografija iSskirsc¢ius PGA, pektino bei OI pektino
preparato skaidymo PL47 reakciju miSinius, jvertinti gauti OS (20 pav.).
Taikius PGA liazés aktyvumui optimalias salygas, pis+sp.PL47 minétus
substratus skaid¢ iki digalakturono riigsties, taciau susidarant ir trigalakturono
rigsciai bei ilgesniems ir skirtingo grandinés ilgio OS. ys.sp.PL47 bei sp.PL47,
gautos sekrecine produkcija i§ P. pastoris SMD1163, PGA ir pektino skaidymo
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G1 G2 G3 1 2 3 4 5 6 7 8 G1 9 10 11 12 13 14 15 16

20 pav. Rekombinantinés PL47 polisacharidy skaidymo produkty oligosacharidinés grandinés
ilgio jvertinimas plonasluoksne chromatografija. Takeliai (uznesta 5 pL méginio): 1,3,11 —
PGA*; 2 — PGA skaidymo neimobilizuota PL47 produktai; 4 — PGA skaidymo neimobilizuota
PL47 produktai, fermentinei reakcijai taikius 3 pg rekombinantinés PL47, pH 7, reakcija
inkubavus 240 min., esant 30 °C; 9 — PGA skaidymo neimobilizuota PL47 produktai,
fermentinei reakcijai taikius 3 pg rekombinantinés PL47, pH 9, reakcija inkubavus 240 min.,
esant 50 °C; 10 — PGA skaidymo neimobilizuota PL47 produktai, fermentinei reakcijai taikius
3 pg rekombinantinés PL47, pH 6, reakcija inkubavus 240 min., esant 50 °C; 5, 7 — pektinas;
6 — pektino skaidymo neimobilizuota PL47 produktai; 8 — pektino skaidymo neimobilizuota
PL47 produktai, fermentinei reakcijai taikius 3 pg rekombinantinés PL47, pH 9, reakcija
inkubavus 240 min., esant 40 °C; 12 — obuoliy i$spaudy pektino preparatas; 13 — obuoliy
iSspaudy pektino preparato skaidymo neimobilizuota PL47 produktai; 14 — obuoliy iSspaudy
pektino preparato skaidymo ant kalcio alginato imobilizuota PL47 produktai; 15 — obuoliy
iSspaudy pektino preparato skaidymo ant Sepabeads EC-EP/M imobilizuota PL47 produktai;
16 — obuoliy i$spauduy pektino preparato skaidymo ant Sepabeads EC-HA/M imobilizuota
PL47 produktaii M — sacharidy miSinys (kiekvieno koncentracija 10 mg/mL):
G1 — galakturono riigstis, G2 — digalakturono riigstis, G3 — trigalakturono riigstis.

*kiekvieno substrato kontrolés koncentracija 10 mg/mL.

reakcijy produkty ilgio ir jvairovés nustatymo rezultatai identiSki, gautiems
charakterizuojant yy5.sp.PL47.

Vertinant PL47 biotechnologinio taikymo galimybes buvo atliktas pirminis
pektato liazés aktyvumo moduliavimas, kuriuo siekta nustatyti, ar ys.sp.PL47
neoptimaliomis fermentinés reakcijos salygomis geba skaidyti PGA, pektina
ar OI pektino preparata iki ilgos grandinés OS. Sudarant neoptimalias PL47
pektinoliziniam aktyvumui salygas, kartu sumazinant fermento kiekj
reakcijoje ir/ar reakcija inkubuojant trumpiau nei 240 min., gauty pektino OS
vairove bei ilgis nesiskyré nuo nustatyty OS, kuomet PL47 skaidé substratus
optimaliomis salygomis (nepateikti rezultatai). Visgi neoptimaliomis
salygomis pssp.PL47 skaidé PGA iki ilgesnés nei trigalakturono riigsties
grandinés OS, kai naudotas sumazintas rPL47 kiekis (<4 ng), inkubuota 240
min., palaikant 40-60 °C ir pH 5-6 ar pH >8. Visgi pazymétina, jog rigstinéje
aplinkoje PL47 PGA skaid¢ { ilgesnius OS.

PL47 aktyvumo bei substratinio savitumo jvertinimo rezultatai patvirtino
Sio fermento in silico priskyrima pektato liazéms. PL47 skaidé PGA
a-1,4-glikozidines jungtis B-eliminacijos mechanizmu, suformuojant
oligogalakturonida, kurio neredukuojancio galo atzvilgiu susidaro 4,5-nesocioji
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jungtis. PL47, veikdama kaip endopoligalakturonato transeliminazé, skaido
PGA granding atsitiktinai a-1,4-glikozidiniy jungciy atzvilgiu. Tirtos PL
geb¢jima katalizuoti B-eliminacijos reakcija patvirtino galimybé detektuoti
PGA OS vertinant sugerties padid¢jima bangos ilgiui esant 235 nm.
Detektuoti ilgesni nei digalakturono riigSties grandinés pektino OS patvirtino
PLA47 priskirtinuma endopoligalakturonato transeliminazéms. Tipiniu atveju
egzo- bei endogalakturonato transeliminaziy katalizuojamy PGA ar pektino
skaidymo reakcijuy galutinis produktas yra digalakturono ruigstis (56, 63),
taCiau bakteriju egzo- bei endogalakturonato transeliminazés, skaidancios
PGA ar pekting iki trigalakturonato, irgi yra zinomos (118, 237). Tik viena
ar. nuo PL47 besiskirianti PL4754, 1547 — taip pat endopoligalakturonato
transeliminazé, substratus skaidanti iki digalakturono riigsties (234).

Pektato liaziy aktyvumas atvirk$c¢iai proporcingas substrato metilinimo
laipsniui (104, 236). Tipiskai pektato liazéms rPL47 efektyviausiai skaidé
nemetilinta PGA, o pekting bei OI pektino preparata skaidé nevienodai
intensyviai, tikétina, dél skirtingo minéty substraty metilinimo laipsnio. PL
neskaido pektino, jei jo metilinimo laipsnis ~90 %, o metilinimo laipsniui
svyruojant tarp 30-50 %, nustatomas reik§mingai mazesnis, lyginant su PGA
skaidymo, PL aktyvumas (63). Pektina, kurio metilinimo laipsnis nevir$ija
20 %, bei PGA daZnai PL skaido vienodai intensyviai (236). PL47gg, 1547
biidingas neisreikstas protopektinazinis aktyvumas, uztikrinantis vandenyje
tirpiy pektino fragmenty susidaryma i§ netirpaus pektino (162), taciau tiriant
PL47 aktyvuma protopektinazinio aktyvumo patvirtinti nepavyko, nes organiniy
tirpikliy pédsakai, likg¢ atskyrus OI pektino preparato protopekting (netirpi
frakcija) nuo tirpios pektino frakcijos, visiSkai slopino PL47 aktyvuma.
Mineéty frakcijy atskyrimo optimizavimas, siekiant sumazinti likusiy tirpikliy
koncentracijas, nebuvo s¢kmingas (nepateikti rezultatai). Visgi PL47
protopektinazinis aktyvumas islieka pagristai tikétinu. PL protopektinazinis
aktyvumas néra tipiskas, bet nustatytas tiriant Bacillus spp. pektato liazes
(9, 251). PL47 aktyvuma taip pat iSreikStai slopino augalinés kilmes
polifenoliai — liaz¢ skaidé tik lakaze veikta OI pektino preparata. Polifenoliy
Salinimas 1§ gamtinés zaliavos, siekiant pektinaziy déka i§ pektino gauti OS,
yra tipiSka zaliavos ruo$imo biitinybé (252).

6HisIn, kurio seka klonuojant papildyta rPL47 seka, neZymiai slopino
liazés aktyvuma bei nekeité substratinio savitumo. Trombino katalizuojama
proteolize paSalinus 6HisIn, rPL47, tikétina, gebéjo igyti erdving struktiira,
artima/identiska natyviai, nes s.sp.PL47 aktyvumas buvo beveik identiskas
PL47, gautos sekrecine produkcija i§ P. pastoris SMD1163, aktyvumui.
Heterologinei raiskai P. pastoris SMD1163 PL47 seka nebuvo papildyta
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giminingumo inkary sekomis. Nustatytas ps.sp.PL47 bei PL47, gautos
sekrecine produkcija i§ P. pastoris SMD1163, aktyvumo bei substratinio
savitumo tapatumas netiesiogiai patvirtino, jog rPL47 heterologiné raiska
E. coli BL21(DE3) ar P. pastoris SMD1163 uztikrina rekombinantinio
fermento tapaty erdvini susilankstyma. PL47g, 1547 klonuota nepapildant
giminingumo inkary sekomis ir heterologiné raiska vykdyta Bacillus subtilis
MI112 (162, 172). rPL47gg, 1547 charakteristikos buvo identiSkos nustatytoms
charakterizuojant natyvy fermenta (163).

PL47 — nuo kalcio jony priklausoma PL, tac¢iau fermentas demonstravo
aktyvuma fermentiniy reakcijy nepapildzius kalcio jonais. Visgi PL47 buvo
beveik du kartus aktyvesné naudojant 1 mM Ca®" koncentracija, taigi in silico
patikimai nuspéta liazés saveika su kalcio jonais patvirtinta. PL47 saveikos su
kalcio jonais svarba fermento kataliziniam aktyvumui taip pat netiesiogiai
patvirtinta nustacius, jog auks$ta Ca>" koncentracija (10 mM) PL47 aktyvuma
slopina. Kaip budinga metalo fermentams (104), Mg”" i§ dalies gebéjo katalizinio
tipo saveikoje PL47 makromolekuléje pakeisti Ca®". Kalcio jonai daZniausiai
reik§mingai didina PL aktyvuma. Visgi daugelis PL in vitro demonstruoja
katalizinj aktyvuma fermentiniy reakciju nepapildzius Ca*" tuo atveju, jei
fermentas nebuvo veiktas EDTA ar kitais chelatoriais (101, 235, 252). Kaip
jau minéta, natyvios PL47p, 1547 aktyvuma Ca*’ reikSmingai didino, taciau
natyvi ar rekombinantiné PL47gy, 1547 demonstravo katalizini aktyvuma
fermentiniy reakciju nepapildant Zemomis kalcio jony koncentracijomis (162).

Pirminis rPL47 aktyvumo moduliavimo jvertinimas patvirtino prielaida,
jog tikslingai optimizavus fermentinés reakcijos salygas PL47 substratus gali
skaidyti iki ilgos grandinés OS. Pastarieji rezultatai pazymi fermento
biotechnologinio taikymo galimybes. PL47 yra endoliaz¢, todél pradiniais
fermentinés reakcijos etapais, kaip endogalakturonato transeliminazes (104),
PGA ar pekting skaido atsitiktinai iki skirtingo grandinés ilgio OS.
Moduliuojant PL47 aktyvuma, tolesnis ilgos grandinés OS skaidymas iki
digalakturono rugsties 1§ dalies sékmingai ribotas. Charakterizuoty pektato
liaziy aktyvumo moduliavimo galimybés anksciau tikslingai nebuvo vertintos.

3.3.8. Imobilizavimo jtaka PLA7 aktyvumui ir stabilumui

Siekiant charakterizuoti PL47 biotechnologinio taikymo galimybes, jvertinta
imobilizavimo jtaka pektato liazés aktyvumui ir substratiniam savitumui bei
termostabilumui. Anksc¢iau Geobacillus spp. pektato liazés nebuvo
imobilizuotos.

Ant pasirinkty neSikliy imobilizuotos ps.sp.PL47 aktyvumas bei
substratinis savitumas pakito (16 lentel¢). Imobilizuota PL47 neskaidé
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pektino net fermenting reakcija prailginus iki 960 min., o optimaliomis PL47
aktyvumui salygomis liazé PGA bei OI pektino preparata skaidé iprastai, iki
digalakturono rtigsties (20 pav.). PL47 imobilizavimas, nepriklausomai nuo
nesiklio, reikSmingai mazino PL47 aktyvuma (16 lentel¢). Lyginant su
neimobilizuotos PL47 demonstruotu aktyvumu, inkubuojant 240 min.,
imobilizuotos PL47 PGA skaidymo aktyvumas sumazgjo 27-45 %, o
inkubuojant 960 min. — 12-30 %. Imobilizuotos PL47 OI pektino preparato
skaidymo intensyvumas po 240 min. inkubavimo sumazéjo 3-50 %, o po 960
min. — 1-30 %. Kartu pazymétina, jog ant Sepabeads EC-HA/M imobilizuota
rPL47, taikant 960 min. reakcijos inkubavima, OI pektino preparata skaidé
beveik vienodai aktyviai kaip neimobilizuota PL47 (20 pav.). Sepabeads tipo
nesikliai lyginant su kalcio alginatu palankesni rPL47 — imobilizuotas ant
mineéty neSikliy fermentas isliko aktyvesnis. Lyginant Sepabeads EC-EP/M ir
Sepabeads EC-HA/M, pastarasis neSiklis rPL47 imobilizavimui tiko labiau.
Tai patvirtina imobilizuotos PL47 aktyvumo ivertinimas, nepriklausomai koks
substratas ar fermentinés reakcijos inkubavimo laikas taikyti (16 lentele).

Imobilizavimas ys:+5p.PL47 termostabilumg didino, ta¢iau tai akivaizdziai
priklausé nuo naudoto nesiklio (17 pav.). PL47, imobilizuota ant Sepabeads
EC-EP/M, 50-80 °C demonstravo 8-16 % didesni termostabiluma nei
is-sp.PL47 ir net 40-50 % didesni termostabiluma lyginant su yys:sp.PL47.
Sepabeads EC-HA/M bei kalcio alginata taikius yys.sp.PL47 imobilizavimui,
pektato liazés termostabilumas ne maziau trecdaliu mazesnis nei ys.sp.PL47.
Visgi ant Sepabeads EC-HA/M ar kalcio alginato imobilizuota PL47 buvo
nezymiai termostabilesné¢ lyginant su neimobilizuota PL47. Lyginant su
neimobilizuotos PL47 termostabilumu galima teigti, jog tirtos liazés
termostabilumas nezymiai didesnis imobilizuojant ant kalcio alginato nei ant
Sepabeads EC-HA/M nesiklio. Imobilizavimas ant kalcio alginato ys.sp.PL47
termostabiluma 70 °C didino 31 %, lyginant su nustatytu minéta temperatiira
60 min. veikus neimobilizuotg gis+sp.PL47.

Charakterizuotos {vairiy organizmy pektinazés sékmingai imobilizuotos
ant skirtingos prigimties neSikliy (253), bet visgi imobilizavimo itaka PL
iSlieka mazai tirta (254, 255, 256). PL imobilizavimui naudotos modifikuotos
gelezies oksido dalelés (255) bei kalcio alginatas (256, 257). Sepabeads tipo
neSikliai anks¢iau PL imobilizavimui nebuvo naudoti. Pastarojo tipo
nesikliai, nors ir mazino ys.sp.PL47 aktyvuma, buvo tinkamesni tirtos liazés
imobilizavimui nei kalcio alginatas. Polisacharidy hidrolazés, imobilizuotos
ant Sepabeads tipo neSikliy, tipiniu atveju isliko efektyviai aktyvios bei
demonstravo padidéjusj termostabiluma (188, 258). PL47 isliko aktyvesné
imobilizuota ant Sepabeads EC-EP/M déka sudaryty jungiy su neSiklio
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oksirano (epoksi) grupémis nei ant Sepabeads EC-HA/M su amino
(heksametilenamino) grupémis. Taigi ys:sp.PL47 termostabilumui akivaizdi
neSikliy jungciy jtaka. ReikSminga neSiklio bei imobilizavimo jungciy jtaka
nustatyta tiriant pektinazes (253) bei pektato liazes (188, 258). PrieSingai nei
tikétasi, stebint teigiama Ca®" jtaka PL aktyvumui (259), PL47
imobilizavimas ant kalcio alginato, liazei sudarant jungtis tarp amino grupiu
bei nesiklio karboksi grupiy, nedidino fermento aktyvumo ir termostabilumo,
nors daznai ant kalcio alginato imobilizuoty PL aktyvumas ir termostabilumas
padidéja (255, 256, 257). Bacillus subtilis AKPSYP pektato liazé, imobilizuota
ant anglies pluosto kalcio alginatu dengty mikrovamzdeliy, 80 °C tapo 15
karty termostabilesné, o Sios imobilizuotos liazés, aktyviausios 10 °C,
aktyvumas padidéjo 5 % (256). Ant kalcio alginato daleliy imobilizuota
Bacillus megaterium AK2 pektato liazé demonstravo reik§mingai padidéjusi
aktyvuma bei tapo net 9 kartus stabilesne 90 °C (257).

Imobilizuota ant Sepabeads EC-EP/M ar kalcio alginato rPL47 neprarado
termostabilumo, o Sepabeads EC-HA/M neSiklis fermento stabiluma
reikSmingai didino ir tai paZymi tirtos liazés imobilizavimo tikslinguma. Ant
pasirinkty neSikliy sékmingai imobilizuota rPL47 patvirtina galima
biotechnologini fermento pritaikyma.

3.4. Geobacillus sp. PA-3 genomo nuskaitymas bei anotavimas

3.4.1. Geobacillus sp. PA-3 taksonominé padétis ir genomo ypatybés

Geobacillus sp. PA-3 kamienas i$skirtas i§ dirvos méginio PEK, kultivuojant
aerobinémis salygomis terpéje su 0,5 % (masé/tiiryje) pektino, palaikant 60 °C
(16). PA-3 izoliatas — aerobing, termofilin¢, gramteigiama bakterija, gebanti
formuoti endosporas bei pasizyminti gebé&jimu augti aktyviai isisavinant
pekting. Pradinis izoliato genotipinis charakterizavimas atliktas naudojant
BOX-PGR metoda (16), kuriuo, lyginant su likusiais 7 i§ PEK méginio
iSskirtais izoliatais, PA-3 izoliatas iSskirtas { atskira grupeg. Izoliato
priskyrimas riiSiai atliktas remiantis 16S rRNR geny filogenetine analize (16),
kuria nustatytas PA-3 16S rRNR geno sekos 99,9 % identiSkumas
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 16S rRNR geno sekai (DDBJ
DQ243788.1). Taip pat PA-3 kamieno filogenetinis giminingumas minétai
rasiai patvirtintas sudarant filogenetini evoliucini medj, lyginant Geobacillus
genties riisiy tipiniy kamieny ir PA-3 kamieno 16S rRNR geny sekas.
Geobacillus sp. PA-3 deponuotas Vilniaus universiteto Mikrobiologijos ir
biotechnologijos katedros Mikroorganizmy kolekcijoje (Vilnius, Lietuva) bei
DSMZ kolekcijoje (Braunsveigas, Vokietija). PA-3 kamieno giminingumas
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17 lentelé. Geobacillus thermodenitrificans Geobacillus thermodenitrificans
DSM 101594 chromosomos charakteristikos rasiai  patvirtintas  deponavus
Tigis, bp 3646477 kamiena DSMZ, kur PA-3

G + C kickis, % 48.86 kamienui suteiktas identifikacinis
numeris DSM 101594 (260).

Nuspéti ASR 3638 T

—— G. thermodenitrificans DSM
rRNR regionai 10 101594 kami
tRNR regionai 92 amieno - genomas

nuskaitytas naudojant naujos
kartos sekoskaita (BaseClear, Leidenas, Nyderlandai). Gauti 1317704 nuskaityti
sekos fragmentai in silico apjungti { 183 nuoseklius sekos fragmentus, kurie
tarpusavyje surinkti (191) sudaré G. thermodenitrificans DSM 101594
chromosomos 3646477 bp seka (17 lentelé) pasiekiant vidutini 58,5 karty
sekos dengima. G. thermodenitrificans DSM 101594 chromosomos sekai
budingas G+C kiekis siekia 48,86 %. Geobacillus spp. chromosomy ilgis
svyruoja tarp 3,5-3,9 Mbp, o G+C kiekis — tarp 45-55 % (3). Atliktas genomo
anotavimas in silico leido nuspéti 3638 atviro skaitymo rémelius (ASR), i§
kuriy 10 sudaré rRNR ir 92 tRNR regionai. Geobacillus spp. genomuose
nuspéty  ASR skaiius svyruoja 3400-4000 (261, 262), o Bacillus spp.
genomuose ASR skaiCius dazniausiai virSija 4000 (134). G. thermodenitrificans
DSM 101594 genome anotuotas rRNR bei tRNR regiony skaicius tipisSkas
Geobacillus, nes pastarosios genties kamieny genomuose rRNR bei tRNR
atitinkamai koduoja 9-11 bei ~80-90 operonai (134, 140).

Gauty seky analizé taip pat patvirtino, jog G. thermodenitrificans DSM
101594 budinga ilgos grandinés sekos (50-55 kbp) plazmide, kurios sekoje
G+C kiekis siekia ~44 %. Visgi nustatytos plazmidés sekos dengimas buvo
nepakankamas patikimam sekos surinkimui, todél i G. thermodenitrificans
DSM 101594 genomo pirming versija plazmidés seka nebuvo itraukta ar
pateikta GenBank duomeny bazei. Ilgos grandinés plazmidés Geobacillus
kamienuose sutinkamos neretai, bet dazniausiai biidinga viena ilgos grandinés
plazmidé (263). G. thermodenitrificans DSM 101594 kamienui filogenetiskai
artimiems kamienams budingos ~45-55 kbp ilgio plazmidés, kuriy sekose
G+C kiekis svyruoja tarp 40-44 % (134, 140).

Nuskaityto genomo filogenetin¢ analizé patvirtino PA-3 kamieno pirminio
taksonominio charakterizavimo rezultatus. Geobacillus sp. PA-3 priskirtinas
Geobacillus thermodenitrificans rusiai yra filogenetiS$kai artimiausias
Geobacillus thermodenitrificans DSM 465" bei Geobacillus thermodenitrificans
NG80-2 (21 pav.). Lyginant chromosomy sekas, G. thermodenitrificans
DSM 101594 priskirtinas 'thermodenitrificans' grupei (nepateikti rezultatai) —
filogenetiSkai homogeniskai G. thermodenitrificans kamieny, i$skirty i§
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tvairiy ekoniSy (264), grupei, kuri artima 'kaustophilus' grupei (139).

G. thermodenitrificans DSM 101594, G. thermodenitrificans DSM 465"
bei G. thermodenitrificans NG80-2 genomuose identifikuoty, tikétinai
baltymus koduojanciy geny skaiciaus bei ivairovés palyginimas parodé, jog
G. thermodenitrificans DSM 101594 Serdiniam genomui galima priskirti 2432
genus. Tarpusavyje lyginty G. thermodenitrificans kamieny Serdinio genomo
genai sutinkami 95 % tikimybe. Geobacillus kamieny (nepriklausomai nuo ju
priskirtinumo rusiai) Serdinio genomo geny skaiCius artimas 1860 (13).
Lyginant G. thermodenitrificans DSM 101594, G. thermodenitrificans DSM
465" bei G. thermodenitrificans NG80-2 genomus, nustatyti 2852 tapatiis
genai, kuriy skaiCius patvirtina pastaryju genomy artima filogenetini
gimininguma (22 pav.). Ir G. thermodenitrificans DSM 101594 genome
koduojami 416 genai nesutinkami minéty kamieny genomuose. Lyginant
skirtingy Geobacillus rasiy kamieny geny jvairove, geny rinkiniai dazniausiai
iSsiskiria apie 600 genuy (265). Lyginant Geobacillus ir Bacillus kamieny
geny rinkinius, nustatomas nesutapimas siekia apie 800 geny (134).

G. thermodenitrificans DSM 101594, G. thermodenitrificans DSM 465" bei
G. thermodenitrificans NG80-2 tikétinai baltymus koduojanéiu ASR palyginimas
parodé, jog G. thermodenitrificans DSM 101594 koduojamu baltymu jvairové
(pagal skirtingas funkcinés svarbos grupes) panasi { kamienui giminingiausiy

NI
o ‘mnll-‘, ]
o0, e T
o ; 0

7

416

DSM 101594

1250 kbp
1500 kbp +
kbp 4"
'Jr||l‘ll

s, 2000 kb
s, 1750

158

DSM 465T

21 pav. Geobacillus thermodenitrificans
DSM 101594  genomo  (GenBank
LIDX00000000.1) (genominiame atlase
oranziné spalva) schematinis palyginimas
su Geobacillus thermodenitrificans DSM
465" genomu (GenBank AYKTO01000000)
(ruda spalva) ir Geobacillus
thermodenitrificans ~ NG80-2  genomu
(GenBank CP000557) (raudona spalva) bei
G+C kiekis (juoda spalva) ir G+C
nuokrypis (violetiné spalva).

22 pav. Geobacillus thermodenitrificans DSM
465" (Veno diagramoje — DSM 465T) genomo
(GenBank AYKT01000000) ir Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 (NG80-2) genomo
(GenBank CP000557) sulyginimas su anotuotu
Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594
(DSM 101594) genomu (GenBank
LIDX00000000.1). Veno diagramoje skaitine
iSraiska pateiktas sulygintuose genomuose
sutampanciy geny skaiCius bei geny skaicius,
kuriuo genomai skiriasi.
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Geobacillus koduojamy baltymy jvairove (23 pav.). Visgi G. thermodenitrificans
DSM 101594 koduoja didesni su angliavandeniy transportu ir metabolizmu
sietiny baltymy skaigiy nei G. thermodenitrificans DSM 465" ar NG80-2
kamienai, nors ASR skaicius, kuriy koduojamy baltymy funkciné svarba in
silico negali biti nustatyta, tarp genomy reikSmingai nesiskiria. Angliavandeniy
transporto ir metabolizmo kategorijai priskirti G. thermodenitrificans
DSM 101594 genomo 265 ASR, G. thermodenitrificans DSM 465" — 229,
G. thermodenitrificans NG80-2 — 221 (23 pav.). Geobacillus bakterijos
iSgyvena jvairiose ekoniSose isisavindamos skirtingus anglies ir/ar energijos
Saltinius (14). Angliavandeniy skaidymo atzvilgiu Geobacillus btdingas
adaptacinis plastiSkumas (3), todél su angliavandeniy isisavinimu sietiny

350
m DSM 101594
W DSM 465T Metabolizmas
300 = NG80-2 B A
Informacijos f \
saugojimas ir
. . perdavimas
250 Lgstelés procesai ir
signalo perdavimas AN
" AL
2 A
‘©
S
n
>
5 150
Q
100
50
0
A B C D E F G H I J K L MN OP R S T
A - Lastelés ciklo kontrolg, lastelés dalijimasis, chromosomy atsiskyrimas; B - Lastelés judrumas; C - Lastelés sienelés,
plazminés membranos, wvoko biogenezé; D - Agsaugos mechanizmai; E — Vidulasteliné pernasa,

sekrecija, pdsleliné pernasa; F - Potransliacinés modifikacijos, baltymy degradavimas, saperonai; G - Signalo
perdavime mechanizmai; H - RNR modifikavimas; | - Replikacija, rekombinacija, paZaidy taisymas; J — Transkripcija;
K - Transliacija, ribosomy struktlra ir biogenezé; L - Aminorlgsciy transportas ir metabolizmas;
M - Angliavandeniy transportas ir metabolizmas; N - Kofermenty transportas ir metabolizmas; O - Energijos
gavimas ir konversija; P - Neorganiniy jony transportas ir metabolizmas; R - Nukleotidy transportas ir metabolizmas;
S- Lipidy transportas ir metabolizmas; T - Antriniy metabolity biosintezé, transportas ir katabolizmas.

23 pav. Tikétinai baltymus koduojanéiy geny ontologijos palyginimas tarp Geobacillus
thermodenitrificans DSM 101594 (DSM 101594), Geobacillus thermodenitrificans DSM 465"
(DSM 465T) bei Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 (NG80-2) kamieny. Palyginti tik
genai, kuriy koduojamy baltymy funkciné svarba in silico gal¢jo bati patikimai nuspéta.
G. thermodenitrificans DSM 101594 genome i§ 3561 nuspéty geny 1294 koduojamy baltymy
funkciné svarba negali biti nuspéta, G. thermodenitrificans DSM 465" genome i§ 3266 — 1169,
tuo tarpu G. thermodenitrificans NG80-2 genome i§ 3266 — 1257.
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baltymy geny skaicius Sios genties genomuose zenkliai varijuoja (13). Tik apie
100 su angliavandeniy metabolizmu ir transportu sietiny baltymy genu
priskiriama Geobacillus Serdinio genomo geny rinkiniui (13). Su angliavandeniy
isisavinimu sietiny baltymuy genu skai¢ius G. thermodenitrificans kamieny
genomuose, ir G. thermodenitrificans DSM 101594 genome, sutinkamas
didesnis nei tipiskai budinga kity rasiy Geobacillus kamienams (266, 267).
Remiantis CAZy duomeny baze, G. thermodenitrificans DSM 101594
genome in silico identifikuoti 150 angliavandeniy katabolizmo fermentus
koduojantys genai, G. thermodenitrificans DSM 465" genome — 128,
G. thermodenitrificans NG80-2 — 134 genai. Minétuose Geobacillus kamieny
genomuose lyginant angliavandeniy katabolizmo geny ivairove, 14 CAZy
Seimy atzvilgiu identifikuotas genu skaicius sutapo: GH2, GH36, GHS52,
GH120, GTS, GTS8, GT19, GT26, GT35 identifikuotas 1 genas; GT51, CE3 —
3 genai; CE4 — 6 genai; GH13 — 7 genai; GT4 — 9 genai. Siuose Geobacillus
genomuose taip pat nustatyta po 2 genus, kuriy sekoms bidingi CAZy
CBM42 Seimos jungimosi su angliavandeniais domenai. Lyginant
G. thermodenitrificans DSM 101594 angliavandeniy katabolizmo fermenty
ivairove su G. thermodenitrificans DSM 465" ir G. thermodenitrificans
NG80-2, tiriamas kamienas iSsiskiria GH27, GH42 Seimy fermenty gausa bei
su pektino ir pektato isisavinimu sietiny fermenty, priskirting PL1, PL11,
GHB88 bei GH105 seimoms, gausa (24 pav.). GH27, GH42 Seimy fermentai,
atitinkamai a ir B-galaktozidazés, atspindi isSreikSta G. thermodenitrificans
DSM 101594 kamieno polinki efektyviai skaidyti OS Iastelés citoplazmoje,
taCiau Siy Seimy fermenty funkcijos su pektino isisavinimu gali biti siejamos
tik netiesiogiai (12, 268). Tuo tarpu kartu su PL1 Seimai priskirtinos PL47
pektato liazés genu (GenBank WP _060475609.1) G. thermodenitrificans
DSM 101594 genome identifikuoti net 3 PL11 Seimos pektato liaziy genai
(GenBank WP _060475617.1, WP_060475621.1, LIXD01000041.1). Kaip
minéta, G. thermodenitrificans DSM 101594 genome taip pat identifikuoti
2 genai (GenBank WP_060475632.1, WP_060475634.1), koduojantys GH105
Seimos nesoCiyju q -galakturonidy hidrolazes, bei GH88 Seimos nesociyju
B-gliukuronidy hidrolazés genas (GenBank WP_060975610.1). Pektato OS
skaidymui lastelés citoplazmoje Sie fermentai yra butini  (268).
G. thermodenitrificans DSM 465" (tipinio G. thermodenitrificans risies
kamieno) genome sietini su pektino {sisavinimu genai nenustatyti, o
G. thermodenitrificans NG80-2 koduoja PL9 $eimos pektato liaze (GenBank
WP _008880226.1) bei PL22 Seimos oligogalakturonato liaz¢ (GenBank
WP_011887041.1), taigi, greiCiausiai geba isisavinti pekting. Geobacillus
PL9, PL11 bei PL22 Seimy pektato liazés néra tirtos (12), aprasytos tik i
100



44

ot

sniieys huan

L 4]

0 0z

8T 9t i [4s o1

THO

EHD

vHO

SHO

OTHD
8THO
£ZHO
LTHO
TEHOD
BEHD
6EHD
IrHO
EYHOD
TSH9

"SEYSIUAPT LIAU NIS[AZIY
fouad MuWISA] snigieys (iUad sOuNas sOIDAD{UOY
12l nfaye oy sounas A7y (JNGD) sTusjmjajour
hrepueaendue ns byroabs hrpueurnynzn ‘huswop
1Rq sownes A7y (YY) iyuewuey  hspuepreys
sNURpUERARISUL  UpueRias  sejusua)  soliynpar
-solisepisyo ns  ‘(q)) hizemss  huspueaensue
(1) twzer hpueyoesod (1.5) hrzelefsuenpzoys
(go) fzepowpryzoys  sopyrajed  alowerdeicy

sewmmasjed sasomeai 1aq
sneRieys “(1'00000000X(IT Juequan) awouss
FESTOT TNSA Supolfiytiapouayl sijjiongoar) 1aq
(000000TOLMAY YURGUaD) AWOUSE | c0f TS
suvoifiymapountayy  siujpopgoany M (LSS000dD
JUeqUAD) AWOUSS 7-080N  SundifLyiuapoutiay]
supporgoas)  imomoue husd  hrpuefonpoy  iguauray
fmpuepieys  snuopueavisue  reunaypy,  caed g

£SHO
L9HD
ELHD
PLHO

STTHO
LZTHD
OETHD
EETHO
[4%]
719

8719

wio
ES19
9319
ELLD
819
v6LD
Td
61d
T1d
Zd
130
£33
632
0132

sownas Azyd

130
130
[Aa)
EVY

LA

vy

STWED
ZEWED
rEWED

EYNED

0swgd
Towad
99NEad
29N8d
orTNGD

101



mezofiliniy Bacillus spp. (268, 269, 270), patvirtinant $iy liaziy gebéjima
lastelés aplinkoje skaidyti pektina iS jvairiy gamtiniy Saltiniy (12, 268).
Geobacillus koduojamos nesociyju pektato OS hidrolazés i GH88 ir GH105
Seimy irgi néra tirtos (12), o tiriant minétas Bacillus hidrolazes, nustatytas Siy
fermenty substratinis savitumas bei lastelés citoplazmoje vykdomas
sinergistinis pektato OS skaidymas (168, 271). Lyginant G. thermodenitrificans
DSM 101594 ir G. thermodenitrificans NG80-2 pektinolizini potenciala,
akivaizdu, jog pastarojo kamieno pektinolizinis potencialas néra iSreikStas —
jo genome nustatytas tik vienas PL genas, o su pektino OS skaidymu,
nenustacius nesociuosius pektato OS skaidanc¢iy hidrolaziy geny, galima sieti
tik oligogalakturonato liazés funkcing svarba. G. thermodenitrificans DSM
101594 koduojamuy pektato liaziy genai, taigi ir PL47 genas, néra priskirtini
kamieno Serdiniam genomui. PaZzymétina, jog G. thermodenitrificans DSM
101594 genome identifikuoti GH88 ir GH105 Seimos nesociyjy pektato OS
hidrolaziy genai kamieno Serdiniam genomui taip pat nepriklauso. Pastarieji
rezultatai netiesiogiai pazymi, jog G. thermodenitrificans DSM 101594
geb¢jimas efektyviai isisavinti pekting yra evoliucijos metu igyta kamieno
prisitaikymo prie uzZimamos ekoniSos strategija.

CAZy GHI13 Seimos fermentus G. thermodenitrificans DSM 101594
genome koduoja 7 genai, tarp kuriy identifikuotas ir AmyA1l homologo genas
(GenBank WP _060476117.1). 1 tipo pululanazg, homologiska AmyAl
pululanazei, koduojantis genas priskirtinas G. thermodenitrificans DSM
101594 Serdiniam genomui, kuriame taip pat anotuotas II tipo pululanazés
genas (GenBank LIDX01000042.1). I ir II tipo pululanazés pululana skaido
sinergistiskai (4). G. thermodenitrificans DSM 101594 genome identifikuoti
pululanaziy genai patikimai priskirti Serdiniam kamieno genomo geny
rinkiniui, todél pululano isisavinima galima laikyti viena esminiy kamieno
mitybiniy strategiju.

Atliktas pirminis G. thermodenitrificans DSM 101594 genomo
palyginimas su filogenetiskai giminingiausiais Geobacillus kamienu genomais
(21 pav.) taip pat leido numatyti tiriamo kamieno genomo regionus, tikétinai
patekusius déka HGP, kurie véliau buvo patvirtinti bioinformatine analize
(18 lentelé). G. thermodenitrificans DSM 101594 genomo sekoje in silico
nustatyta SeSiolika HGP regiony, kuriu didzioji dalis identifikuoti ir
Geobacillus thermoleovorans kamieny genomuose, sutampantys seky ilgiu
bei vieta genomo sekos atzvilgiu. Visgi G. thermodenitrificans DSM 101594
genomo regionai — 522533...552245 bei 1873132...1931228, tikétinai i
kamieno genoma patekg déka HGP, néra budingi Geobacillus, kuriy genomy

sekos nuskaitytos. Bioinformatinés analizés rezultatai rodo, jog Geobacillus
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genomuose nustatomas salyginai didelis HGP biidu patekusiu regiony skaicius
ir pati HGP tarp Sios genties kamieny yra labai dazna (13, 139). Geobacillus
ir Bacillus genomy palyginimai taip pat patvirtino nereta geny pernasa tarp
pastaryjy genCiy (13). Manoma, jog HGP Iémé Geobacillus genties
divergencija nuo Bacillus genties bei skirtingy Geobacillus kamieny adaptacinj
plastiSkuma (13, 139). Visgi geny pernasa i§ filogenetiSkai tolimesnio
giminingumo bakteriju { Geobacillus taip pat yra nustatyta (3, 13).

G. thermodenitrificans DSM 101594 genomo regiono 1873132...1931228,
tikétinai patekusio déka HGP, sekos ilgis virsija 58 kbp. Sioje sekoje in silico
nustatyta 111 ASR (18 lentel¢), kuriuy dauguma koduoja hipotetinius
baltymus, nehomologiskus zinomy funkcijy baltymams. Tuo tarpu
522533...552245 regione, kurio ilgis beveik 30 kbp, taip pat tikétinai
patekusiame déka HGP, dominuoja su angliavandeniy katabolizmu bei
transportu sietinus baltymus koduojantys ASR. Tarp 29 pastarojo regiono
ASR (18 lentel¢) sutinkami koduojantys PL1 Seimai priskirting PL47 pektato
liazg ir PL11 Seimos pektato liazes bei GH88 ir GH105 Seimy hidrolazes
koduojantys genai. G. thermodenitrificans NG80-2 fermenty, sietiny su
pektino katabolizmu, genai nenustatyti HGP regionuose (140). Kaip jau
minéta, G. thermodenitrificans DSM 101594 genomo regionas
522533...552245, tikétinai 1 kamieno genoma patekes déka HGP, anksciau
nebuvo identifikuotas Geobacillus genomuose, taciau pastarojo genomo
regionui biidinga geny santalka taip pat néra nustatyta kity MO genomuose.

18 lentelé. Horizontalios geny pernasos déka i Geobacillus thermodenitrificans DSM
101594 chromosoma tikétinai patekg regionai

Genomo regionas Regiono ilgis, bp Nuspéti ASR
311868 ... 357575 45707 44
443278 ... 468838 25560 27
522533 ... 552245 29712 29
563067 ... 589091 26024 23
851461 ... 882605 31144 28
1665630 ... 1723734 58104 56
1873132 ... 1931228 58096 111
1984869 ... 1989342 4473 4
2026768 ... 2032902 6134 10
2027046 ... 2061862 34816 40
2164216 ... 2234506 70290 73
2922822 ... 2938266 15444 22
2949149 ... 2973018 23869 46
3066436 ... 3090775 24339 46
3292762 ... 3299215 6453 8
3362007 ... 3403999 41992 41
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Visgi pavieniai aptarto regiono genuy santalkoje nustatyti ASR anotuoti
mezofiliniy Bacillus kamieny genomuose (nepateikti rezultatai). Taigi
tikétina, jog G. thermodenitrificans DSM 101594 genomo regionas
522533...552245 | kamieno genoma HGP budu pateko i§ Bacillus genties.
Geobacillus  koduojami angliavandeniy metabolizmo genai nepriskirti
Serdinio genomo geny rinkiniui ir daznai in silico nustatomi regionuose, kurie
tikétinai pernesti HGP déka (13, 139). Tai paaiSkina iSreiksta Geobacillus
kamieny adaptyvuma aplinkos mitybiniams Saltiniams (13). Daznai HGP 1
Geobacillus genomus patenka angliavandeniy isisavinima uztikrinan¢iy geny
santalkos, talpinancios net kelias deSimtis geny (3, 264). Taip pat in silico
nustatytos ir heteropolisacharidy skaidymo genuy santalkos, patekusios i
Geobacillus genomus (3). Daugelio HGP pernesty su angliavandeniy
katabolizmu sietiny genu santalky organizacija néra konservatyvi (264),
taciau Geobacillus kamienuose yra nustatyty ir konservatyvios organizacijos
santalky (3).

G. thermodenitrificans DSM 101594 genome identifikuotas AmyAl
homologiska I tipo pululanaz¢ koduojantis genas ir genome sutinkamas
IT tipo pululanazés genas; abu koduojami genome ne HGP regionuose.
Pastarasis rezultatas buvo tikétinas atsizvelgus, jog G. thermodenitrificans
DSM 101594 pululanazes koduojantys genai priskirtini kamieno Serdinio
genomo geny rinkiniui.

3.4.2. AmyA1 homologo ir PLA47 operoniné organizacija Geobacillus
thermodenitrificans DSM 101594

G. thermodenitrificans DSM 101594 genome anotuota, tirtai AmyAl 99,2 %
homologiska I tipo pululanazé (GenBank KQB92233.1) (246), in silico
nepriskirta operonui. Bioinformatiné analizé parodé, jog G. thermodenitrificans
DSM 101594 genome AmyAl homologo geno promotorius nuo fermento
polipeptido pirmojo metioning koduojancio kodono nutolgs 73 bp, o
transkripcijos terminatorius uz AmyAl homologo geno sekos terminacinio
kodono nutolgs ~150 bp (25 pav.). Taigi, pastarojo geno iRNR sintez¢ gali biiti
nuo p veiksnio nepriklausomu biidu terminuojama atsietai nuo supanciy geny.
PrieS AmyAl homologo gena sutinkamas cholino kinazés ycfN (GenBank
KQB92232.1) genas, taip pat nepriskirtas operonui. Uz AmyAl homologo
geno anotuoti hipotetinio baltymo (GenBank KQB92234.1), UP0097 malA
3'-regiono baltymo (GenBank KQB92235.1), maltozés permeazés (GenBank
KQB92236.1) bei dipeptidazés YyjP (GenBank KQB92237.1) genai sudaro
operona. AmyA1l homology genus G. thermodenitrificans DSM 465 (262) ir
G. thermodenitrificans NG80-2 (140) genomuose supa identiski genai, kaip
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25 pav. AmyAl homologo (GenBank KQB92233.1) geno AmyALl(PA-3), anotuoto Geobacillus
thermodenitrificans DSM 101594 genome, transkripcijos valdymo elementy bei priskirtinumo
operonui nustatymas in silico. Schemoje: YCfN — cholino kinazés YcfN genas (GenBank
KQB92232.1), GEPA_2787 — hipotetinio baltymo genas (GenBank KQB92234.1), UP0097
malA — malA 3'-regiono baltymo UP0097 genas (GenBank KQB92235.1), malA — maltozés
permeazés genas (GenBank KQB92236.1), YyjP— dipeptidazés YyjP genas (GenBank
KQB92237.1); genai, in silico nepriskirti operonams, pazyméti tamsiai pilkai, o YcfN,
GEPA_2787, UP0097 malA, malA bei YyjP G. thermodenitrificans DSM 101594 genome
sudarantys tikéting operona pazyméti Sviesiai pilkai.

G. thermodenitrificans DSM 101594 genome (246), taip pat nepriskirti
operonams, 0 juos supanciy geny operoniné organizacija identiska nustatytai
G. thermodenitrificans DSM 101594 genome. AmyA1 homologu, koduojamy
Geobacillus, transkripcijos valdymas néra tirtas. Vienintelé, biocheminiais
metodais yra tirta, AmyAl homologiska, G. thermoleovorans US105
PULUSI105 I tipo pululanazg, taciau jos geno raiskos valdymas netirtas (200),
o kamieno genomas nenuskaitytas. Anotuotose Geobacillus genomuose AmyA1
homologus koduojantys genai néra nustatomi genomo regionuose, kuriuose
bty susitelke su angliavandeniy transportu ir/ar metabolizmu sietiny baltymuy
genai (139, 262, 272). Kaip jau minéta, G. thermodenitrificans DSM 101594
genome, netoli AmyAl homologo geno, sutinkama maltozés permeaze, svarbi
maltozés transportui per plazming membrana (273). Sis baltymas netiesiogiai
gali bati sietinas su AmyA1 homologo funkcine reik§me G. thermodenitrificans
DSM 101594 citoplazmoje — pululano hidrolize iki maltotriozes. Visgi Siy
baltymy geny transkripcija tiriamo kamieno genome valdoma nepriklausomai,
kadangi pastarieji genai in silico nepriskirti vienam operonui, ir genus skiria
hipotetini baltyma ir malA 3'-regiono baltyma UP0097 koduojantys genai.
I tipo pululanaziy geny, homologisku AmyAl, priskyrimas maltozés
regulonui yra patvirtintas Streptococcus bei in silico nuspétas Bacillus
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gentyje (274), taciau atliktos bioinformatinés analizés rezultaty nepakanka
AmyAl gena priskirti minétam regulonui.

Analizuojant PEK dirvos méginio (i$ kurio i$skirtas G. thermodenitrificans
DSM 101594 kamienas) sukaupiamosios kulttiros ekstralasteliniy baltymuy
frakcijos amilolizini aktyvuma, AmyAl homologo aktyvumas nebuvo
detektuotas (4 lentel¢). AmyA1l bei pululanazés homologai yra vidulasteliniai
fermentai, nes $iuy fermenty genu sekose SP koduojancios sekos in silico
nenuspetos. Kadangi sukaupiamyju kultiry bakterijy vidulasteliniy baltymy
frakcijos amilolizinis aktyvumas nebuvo vertintas, todél Geobacillus AmyAl
homologai nedetektuoti, o natyvi AmyAl sékmingai aptikta Al dirvos
méginio sukaupiamosios kultiros ekstralasteliniy baltymy preparate déka
taikytomis sukaupiamosios kultiiros kultivavimo salygomis vykusios
Geobacillus lasteliy (auto)/lizés. Bakteriju pululanaziy geny transkripcija
daznai indukuoja fermenty substrato molekulés (4), o aukSta gliukozés
koncentracija lastelése slopina (275). Pululanaziy genu transkripcija gali
keisti ir metaly jony koncentracijos pokyciai (276). I tipo pululanaziy
operonin¢ organizacija skirtinguose bakterijy taksonuose ivairuoja, bet
dazniausiai minéti genai kartu su polisacharidy transportui ir metabolizmui
svarbiy baltymy genais priskiriami operonams (4).

G. thermodenitrificans DSM 101594 genome anotavus (2015 m. vasario
meén.) tirtos PL47 gena, buvo patvirtinta, jog Geobacillus gentis taip pat gali
koduoti PL, homologiskas mezofiliniy Bacillus bakterijy PL (167, 277).
Veéliau (2017 m.) PL47 homologa (GenBank OQP12861.1) koduojantis genas
anotuotas Geobacillus thermocatenulatus SURF-114 genome (278). PL47 ir
PL47 homologo i§ minéto kamieno homologiskumas siekia 87,2 %.
G. thermodenitrificans DSM 101594 bei G. thermocatenulatus SURF-114 —
vieninteliai Geobacillus kamienai, kuriuose nustatyti PL genai. Kaip jau
mineéta, PL47 seka beveik visiskai (99,8 %) identiska iSsamiai apraSytai
Bacillus sp. TS47 pektato liazei, o Bacillus genties genomuose anotuoti
pektato liaziy genai ~50-65 % identiski PL47 geno sekai.

PL47 genas, anotuotas G. thermodenitrificans DSM 101594 genome,
in silico patikimai priskirtas YteRPL47 operonui (26 pav.). Nuspéta operona,
kartu su PL47 genu, sudaro YteR nesoCiyjuy gliukuronidy hidrolazés (GenBank
KQB94502.1) genas, kuris anotuotas prieS PL47 gena, geny sekoms
persidengiant 5 bp. Promotorius nuspétas tik 182 bp prieS YteR gena, o
operono geny transkripcija gali buti nuo p veiksnio nepriklausomu bidu
terminuojama ~400 bp uz PL47 geno sekos. Nustacius YteRPL47 operono
strukttra, akivaizdu, jog operono genuy transkripcija negali buti valdoma

atsietai. YteR nesocCiyju gliukuronidy hidrolaz¢ mezofilinés Bacillus gentys
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Bacillus sp. UNC41MFS5 genomo regionas: 30900 ... 35900

P - nuspétas promotorius
T - nuspétas terminatorius

0,5 kbp

26 pav. YteRPL47 operony, in silico nustatyty Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594
bei Bacillus sp. UNC41MFS5 genomuose, sandaros palyginimas. Schemoje: YteR — YteR
nesoéiyjy gliukuronidy hidrolazés genas G. thermodenitrificans DSM 101594 (GenBank
KQB94502.1) bei Bacillus sp. UNC41MFS5 (GenBank WP_026565424.1), PL47 — PL47
pektato liazés genas G. thermodenitrificans DSM 101594 (GenBank KQB94501.1) bei
Bacillus sp. UNC41MFS5 (GenBank WP_026565423.1).
koduoja daznai (148, 167), o Geobacillus gentyje YteR genas pirma karta
nustatytas nustatytas tik G. thermodenitrificans DSM 101594 genome. Taip pat
G. thermocatenulatus SURF-114 genomo anotavimo rezultatai (278) rodo,
jog pastarasis kamienas koduoja YteR nesoCiyju gliukuronidy hidrolaz¢
(GenBank OQP12862.1). Palyginus G. thermodenitrificans DSM 101594 ir
G. thermocatenulatus SURF-114 koduojamas YteR, nustatytas 92 % poli-
peptidy seky identiSkumas. G. thermodenitrificans DSM 101594 YteR sekos
identiskumas Bacillus koduojamoms (278, 279, 280) neso¢iuju gliukuronidy
hidrolaziy sekoms svyruoja tarp ~45-65 %. Kadangi Bacillus sp. TS47 genomas
nenuskaitytas, néra galimybés patvirtinti/paneigti pagristai tikéting prielaida,
jog Bacillus sp. TS47 taip pat koduoja YteR. Taip pat lieka nenustatyta
pastarojo kamieno produkuojamos pektato liazés operoniné organizacija.
YteRPL47 operonas leidzia G. thermodenitrificans DSM 101594 jsisavinti
heteropolisacharidus. Operone koduojami esminiai pektato katabolizmo
fermentai, kurie sudaro dviejy, tiesioginio eiliSkumo pakopy kataboling
kaskada (27 pav.). Sekretuojama PL47, veikdama kaip endopolipektato
transeliminazg¢, bakterijy aplinkoje prieinama stambiamolekulinj pekting skaido
iki skirtingo grandinés ilgio OS, kurie transportuoti | lastelés citoplazma
isisavinami veikiant YteR nesociyju gliukuronidy hidrolazei. Pasiiilyta
katabolinés kaskados veikimo modelj netiesiogiai patvirtina in silico nuspéta
YteR vidulasteline lokalizacija — SP pastarojo fermento peptidingje grandinéje
nenuspetas. Kaip tikétasi, tiriamo kamieno genome anotuotoje YteR sekoje
107



“A---T** identifikuotas 88 glikozidy hidrolaziy $eimos domenas (pfam07470
(175)), leidziantis hidrolazg priskirti minétai (CAZy GHS88) hidrolaziy Seimai
(12). Pektato ar kity heteropolisacharidy liazés yra substratui saviti fermentai
(4), o nesoCiyy gliukuronidy hidrolazés — hidrolizuojamai jungciai ir jos
lokalizacijai OS grandinéje, taciau GH88 hidrolazés néra iSreikStai savitos OS
sekai (220, 269, 270). Taigi YteR svarba G. thermodenitrificans DSM 101594
mitybai negali biti sietina vien su pektato OS skaidymu — citoplazmoje
fermentas tikétinai uztikrina skirtingy PS liaziy generuoty OS tolesni
Isisavinima.

Mezofiliniy Bacillus genties bakteriju PL47 ir YteR homology genai
daznai priskirti vienam operonui (3, 139), kurio struktiira analogiSka
G. thermodenitrificans DSM 101594 genome nustatytam YteRPL47 operonui
(26 pav.). Visgi Bacillus genomuose taip pat nustatytas PL47YteR operonas,
kuriame YteR homologo geno seka yra uz PL47. Pastarasis salyginai retas
PL47 ir YteR homology geny operono variantas nustatytas Bacillus novalis
NBRC 102450 genome (281).

G. thermodenitrificans DSM 101594 genome YteRPL47 operonas
nustatytas regione, kuris, kaip jau minéta, { kamieno genoma tikétinai pateko
horizontalios genu pernaSos déka bei kuriame stebimas su angliavandeniy
transportu ir/ar metabolizmu sietiny baltymuy geny salyginis susitelkimas
(nepateikti rezultatai).

PL47
(1-4)-a-D-galakturonato liazé
PEKTATAS l’ PEKTATAS
(1-4-a-D-galakturonidas), (1-4-a-D-galakturonidas), ;
+

OLIGOSACHARIDAS
2-0-(4-deoksi-B-L-treo-heks-4-enopiranuronosil)-a-L-ramnopiranozé
turinti L- rhamnopiranozidas
4-deoksi-a-D-gliuko-4-enurosil grupe HZO

YteR +

2-0-(4-deoksi-B-L-treo-heks-4-enopiranuronosil)-a-L-gliukuronazés hidrolazé

5-dehidro-4-deoksi-D-glukuronatas

27 pav. Geobacillus bei Bacillus gen¢iy vykdoma pektato skaidyma uztikrinanti kataboliné
kaskada, suformuota PL47 pektato liazés (CAZy PLI1) bei YteR nesoCiyju gliukuronidy
hidrolazés (CAZy GHS88).
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Bacillus genomuose YteRPL47 arba PL47YteR operonai nustatyti
analogiskuose genomy regionuose (3, 13, 139). Visgi G. thermodenitrificans
DSM 101594 genomo regione, kuriame nustatytas YteRPL47 operonas, su
angliavandeniy transportu ir/ar metabolizmu sietiny baltymy genuy
susitelkimas labiau isreikStas (nepateikti rezultatai) lyginant su Bacillus
genties regionais, kuriuose nustatyti YteRPL47 arba PL47YteR operonai.
Dazniausia bakterijy pektinazés néra priskiriamos operonams (101, 236), net
tuo atveju, jei bakterijos chromosomoje stebimas su pektino skaidymu sietiny
baltymy geny regionas, pektinaziy geny transkripcija valdoma atsietai (282).

Geobacillus ir Bacillus genomuose anotuoty PL47 bei YteR geny, taigi
ir pastaryju geny sudaromy operony, transkripcija ar transkripcijos valdymas
néra tirti. G. thermodenitrificans DSM 101594 geba konstitutyviai sekretuoti
natyvia PL47 pektato liazg. Pastarasis rezultatas, kartu atsizvelgus i
YteRPL47 operono struktiira (26 pav.), netiesiogiai patvirtina, jog YteRPL47
operonas, taigi ir YteR hidrolazés genas, konstitutyviai transkribuojami. Nors
skirtingy bakteriju pektinoliziniy fermenty geny transkripcija valdo skirtingi
aktyvatoriai bei represoriai (275), dazniausiai pektata skaidanciy fermenty
genai transkribuojami induktyviai (275, 283). Heteropolisacharidu skaidymo
produktai — dazniausi pektinoliziniy fermenty geny transkripcijos induktoriai
(275), o bakterijy pektinoliziniy fermenty genu raiSka slopinama déka
katabolinés represijos ar esant azoto trukumui (275, 283).
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4. APIBENDRINIMAS

Termoaktyviy bei termostabiliy, amiloliziniu arba pektinoliziniu aktyvumu
pasizymin¢iy fermenty atranka buvo sékminga. Tinkamas traSios dirvos
ekoniSy, kurioms biidinga nuolatiné heteropolisacharidy gausa, pasirinkimas
leido detektuoti salyginai didele krakmola arba pekting skaidziusiy fermenty
ivairove. Siekiant nustatyti fermenty, leidzian¢iy dirvozemio MO isisavinti
krakmola bei pektina, visuma, heteropolisacharidus skaidanciy fermenty
i8skyrimui taikyta dvejopa strategija. Kultivuojamy termofiliniy MO
produkuojami amilolizinio arba pektinolizinio substratinio savitumo
fermentai iSskirti i§ sukaupiamyjy kultiry supernatanto, o nekultivuojamy
dirvos MO produkuoti minéty substratiniy savitumy fermentai tiesiogiai
i$skirti 1§ dirvos méginiy. Sukaupiamyjy kultiiry metodui nereikalingas dirvos
ekoniSy praturtinimas in situ krakmolu arba pektinu, tad $is metodas leido
iSskirti natiiraliai, déka efektyvaus PS isisavinimo, dirvos ekoniSose
isivyravusias MO bendrijas bei 1§ dirvos méginiy iSskirti natiiraliomis
aplinkos salygomis MO iSskirtus fermentus. Nors, kaip tikétasi, natyviy
amiloliziniu arba pektinoliziniu aktyvumu pasizyméjusiy fermenty isskirti
kiekiai nebuvo dideli, taciau taikyta tiesioginés fermenty katalizinio
aktyvumo detekcijos bei identifikavimo MS strategija buvo efektyvi.
Optimizavus baltymy iSskyrimo eiga, natyviy fermenty molekulés buvo
apsaugotos nuo galimos denatiiracijos ir/ar degradacijos, o taikytas
zimografijos metodas optimizuotomis salygomis leido detektuoti netgi labai
mazus iSskirty natyviy fermenty kiekius. Detektuoty fermentuy polipeptidy
identifikavimas MS tiesiogiai iSskyrus natyvius fermentus i§ zimogramy
méginiy, leido patikimai aptikti netgi mazais kiekiais iSskirtus fermentus.
Detektuoti krakmola arba pekting skaide fermentai MS buvo identifikuoti
negryninti, vélgi siekiant iSvengti natyviy fermenty kiekio praradimo. Visgi
objektyviais bioinformatiniais kriterijais pagristas detektuoty fermenty
katalizinio aktyvumo in silico susiejimas su konkre¢ia polipeptido seka i$
patikimai MS identifikuoty polipeptidy seky rinkinio isliko priklausomas nuo
identifikuoty polipeptidy homologijos nustatyty funkcijy baltymy sekoms.
Sukaupiamyjy kultiiry kultivavima vykdzius salygomis, atkartojanciomis
esmines gamtinés aplinkos, i§ kurios buvo surinkti trasios dirvos méginiai,
charakteristikas, 1§ sukaupiamyju kultiiry sékmingai atrinkti du fermentai,
demonstrave amilolizini bei trys — pektinolizini aktyvuma. Fermenty,
atrinkty 1§ sukaupiamyjy kultiiry, polipeptidai homologiski Geobacillus bei
Bacillus genciy bakterijy tikétiny fermenty arba necharakterizuotos funkcijos
baltymy sekoms. Dirvos meéginiy metaproteominé analizé leido sé¢kmingai
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atrinkti fermenta, demonstravus; amilolizinj, bei tris fermentus,
demonstravusius pektinolizinj aktyvuma. IS dirvos méginiy atrinkty fermenty
polipeptidai taip pat homologiski Geobacillus tikétiny fermenty arba
necharakterizuotos funkcijos baltymu sekoms. Taigi, skirtingai nei tikétasi,
nekultivuojamu dirvos bakteriju heteropolisacharidus skaidanciy fermenty
atrinkti nepavyko. Visgi 1§ dirvos taip pat atrinkti Geobacillus
produkuojamiems baltymams homologiski fermentai, kurie nebuvo nustatyti
sukaupiamyjuy kultliry supernatanto meéginiuose. Lyginant i§ sukaupiamyjy
kultiiry ir i§ dirvos méginiy atrinkty heteropolisacharidus skaidanciy fermenty
ivairoveg, nustatytas dalinis fermenty sutapimas, patvirtinantis taikytos
fermenty atrankos strategijos efektyvuma bei objektyvuma.

Taikant pasirinkta heterologinés raiskos strategija, keturiy i§ septyniu
atrinkty fermenty katalizinj aktyvuma pavyko patvirtinti in vitro, o fermentai,
kuriy aktyvumo patvirtinti nepavyko, in vitro agregavo. Butinybé
rekombinantiniy ~ baltymy agregatus  veikti  aukStomis karbamido
koncentracijomis ribojo galimybg objektyviai ijvertinti rekombinantiniy
baltymy fermentini aktyvuma, nes netgi paSalinus chaotropika baltymai
galéjo nebeigyti erdvinés struktiiros, artimos natyviai. Termoaktyviy bei
termostabiliy, amiloliziniu arba pektinoliziniu aktyvumu pasiZyméjusiy
fermenty atrankos rezultatai leido pagristi dviejy krakmola bei dvieju pekting
skaidziusiy fermenty charakterizavimo bei funkcinés svarbos nustatymo
svarba. Tirtos amilazé AmyAl bei pektato liazé PL47 yra artimai (>80 %
identiSkumo) homologiskos charakterizuotiems fermentams, o aptikti
amilolizini aktyvuma demonstravgs hGK2898 baltymas bei pekting skaidgs
P12 baltymas charakterizuoty funkcijy baltymams nehomologiski.

AmyA1l bei PL47 savybés in vitro buvo i§samiai charakterizuotos. Tirty
heteropolisacharidus skaidanciy fermenty charakterizavimas leido nustatyti
rekombinantiniy fermenty katalizinio aktyvumo moduliavimo galimybes bei
pagristi fermenty biotechnologinj pritaikomuma. Sékmingai klonavus AmyAl
bei PL47 genus, fermenty heterologiné raiska vykdyta E. coli. Taikyta
rAmyAl raiSkos strategija sékmingai leido raiskos kamieno citoplazmoje
vidutini$ka iSeiga gauti tirpy rekombinantini baltyma. Didel¢ rPL47 iSeiga
uztikrinusi taikyta raiSkos strategija buvo sékminga 1§ dalies, nes
rekombinantinis fermentas raiSkos kamieno citoplazmoje agregavo. Nors
nedidele iSeiga, taCiau tirpi rPL47 sékmingai buvo gauta sekrecine
produkcija, naudojant P. pastoris bei K. lactis kamienus. Ekspresuoti E. coli
rAmyAl bei rPL47 buvo iSgryninti taikant optimizuotas gryninimo
strategijas. rPL47, gauta déka sekrecinés produkcijos pasitelkus
mieliagrybius, negryninta, nes mieliagrybiy kamieny pasirinkimas uztikrino
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rekombinantinio  fermento  funkcini  grynuma, artimg  visiSkam
homogeniskumui.

Produkuojama Geobacillus, tirta pululanazé AmyAl — vidulasteliné
termoaktyvi bei termostabili a -1,6-glikozidiniy jung€iy hidrolazé¢. AmyAl,
atsizvelgus 1 charakterizuota fermento katalizini aktyvuma, priskirtina I tipo
pululanazéms. Remiantis CAZy duomeny bazés klasifikacija, fermentas
priskirtinas CAZy GH13 Seimos 14 poSeimiui. Charakterizuotos AmyAl
polipeptido seka reikSmingai (17 % identiSkumo) skiriasi nuo polipeptido
seka panaSiausios charakterizuotos pululanazés. Charakterizuojant in vitro
nauja pululanazg, nustatytas savitas charakteristiky derinys. rAmyAl
termoaktyvumas néra isreikStas, nes fermentas aktyviausias esant 60 °C.
Tipiskai Geobacillus ir Bacillus pululanazéms, rAmyAl buvo aktyviausia
pH 6. rAmyAl, demonstravusi efektyvy aktyvuma (=40 %) pH 5-9, esant
40-80 °C, issiskiria i§ termofily I tipo pululanaziy tarpo, nes termofily
pululanazés efektyviai aktyvios reikSmingai siauresniuose pH Dbei
temperatiiros intervaluose. Rekombinantinei pululanazei buidingas aktyvumo
priklausomybés nuo pH poslinkis i silpnai Sarming puse taip pat nebtidingas
pululanazéms, kuriy pH optimumas nustatytas esant rigstiniam pH. rAmyA1
termostabilumas patvirtintas, taCiau néra iSreikStas. Tirta pululanazé
demonstravo stabiluma salyginai siaurame pH 6-8 intervale. Metaly jonu
itaka rAmyAl aktyvumui tipiSka lyginant su nustatyta charakterizuojant
pululanazes i§ Geobacillus bei Bacillus gen¢iu. Visgi nustatytas Mg®" bei
Mn®" stimuliacinis efektas rAmyAl aktyvumui néra tipiska pululanaziy
charakteristika. Ca™", kaip tikétasi, reikimingai didino pululanazés aktyvuma,
taciau in vitro $is katijonas nebuvo biitinas rAmyA1 aktyvumo uztikrinimui.
rAmyAl iSliko efektyviai aktyvi veikiant reduktoriais, detergentais,
chaotropikais bei tirpikliais. Tiriant rAmyAl aktyvuma bei substratini
savitumg, patvirtintas fermento pululanolizinis aktyvumas bei geb¢jimas
efektyviai skaidyti glikogena ir tirpy krakmola. rAmyAl termostabiluma,
kaip iprasta polisacharidy hidrolazéms, didino substratai.

Produkuojama Geobacillus, tirta pektato liazé PL47 — sekretuojama,
termoaktyvi bei termostabili a -1,4-glikozidiniy jungciy liazé, veikianti
B eliminacijos mechanizmu. Veikiant PL47, oligogalakturonido
neredukuojancio galo atzvilgiu susidaro 4,5-nesocioji jungtis. Tirta liazé
efektyviai skaido substratus iki digalakturono ruigsties. PL47, atsizvelgus 1
charakterizuoto fermento katalizinj aktyvuma, priskirtina endopoli-
galakturonato transeliminazéms. Remiantis CAZy duomeny bazés
klasifikacija, fermentas priskirtinas CAZy PL1 Seimos 6 poSeimiui. Tirtos
PLA47 polipeptido seka tik viena aminortig8timi skiriasi nuo iS§samiai aprasytos
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Bacillus sp. TS-47 pektato liazés PL47py, 1547 — tai atitinka 0,2 % minéty
pektato liaziy polipeptidy seku skirtuma. Visgi PL47 in vitro demonstravo i$
dalies skirtingas charakteristikas nei buidingos natyviai ar rekombinantinei
PL47gq, 1547, taigi PL47 budingas savitas charakteristiky derinys. rPL47 buvo
aktyviausia esant 60 °C. Nustatytas fermento temperatiirinis optimumas
patvirtino liazés termoaktyvuma bei atitiko daugumai charakterizuoty
Bacillus pektato liaziy budingus temperattrinius optimumus. Tiriant rPL47,
nustatyta fermento aktyvumo priklausomybé nuo temperatiros atitiko
biidingg PL47g,, 1547, taciau PL47gg, 1547 aktyviausia buvo esant 70 °C. rPL47
demonstravo pH 7-8 optimuma, taigi PL47 ir PL47g,1s47 pH optimumai
sutampa. Bacillus PL dazniausiai aktyvesnés labiau Sarmingje aplinkoje, o
rPL47 demonstravo efektyvy aktyvuma (>40 %) pH 7-8, esant 30-70 °C.
PL47g4, 1547 efektyviai aktyvi identiSko pH intervalo atzvilgiu, taciau esant
40-60 °C. rPL47 demonstravo efektyvy aktyvuma, budinga Bacillus pektato
liazéms, siaurame pH intervale, taciau rPL47 efektyviai aktyvi buvo viename
placiausiy temperatiiros intervaly, kada nors nustatyty charakterizuojant
pektato liazes. rPL47 termostabilumas patvirtintas 60-90 °C salygomis, o
PL47g4, 1547 termostabili 40-60 °C. Taigi PL47 termostabilumas labiau
iSreikstas. Tirta PL47 — viena termostabiliausiy PL i$ nuosaikiy termofily.
Skirtingai nei budinga Bacillus pektato liazéms, rPL47 isliko stabili placiame
pH 4-9 intervale, kaip ir PL47gy,1s47. Visgi, rPL47 neZymiai maziau stabili
Sarminéje aplinkoje nei PL47g,, rs47. Metaly jony jtaka rPL47 bei PL47gq, 1547
aktyvumui beveik identiska. Kalcio jonas in vitro nebuvo biitinas efektyviam
rPLA47 ar PL47g, 1547 aktyvumui, ta¢iau naudojant Zemas Ca®" koncentracijas
pastaryju PL aktyvumas reikSmingai didéjo. Metaly jonai bakteriju PL
aktyvuma veikia skirtingai, ta¢iau iSreik§tas Ca*" stimuliacinis efektas daznai
nustatomas charakterizuojant bakteriju PL. Mg”", reik§mingai didings rPL47
aktyvuma, PL47g,, 1547 neturéjo itakos. Ni** bei Co™" jonai, taip pat nekeite
PL47gs, 1547 aktyvumo, reikSmingai slopino rPL47. rPL47 iSliko efektyviai
aktyvi veikiant reduktoriais bei tirpikliais. Tirtos liazés aktyvuma
chaotropikai bei detergentai slopino maziau nei daugeli kity pektato liaziy.
Tiriant rPL47 aktyvuma bei substratini savituma, patvirtintas fermento
pektinolizinis aktyvumas bei gebéjimas efektyviai skaidyti OI pektina.
TipisSkai bakterijy pektato liazéms, PL47 pektinolizinis aktyvumas mazéjo
didéjant pektino metilinimo laipsniui. rPL47 in vitro demonstravo aktyvuma
bei substratini savituma identiSka nustatytam charakterizuojant natyvia ar
rekombinanting PL47g4,1s47. Tirtos liazés termostabiluma, kaip jprasta
polisacharidy liazéms, didino substratai.
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Nustatyti rAmyA1 bei rPL47 — heteropolisacharidus skaidan¢iy fermenty —
charakteristiky deriniai palankis charakterizuoty fermenty biotechnologiniam
taikymui. Tai patvirtino jau pirminis fermenty aktyvumo moduliavimo
tvertinimas. rAmyA1 aktyviai hidrolizavo pululana iki maltotriozes, bet esant
fermento aktyvumui neoptimalioms salygoms — iki ilgos grandinés oligo-
sacharidy. rPL47 skaid¢ PGA iki digalakturono rtgsties, o neoptimaliomis
fermento aktyvumui salygomis — iki ilgesnés nei trigalakturono riigsties
grandinés oligosacharidy. Ilgos grandinés oligosacharidai placiai taikomi
biotechnologijoje, todél fermenty, galinCiy uztikrinti Siy oligosacharidy
gavima i$ salyginai pigios zaliavos ((hetero)polisacharidy), biotechnologinio
pritatkomumo potencialas nekelia abejoniy. Siekiant visapusiSkai jvertinti
rAmyAl bei rPL47 pritaikomuma, analizuota imobilizavimo jtaka minéty
fermenty aktyvumui bei termostabilumui. Kovalentiné rAmyA1 imobilizacija
ant Sepabeads neSikliy reikSmingai didino hidrolazés pululanolizini aktyvuma
bei termostabiluma. Imobilizuota rPL47 demonstravo sumazejusi aktyvuma
bei i§ dalies prarado gebéjima skaidyti pekting, taciau kovalentiskai
imobilizuota pektato liaze¢ iSliko efektyviai aktyvi ir termostabilesné.
Apibendrinant galima teigti, jog rAmyAl bei rPL47 imobilizavimas yra
galimas ir tikslingas. Sie rezultatai vélgi patvirtina charakterizuoty fermenty
biotechnologinio pritaikomumo galimybes.

Atrinkti AmyAl bei PL47 — Geobacillus koduojami fermentai, todél
analizuojant juy funkcing svarba atliktas potencialaus kamieno producento
genomo charakterizavimas. IS dirvos iSskirtas kamienas PA-3, nustacius jo
gebéjima augti isisavinant pekting bei konstitutyviai sekretuoti pektato liaze
PL47, atlikus taksonominj charakterizavima patikimai priskirtas Geobacillus
thermodenitrificans rasiai. Atlikus nuskaityto G. thermodenitrificans DSM
101594 genomo analizg, nustatytos bendrosios kamieno genomo
charakteristikos atitiko tipiskai btidingas Geobacillus bei nustatytas anotavus
G. thermodenitrificans rasies kamienus.

G. thermodenitrificans DSM 101594 genome anotuota ~3600 ASR, i$
kuriy ~400 ASR nenustatyti filogenetiSkai artimiausiy G. thermodenitrificans
rasies kamieny genomuose. G. thermodenitrificans DSM 101594 geny
ontologijos analizés rezultatai leidzia teigti, jog lyginant su filogenetiSkai
artimais kamienais G. thermodenitrificans DSM 101594 genomas iSsiskiria
geny, sietiny su angliavandeniy transportu ir metabolizmu, gausa. Detali
pastarosios kategorijos genu analizé leido patikimai su angliavandeniy
katabolizmu susieti 150 geny. Filogenetiskai artimi kamienai su angliavandeniy
katabolizmu sietiny genu koduoja maziau nei G. thermodenitrificans DSM

101594, kuris iSsiskiria CAZy GH27 bei GH42 Seimy oligogalakturonidy
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hidrolaziy gausa bei koduoja pektato/pektino isisavinimg uztikrinancius
fermentus. G. thermodenitrificans DSM 101594 jsisavina pekting kamieno
genome koduojamoms liazéms veikiant kartu su oligosacharidy hidrolazémis
katabolin¢je kaskadoje. Kamienas koduoja pektato liazg¢ PL47, priskiriama
CAZy PL1 Seimai, bei tris ramnogalakturono endoliazes, priskiriamas CAZy
PL11 Seimai. Pektino oligosacahridus G. thermodenitrificans DSM 101594
citoplazmoje toliau skaido dvi CAZy GH 105 Seimos a-galakturonidy
hidrolazés bei YteR [-gliukuronidy hidrolazé, priskiriama CAZy GH 88
Seimai. Tiesiogiai su pektino katabolizmu sietini G. thermodenitrificans DSM
101594 genai in silico nepriskirti kamieno Serdinio genomo geny rinkiniui bei
anotuoti genomo regione, kuris tikétinai | genoma pateko déka HGP.
Geobacillus genomams budinga salyginé genomo regiony, patekusiy HGP
déka, gausa. G. thermodenitrificans DSM 101594 genome identifikuota
16 HGP regiony, i§ kuriy du regionai Geobacillus genomuose anksciau
nebuvo identifikuoti. Viename minéty regiony (522533...552245) anotuota su
pektino katabolizmu sietiny geny santalka. AnalogiSkos sandaros santalkos
nenustatytos  anotuojant mikroorganizmy genomus, taciau  atskiri
identifikuotai santalkai bidingi sandaros elementai biidingi mezofiliniy
Bacillus genomams. Pagristai tikétina, jog i G. thermodenitrificans DSM
101594 genoma su pektino katabolizmu sietiny fermenty geny santalka HGP
pateko 1§ Bacillus genomy. Santalkoje anotuotas PL47 genas kartu su YteR f-
gliukuronidy hidrolazés genu sudaro YteRPL47 operona. Bacillus genomuose
daznas YteRPL47 operonas retai sutinkamas Geobacillus genomuose. G.
thermodenitrificans DSM 101594 konstitutyviai sekretuoja PL47, todél
YteRPL47 operono konstitutyvi transkripcija pagristai tikétina.

AmyA1 homologo genas anotuotas G. thermodenitrificans DSM 101594
kamieno Serdinio genomo genuy rinkinyje, taiau ne su angliavandeniy
katabolizmu sietiny fermenty genuy santalkoje. G. thermodenitrificans DSM
101594 koduojamas AmyA1l homologo genas taip pat nepriskirtas operonui.
II tipo pululanaz¢/neopululanaze G. thermodenitrificans DSM 101594 taip
pat Serdinio genomo geny rinkinyje koduoja II tipo pululanaze, kuri tikétinai
lastelés citoplazmoje veikia sinergistiSkai su AmyAl ir bakterijai uztikrina
efektyvy pululano ir/ar krakmolo {sisavinima.

G. thermodenitrificans DSM 101594 genomo anotavimas, leides kamieno
genome identifikuoti AmyAl homologo gena bei patvirtinti kamieno
gebéjima koduoti pektato liazg PL47, kartu uztikrino galimybe in silico
charakterizuoti pastaryjy fermenty operoning organizacija bei apibrézti
AmyAl ir PL47 funkcing svarba. Anotuoto G. thermodenitrificans DSM

101594 geny rinkinio sudétis patvirtino iSreikSta nuosaikaus termofilo
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adaptyvuma mitybai isisavinti angliavandenius. Si kamieno savybé
uztikrinama fermenty, { kamieno genoma patekusiy HGP. AmyA1 homologo
funkciné svarba gali biiti siejama su viena esmine tirto kamieno mitybos
strategija — induktyviu pululano ir/ar krakmolo isisavinimu. Tuo tarpu PL47
funkciné svarba sietina su G. thermodenitrificans DSM 101594 konstitutyviai
uztikrinamu geb¢jimu jsisavinti pekting — kamieno evoliucijos metu fiksuota
prisitaikymo prie uZimamos ekoniSos strategija.
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ISVADOS

. Dirvos mikroorganizmy produkuoty amilaziy ir pektinaziy nustatymo
efektyvuma bei patikimuma uztikrina zimografija detektuoty fermenty
tiesioginis identifikavimas i§ zimogramy meginiy masiy spektrometrija.

. Dirvos  mikroorganizmy  sukaupiamyjy  kultiry ir/ar  dirvos
metaproteominiuose méginiuose nustatytos Geobacillus spp. produkuotos
amilazés AmyAl ir hGK2898 bei pektinazés PL47 ir P12.

. Vidulasteline AmyA1l — termoaktyvi bei termostabili monomeriné I tipo
pululanaz¢ stabilizuojama kalcio jony.

. AmyAl skaidé glikogena ir krakmola bei aktyvumui neoptimaliomis
salygomis pululang iki ilgos grandinés oligosacharidy. Imobilizavimas
didino AmyAT1 pululanolizini aktyvuma bei termostabiluma.

. Konstitutyviai sekretuojama PL47 — termoaktyvi bei termostabili
monomeriné endopoligalakturonato transeliminazé, stabilizuojama kalcio
jonu.

. PL47 skaidé pekting bei aktyvumui neoptimaliomis salygomis PGA iki
ilgos grandinés oligosacharidy. Imobilizavimas mazino PL47 aktyvuma,
tuo tarpu didino termostabiluma.

. G. thermodenitrificans DSM 101594 genome anotuota geny, koduojanciy
fermentus, sietinus su pektino bei oligosacharidy skaidymu, santalka i
kamieno genoma pateko déka horizontalios geny pernasos.

. G. thermodenitrificans DSM 101594 koduojamo AmyA1 homologo geno
transkripcija valdoma nepriklausomai, tuo tarpu PL47 genas su YteR B-
gliukuronidy hidrolazés genu sudaro YteRPL47 operona. AmyAl
homologas ir PL47 funkcionuodami katabolinése kaskadose svarbis
heteropolisacharidy jsisavinimui.
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SUMMARY

Introduction

Polysaccharides — most abundant biopolymers in biosphere are produced by
different organisms from all domains of life (1). Modular organization of
polysaccharides based on the ability of carbohydrates to form polymeric
chain in different ways as well as combinations ensures remarkable structural
variety of polysaccharides (2). Starch and pectin are almost ubiquitous
biopolymers in biosphere demonstrating key functional importance for
organisms. Starch serves as an energy and organic carbon storage compound,
while pectin is one of the most important polymer ensuring plant structural
organization integrity. Without any doubt starch as well as pectin are one of
the most biotechnologically important heteropolysaccharides (1).

Starch and pectin functions for organisms could not be ensured without
effective degradation of these polymers. Usage of starch and pectin for
biotechnological/industrial purposes is also often directly connected with
need to degrade these biopolymers. The abundance of these heteropoly-
saccharides in biosphere indirectly led to emergence of substantial variety of
polysaccharide-active enzymes (3). Even though the arsenal of characterized
amylases and pectinases is considerable, however the increasing demand of
amylases and pectinases with certain sets of characteristics in context with
biotechnology needs is far from satisfaction yet (4). Thermoactive and/or
thermostable polysaccharide-degrading enzymes remain especially valuable
for biotechnology (5).

Soil microorganisms typically demonstrate high starch and pectin
utilization potential, what makes soil microorganisms on of the most
perspective sources of undescribed amylases as well as pectinases. The
variety of heteropolysaccharide degrading enzymes produced by uncultured
soil microorganisms remain only fragmentary described (6). The optimization
and improvement of enzyme extraction, detection as well as identification
also remains important tasks as the enzyme detection effectiveness is directly
connected with possibility to expand variety of characterized enzymes as a
result of characterization of new enzymes.

Aim of dissertation

To perform screening of heteropolysaccharide degrading enzymes produced by
soil microorganisms as well as characterize pullulanase AmyAl and pectate
lyase PL47 produced by geobacilli defining functional importance of enzymes.
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Goals of dissertation

1. Applying culture enrichment as well as metaproteomic methods extract
starch or pectin degrading enzymes from soil samples and identify
enzymes detected by zymography with mass spectrometry.

2. Characterize recombinant pullulanase AmyAl in vitro and evaluate
hydrolases biotechnological applicability potential.

3. Characterize recombinant pectate lyase PL47 in vitro and evaluate lyases
biotechnological applicability potential.

4. Annotate G. thermodenitrificans DSM 101594 genome characterizing
operonic organization of AmyA1l homologue and PL47 genes as well as
in silico describing functional importance of enzymes.

Scientific novelty

Screening of heteropolysaccharide-degrading enzymes produced by cultivable
and/or uncultivable soil microorganisms was performed applying
quantitatively new, innovative enzyme extraction, detection and identification
strategy that ensured effective determination of enzymes. Direct identification
of enzymes demonstrating amylolytic or pectinolytic activity with mass
spectrometry from zymogram samples previously was never performed.
Enzymes extraction under conditions preventing proteins from denaturation
and/or degradation was previously never performed metaproteome analysis of
soil econiches. Performed screening of heteropolysaccharide-degrading
enzymes enabled to successfully detect not only amylases and pectinases
homologous to characterized enzymes, but also led to possibility to detect
new enzymes homologous only to hypothetical proteins.

Characterization of pullulanase AmyAl and pectate lyase PL47 from
geobacilli enabled to detect distinct sets of characteristics of new enzymes
confirming biotechnological applicability. PL47 ability to degrade pectin
from apple pomade was successfully confirmed. AmyA1l and PL47 genes were
successfully cloned. Recombinant enzymes were expressed in Escherichia
coli. A possibility of secretory production of recombinant PL47 applying
yeast for heterologous expression was also evaluated. During in vitro
characterization of recombinant enzymes possibility to modulate enzymes
activity under suboptimal reaction conditions was analysed. The impact of
recombinant AmyAl and PL47 immobilization to main characteristics of
enzymes was successfully determined. Activity modulation of amylase/
pullulanase as well as pectate lyase encoded by geobacilli has been never
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evaluated previously. Immobilization of characterized amylase/pullulanase
and pectate lyase encoded by geobacilli has been never attempted previously.
In order to in silico describe AmyAl and PL47 functional importance
G. thermodenitrificans DSM 101594 genome was successfully sequenced and
annotated. Analysis of newly sequenced G. thermodenitrificans strains
genome ensured not only successful determination of genome main
characteristics but also description of strains ability to utilize different
carbohydrates. Interestingly, annotation of G. thermodenitrificans DSM
101594 genome led to identification of two gene locuses previously
undetected in annotated genomes of geobacilli. In silico analysis of locuses
suggests that they were transmitted to G. thermodenitrificans DSM 101594
genome as a result of horizontal gene transfer. One of analysed locuses is
consisting of clusters of genes encoding enzymes connected with
heteropolysaccharide as well as oligosaccharide utilization. The analysis of
locus structural similarity did not reveal any locuses with similar structure in
annotated genomes of microorganisms. Annotation of pectate lyase PL47 in
G. thermodenitrificans DSM 101594 genome confirmed the hypothesis that
geobacilli encodes pectate lyase. Meanwhile, in silico characterization of
PL47 operonic organization confirmed supposition that geobacilli utilizes
pectin using catabolic cascade identical to pectin utilization cascade typical
for mesophilic bacilli. G. thermodenitrificans DSM 101594 genome
annotation ensured possibility to determine functional importance of AmyAl
and PL47 for strains nutritional adaptivity as well as adaptation to econiches.

Scientific significance

The screening strategy of heteropolysaccharide-degrading enzymes could be
successfully applied for carbohydrate catabolism enzymes determination
from different econiches. Successfully selected enzymes which were only
partially characterized in vitro could be further characterized as well as
evaluated in context of enzyme applicability possibilities. AmyAl as well as
PLA47 characterization results enables to carry on further enzyme introduction
into biotechnological processes and/or apply protein engineering strategies in
order to modify enzyme characteristics. G. thermodenitrificans DSM 101594
genome annotation results enables to use sequence data for geobacilli
phylogeny and/or taxonomy research as well as use annotated genome for
selected enzymes/proteins sequence mining. In silico defined AmyAl and
PL47 functional importance ensures better understanding of nutritional
adaptivity of geobacilli as well as adaptive mechanisms of these moderate
thermopiles to econiche.
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METHODS
1. Enzyme extraction, detection and identification with mass-spectrometry

Total protein fraction from soil samples was extracted according to (7) with
slight modifications. 200 g of soil sample were resuspended in 500 mL of 67 mM
phosphate buffer (pH 6/RT) and stirred 100 rpm at 25 °C. Obtained samples
homogenized by ultrasound sonication (cycle: 5 s pulse/55 s pause, 40 cycles,
20 kHz, 20 % amplitude) maintaining 4 °C. Homogenates were centrifugated
7000xg for 15 min at 4 °C. Supernatant solutions were filtrated. Proteins
precipitated with ammonium sulphate (80 % saturation). Precipitates were
collected by centrifugation 12000xg for 40 min at 4 °C. Protein fraction was
resuspended and dialysed against buffer 50 mM MES-NaOH buffer (pH 6/RT).
Enrichment culture inoculums using soil samples for inoculation (1 g) were
obtained according to (8) and (9) using starch, pectin, pectin from apple
pomace as well as polygalacturonic acid as substrates maintaining media pH
6, 7 or 8. After 24 h of cultivation with shacking 180 rpm at 60 °C, 1 mL of
prepared inoculum was used for inoculation of fresh media. Inoculated
enrichment cultures were cultivated for 24 h under same cultivation
parameters as inoculums. Culture growth was monitored by colony forming
unit (cfu) estimation on solidized media. Culture was isolated from solidized
media supplemented with starch or pectin performing cultivation at 60 °C.
Proteins from enrichment culture cultural fluid were precipitated by
ammonium sulphate as stated previously. Protein fraction was resuspended
and dialysed against buffer 50 mM MES-NaOH buffer (pH 6/RT) or 50 mM
TRIS-HCI buffer (pH 7, 8/RT).

Amylolytic or pectinolytic activity of enzymes from total protein fraction
extracted from soil samples as well as enrichment cultures cultural fluids was
detected by zymography. Proteins were fractionated according to molecular
weight with SDS-PAGE (10) with polymerized 0.1 % (w/v) soluble starch
from potatoes (Sigma-Aldrich) or 0.05 % (w/v) pectin from apples (Sigma-
Aldrich) or polygalacturonic acid (Alfa-Aesar). SDS was washed from
zymographic gels with 2.5 % (v/v) Triton X-100. Zymographic gels were
incubated 2-3 h in 50 mM TRIS-HCI buffer pH 6, 7 or 8 at 60 °C. Amylolytic
activity of enzymes was visualized by staining zymographic gels with iodine,
while pectinolytic activity was visualized by staining zymographic gels with
ruthenium red.

Detected enzymes were identified by mass-spectrometry of proteins
extracted from zymograms slices corresponding to visualized activity zones.
Polypeptide sequences were fractionated by liquid chromatography integrated
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with mass spectrometry (LC-MS/MS) using nanoAcquity (Waters) chromato-
graphy system and Orbitrap Velos (Thermo Electron Corp.) mass spectrometer.
Protein identification was performed at Polish Science Academy
Biochemistry and Biophysics Institute Mass spectrometry laboratory
(Warsaw, Poland). Pure native enzymes subjected to mass spectrometry
identification were purified by hydrophobic interaction chromatography
following general recommendations in context of selected chromatography
technique. Identified protein polypeptide sequences were analysed applying
bioinformatic analysis using servers and tools: NCBI BLAST (11) and NCBI
CDD 3, MEGALIGN from LASERGENE 6 (DNASTAR), dbCAN (12),
InterProScan (13), Pfam 28 (14) as well as SignalP 4 (15).

2. Amplification and cloning of genes of identified enzymes

Primers for genes of identified enzymes amplification as well as cloning were
constructer using PrimerSelect from LASERGENE 6 (DNASTAR)
additionally evaluating primer pair sequences with PCR Primer Stats (16).
Motifs recognized by restriction endonucleases were introduced to primer
sequences if need, while primers used for gene amplification for cloning were
constructed in correspondence to vector architectures. Primers were
synthesized at Metabion International (Planegg, Germany). Total DNA from
soil samples was extracted using ZR Soil Microbe DNA MicroPrep (Zymo
Research) and PureLink Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen) kits.
Genome DNA was extracted from microorganism biomass after cultivation
on solidized media with GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Fisher Scientific). DNA was fractionated by agarose gel electrophoresis.
Nucleic acids were visualized by staining with ethidium bromide.
Concentration of DNA was estimated spectrophotometrically at 260 nm of
wavelength. Gene amplification performed by PCR using DreamTaq Green
PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific). 10 ng of DNA template
was used for amplification. PCR products analysed after sequencing at VU
LSC Biotechnology Institute Sequencing centre (Vilnius, Lithuania).

Enzyme genes were cloned into pET-28c(+) (Novagene) protein
expression vector. Expression constructs were validated by sequencing. Gene
encoding PL47 pectate lyase codon optimized for gene transcription in yeast
variant was also cloned into yeast vectors pPLacZ-Kan and pKLacZ-Kan (17)
ensuring gene integration into yeast protein production strains. PL47 gene
integration in selected yeast expression strains Pichia pastoris SMD1163 and
Kluyveromyces lactis G7799 was confirmed by colony PCR method.
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3. Production of cloned enzymes

Escherichia coli BL21(DE3) strain was used for heterologous overexpression
of recombinant target enzymes. Expression strain transformed with expression
constructs were cultivated on solidified LB media supplemented with 30 ng/mL
of kanamycin 12-14 h at 37 °C. Inoculums were prepared in LB media
cultivating inoculum culture 180 rpm at 37 °C. Inoculation was performed
after 12 h of inoculum cultivation. Cultures for protein production were
inoculated up to 1 % (v/v) and cultivated under same parameters as
inoculums. Protein expression was induced when culture growth reached
OTgo0 0.5 with 1 mM of isopropyl B-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG) for 3 h.
Expression of AmyA1 and PL47 in E. coli BL21(DE3) was optimized. PL47
secretory production was obtained in P. pastoris SMD1163 and K. lactis
G7799 cultivating enzyme production cultures in YPD media 250 rpm for 72 h
at 30 °C. Yield, solubility as well as localization of recombinant target
proteins were evaluated by NDS-PAGE and zymography analysing protein
extracts as well as concentrated protein production cultures cultural fluids.

4. Purification of recombinant enzymes

Recombinant proteins were purified from E. coli BL21(DE3) intracellular
protein fraction. Recombinant AmyAl and PL47 were purified after protein
production at 1 L scale, while other recombinant amylases or pectinases were
purified after protein production at 200 mL scale. After recombinant protein
induction termination expression strain cells were separated from culture
cultural fluid by centrifugation 7000xg for 15 min at 4 °C. Cells were
homogenized by ultrasound sonication (cycle: 5 s pulse/55 s pause, 15 cycles,
20 kHz, 20 % amplitude) maintaining 4 °C. Lysate was separated by
centrifugation 12000xg for 40 min at 4 °C. Heteropolysaccharide-degrading
enzymes were purified combining nickel affinity and anion exchange
chromatography techniques. Enzymes were purified using BioLogic
DuoFlow 40 (Bio-Rad) low pressure chromatography system at RT. 1 mL
Bio-Scale Mini Profinity IMAC (Bio-Rad) column was used for nickel
affinity purification using 20 mM TRIS-HCI pH 7/RT buffer supplemented
with 250 mM NaCl. Enzymes were binding to resin in presence of 10 mM of
imidazole, unspecifically bounded proteins were washed with 25 mM of
imidazole, while proteins were eluted by imidazole gradient from 25 to 250
mM of imidazole at flowrate of 1 mL/min. UNO Q1 or UNO Q6 (Bio-Rad)
columns were used for anion exchange purification using 20 mM TRIS-HCI
buffer adjusting buffer pH/RT according to protein isoelectric point. Proteins
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were eluted by NaCl gradient from 0 to 1 M of NaCl at flowrate of 3 mL/min.
If needed, protein solubility during purification was maintained by (2)4-6 M
of urea. Purified protein samples were dialysed against 50 mM TRIS-HCI
(pH 7/60 °C) or 50 mM MES-NaOH (pH 6/60 °C) bufters. Urea was dialysed
from protein samples stagewise — decreasing urea concentration by 2
M/dialysis stage. His-tag was removed by proteolysis using Thrombin
Cleavage Capture Kit (Novagen). Recombinant PL47 secretory production by
P. pastoris SMD1163 was performed at 1 L scale. Cultural fluid from yeast
cells was separated by centrifugation 7000xg for 15 min at 4 °C, then
concentrated and dialysed against 50 mM TRIS-HCI buffer (pH 7/60 °C).
Enzyme purity and stability were analysed by SDS-PAGE. Enzyme activity
was determined by starch and pectin zymography. Coomassie (Bradford)
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) was used for protein
concentration determination. Pure enzyme concentrations were determined
spectrophotometrically at 280 nm of wavelength using protein extinction
coefficients for protein concentration estimation.

5. Characterization of AmyA1 and PL47 properties

Quantitatively amylase/pullulanase and pectinase enzymatic activity was
evaluated incubating enzymatic reaction for 10 min at 60 °C with dinitro-
salicylic acid (DNS) method (18) spectrophotometrically estimating
concentration of reducing sugars. Pullulanolytic activity was evaluated in
200 pL 50 mM MES-NaOH buffer (pH 6/60 °C) using 0.24 % (w/v) pullulan
(Sigma-Aldrich) and 2 pg pullulanase. Pectinolytic activity was evaluated in
215 pL 50 mM TRIS-HCI buffer (pH 7/60 °C) using 1.4 % (w/v)
polygalacturonic acid (Alfa Aesar) and 9,45 pg pectinase. One unit (U) of
pullulanase or pectinase activity was defined as the amount of enzyme that
released 1 pmol reducing sugars (with maltotriose or monogalacturonic acid
as the standard) per min under the assay conditions specified.

Characterized enzymes enzymatic reaction product variety according to
chain length as well as relative concentration was estimated by thin-layer
chromatography using Silica gel 60 F,s4 plates (Merck). Chromatography was
performed following general recommendation (19). Visualization of AmyA1l
enzymatic reaction products was performed with 20 % (v/v) sulfuric acid in
ethanol solution. 3 % (w/v), while phosphomolybdic acid solution in 10 %
(v/v) sulfuric acid in ethanol was used for visualization of PL47 enzymatic
reaction products.

Temperature influence on rAmyAl and rPL47 activity was evaluated in
4-95 °C interval at pH (6), 7, (8). Thermostability of characterized enzymes
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was analysed incubating protein samples for 30, 60, 210, 270, 340 and 960
min at (50), 60, 70, 80 and (90) °C, pH 6 and 7. Influence of 1 and 10 mM
calcium 1ons for rAmyA1l thermostability was also evaluated. Evaluation of
pH influence on AmyAl and PL47 activity was performed using different
buffers pH 4-10 at 60 °C. Influence of pH on characterized enzymes stability
was evaluated after incubating protein samples pH 4-10 for 60 min at 60 °C.
Effect of metal ions as well as different biotechnologically relevant reagents
on AmyAl and PL47 activity was determined after 60 min incubation at 60
°C,pH 6 or 7.

Substrate specificity of AmyAl and PL47 was determined using different
substrates incubating enzymatic reactions for 10 as well as 960 min at 60 °C,
pH (6), 7, (8). Influence of AmyAl activity was estimated using pullulan
from Aureobasidium pullulans (Sigma-Aldrich), glycogen from bovine liver
(Sigma-Aldrich) and amylopectin (Carl Roth) as substrates, while PL47
activity was estimated using polygalacturonic acid, pectin and carboxymethyl
cellulose (Fluka), sodium alginate (Carl Roth), xylan from Betula pendula
(Sigma-Aldrich) as well as xylan extracted from apple pomace, that was pre-
treated with 10 U/100 mL laccase from Trametes versicolor (Sigma-Aldrich).
Influence of 1 and 10 mM calcium ions for rAmyA1 substrate specificity was
also evaluated. rPL47 enzymatic activity on PGA was also estimated spectro-
photometrically at 235 nm of wavelength. Evaluation of AmyAl and PL47
activity modulation possibilities was performed analysing enzymatic activity
of characterized enzymes under suboptimal reaction conditions in different
combinations. Recombinant AmyA1 and PL47 were immobilized on carriers:
Sepabeads EC-HA/M (Resindion) (20), Sepabeads EC-P/M (Resindion) (21)
and calcium alginate (Carl Roth) (22). Immobilization effect on enzyme
activity as well as substrate specificity and thermostability was determined as
previously stated.

6. Geobacillus sp. PA-3 genome sequencing, annotation and characterization

Geobacillus sp. PA-3 was cultivated in Difco Nutrient Broth (BD Diagnostics)
200 rpm at 60 °C for 8 h. Total DNA was extracted using GeneJET Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific). Total DNA integrity was
estimated by agarose gel electrophoresis. Concentration of DNA was
estimated spectrophotometrically at 260 nm of wavelength. A draft of whole-
genome sequence was obtained using the next-generation sequencing paired-
end 100 cycles sequence reads were generated using Illumina HiSeq2500
system (BaseClear). FASTQ sequence reads were generated using
[MluminaCasava 1.8 pipeline. Reads were assembled using SPAdes Genome
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Assembler 3.1 software. Automated genome annotation was carried out by
using GenDB software (23). The direct manual genome annotation was
performed using InterProScan (13), Pfam 28 (14) and NCBI CCD 3 (24)
servers. Determined genome sequence was compared using EDGAR 8
software (25) with the genome sequences of other Geobacillus species
strains, including the phylogenetically closest strains. Geobacillus sp. PA-3
genome graphical comparison with phylogenetically closest strains
representation was prepared using GView 1.7 (26). Carbohydrate catabolism
enzymes in Geobacillus sp. PA-3 genome were identified using dbCAN
server (12) on the basis of CAZy database (27). Horizontal gene transfer gene
regions in Geobacillus sp. PA-3 genome were identified and annotated using
IslandViewer 4 (28) and NCBI BLAST (11) servers.

7. Characterization of operonic organization of AmyA1 homologue and PL47
genes

Characterization of operonic organization of AmyAl homologue gene and
PL47 gene was based on Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594
genome annotation results. Promotors predicted by BPROM Softberry (29) —
terminators FindTerm Softberry (29) and ARNold (30). Gene attribution to
operons estimated using FGENESB Softberry (29) and MicrobesOnline (31)
as well as Prokaryotic Operon Database (32).

8. Statistical analysis

All measurements were repeated n=3-12. Average means are presented =+
standard deviation. Data were considered as statistically significant for p
values of 0.05 or more.
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RESULTS AND DISCUSSION
1. Starch and pectin degrading enzyme selection

Samples of fertile soil from Botanical Garden of Vilnius University (Vilnius,
Lithuania): D1; D2; D3; D4; D5; D6; PEK (March, 2010) and grasslands near
to Rubinavas village (Silales district, Lithuania): Al; A2; DSP1; IK; J1; J2;
J3; J4; KO1; KO2; KO3; KO4; KOS5; Komp; OP; poL; poLLac; PS1; PS2;
PSP1; RP1; RP2 (November, 2011) we collected in order to select
polysaccharide-degrading enzymes. Enzyme screening strategy consisted of
two simultaneously exploited approaches — enzyme detection in protein
extracts obtained from enrichment cultures as well as detection in protein
extracts directly obtained from soil samples. Detected enzymes were
identified by mass spectrometry. Enzyme screening strategy was validated by
detection of enzyme activity in vitro.

Screening of microorganisms (using 1 g of soil sample for inoculation),
which are able to utilize starch or/and pectin, was successfully performed
exploiting culture enrichment approach. Starch (1 % (w/v)), pectin 0.375 % (w/v)
or apple pomace (1 % (w/v)) serving as sole organic carbon as well as energy
source ensured selective conditions of liquid media used for culture enrichment.
Utilization of polysaccharide was considered as relevant if enrichment culture
biomass growth increasement was reaching >2.5x10° cfu/mL.

Enrichment cultures from soil samples A1 and RP2 were obtained as a
result of starch utilization at pH 6 (Table 1). Pectin as well as pectin from
apple pomace at pH 7 were utilized by microorganisms from enrichment
cultures: DSP1; PEK; poL; PS2 and PSPI, while microorganisms from
enrichment cultures KO4 and KOS5 demonstrated ability to utilize pectin only
at pH 8. Enrichment cultures Komp and OP were utilizing only pectin from
apple pomace at pH 6 and 7. Only enrichment culture PEK were utilizing
pectin as well as pectin from apple pomace at pH 7 and 8 (Table 1).

Starch zymography enabled to detect two thermoactive as well as thermo-
stable amylolytic enzymes ~83 kDa and ~110 kDa in extracellular fraction of
enrichment cultures Al and RP2 (Fig. 1). Zymography using polygalacturonic
acid as a substrate enabled to detect pectinolytic enzymes in extracellular
protein fraction of nine enrichment cultures (Table 1). Enrichment cultures
Komp, OP, PEK, poL, PS2 and PSP1 produced ~50 kDa pectinase at
comparatively high yield (Fig. 2). Three pectinolytic enzymes: ~30, ~55(60)
as well as ~85 kDa were detected in extracellular fraction of enrichment cultures
KO4 and KO5. Microorganisms from enrichment culture DSP1 were producing
highly thermoactive ~50 and ~75 kDa pectinases at comparatively low yield.
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kDa M

Fig. 1. Native AmyAl activity detection
and evaluation of native enzyme
production efficiency in sample of
extracellular proteins of thermophilic
starch enrichment culture Al.

Lanes: 1 — SDS-PAGE profile of enrichment
culture Al extracellular proteins; 2 — starch
zymogram; M — marker PageRuler Unstained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).
Arrows indicate native AmyAl.

kDA M 1 2 3

Fig. 2. Native PL47 activity detection and

evaluation of native enzyme production
efficiency in sample of extracellular proteins of
thermophilic enrichment culture PEK.

Lanes: 1 — SDS-PAGE profile of enrichment
culture PEK extracellular proteins; 2 — native
PL47 identification in SDS-PAGE profile of
enrichment culture PEK extracellular proteins
by direct comparison with PL47 activity zone
PEKpek; 3 — PGA zymogram visualizing

PEKpek activity zone; M — marker PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific).

Detected polysaccharide-degrading enzymes were identified by mass
spectrometry in total protein fraction samples directly extracted from
zymograms. Enzymatic activity was putatively attributed to five identified
proteins from eight total protein fraction samples analysed with mass
spectrometry (Table 1). Protein polypeptide was considered as identified if at
least two oligopeptides marking protein polypeptide sequence were detected
at high reliability (33). Overall numbers of reliably identified polypeptides in
total protein fraction samples were varying from 9 to 37 (Table 1). All
identified polypeptides were analysed in silico determining sequence
homology to biochemically characterized protein as well as conserved
sequence elements. Protein oligomerization possibility was also evaluated.
Prediction of signal peptide sequence as also performed in context of all
identified polypeptides.

Amylolytic activity detected in extracellular fraction of A1 and RP2 was
attributed to different proteins (Table 1). AmyAl activity zone was attributed
to type I pullulanase, that is homologous (83 % similarity) to characterized type
I pullulanase from G. thermoleovorans US105 (EMBL CAC85704.1 (34)).
RP2amy activity zone was attributed to hypothetical protein designated
hGK2898, that is almost identical (99 % similarity) to hypothetical protein
GK2898 from G. kaustophilus HTA426 (DDBJ BAD77183.1). Analysis of
mass spectrometry data enabled to attribute detected pectinolytic activity to
three different proteins (Table 1). DSDpek-2, KO5pek-2, PEKpek and
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PS2pek activity zones were attributed to identified pectate lyase, that is
almost identical (99 % similarity) to characterized pectate lyase PL47
secreted by Bacillus sp. TS47 (EMBL BAB40336.1 (9)). Pectinolytic activity
DSDpek-1 and KO5pek-3 zones were attributed to two low molecular weight
pectinases designated P11 and P10, respectively, that are homologous to
hypothetical proteins annotated in Geobacillus genomes. Protein P11, that is
almost identical (99 % similarity) to hypothetical protein DI43 5 from
Geobacillus sp. G1IMC16 (GenBank EDYO066831.1), was active as
homotetramer. Protein P10, that is almost identical (99 % similarity) to
hypothetical protein GWCH70 0582 from Geobacillus sp. WCH70
(GenBank EDY066831.1) and also homologous (68 % similarity) to
polysaccharide-degrading amylase from Bacillus thermoamylovorans 1A1
(EMBL CEE03027.1), was active as homodimer.

Total protein extracts from all soil samples used for inoculation of
enrichment cultures were extracted in order to directly detect starch or pectin
degrading enzymes produced by soil microorganisms. Using for protein
extraction (7) cooling at ~4 °C as well as stable pH ensured prevention of
protein denaturation. Performed protein extraction from soil samples enabled
successfully to prepare total protein extract from all samples. Protein amount
in obtained extracts varied from 387 to 1608 ng.

Amylolytic activity was detected in RP2 sample protein extract, while
pectinolytic enzymes were identified in D4, IK and RP1 sample protein
extracts (Table 2). Detected enzymes were identified with mass spectrometry.
Overall numbers of reliably identified polypeptides in total protein fraction
extracted from zymogram samples were varying from 2 to 44 (Table 2).
Identified polypeptides were analysed in silico. Enzymatic activity was
putatively attributed to four identified proteins from seven total protein
fraction samples analysed with mass spectrometry (Table 2). RP2amy activity
zone was attributed to hypothetical protein hGK2898 (Table 2), active as
homodimer, that was already detected and identified in RP2 soil sample
(Table 1). Pectinolytic activity of proteins directly extracted from IK soil
sample was attributed to three enzymes (Table 2). IKpek-2 and IKpek-3
activity zones were attributed to homologous proteins designated X17 and X16,
respectively, that are homologous to putative polysaccharide-degrading
amylases annotated in Geobacillus genomes. Protein X17 is almost identical
(99 % similarity) to putative amylase GTNG 3182 from Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 (GenBank ABO68527.1). Protein X16, that is
almost identical (99 % similarity) to putative amylase GWCH70 3172 from
Geobacillus sp. WCH70 (GenBank ACS25830.1), was active as homodimer.
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Pectinolytic activity IKpek-1 zone was attributed to pectinase designated P12,
that is almost identical (99 % similarity) to hypothetical protein GTNG_0378
from G. thermodenitrificans NG80-2 (GenBank ABO65760.1).

Enzyme screening strategy was based on minimization of possible loss of
native polysaccharide-degrading enzymes during extraction as well as enzyme
detection and identification (35), as typically enzymes are produced by
microorganisms in comparatively low amount (36, 37). Implementation of
screening strategy minimization was also necessary as it was also aimed to
detect starch or pectin degrading enzymes from uncultivated microorganisms.
Detection applying zymography and identification of unpurified native
enzymes as well as attribution of identified proteins to detected activity after
in-depth in silico analysis, however, not directly were methodology factors
that could affect overall precision of enzyme screening strategy. Starch or pectin
degrading enzyme selection was validated by performing enzymatic activity
in vitro confirmation of detected and identified enzymes (Table 1 and 2).

Selected polysaccharide-degrading enzymes were cloned into pET series
protein expression vector with T7 promoter. Total DNA extracts from
enrichment cultures as well as soil samples were used as templates for target
gene amplification. Target genes were cloned without coding sequences of
predicted signal peptide. Expression constructs were validated by sequencing.
Successfully cloned target enzymes were expressed in Escherichia coli BL21
(DE3) following general recombinant protein heterologous overexpression
strategy under typically recommended expression parameters.

Recombinant starch or pectin degrading enzymes were successfully
overexpressed. PL47, hGK2898 and P10 were expressed at high yield,
AmyAl, P11 and P12 — at moderate yield, while X17 expression yield was
low (Table 3). AmyAl and hGK2898 remained soluble in expression strains
cytoplasm. Pectinases P11 and P12 were moderately soluble in expression
strains cytoplasm, while PL47, P10 and X17 were only detected in as insoluble
in expression strains cytoplasm (Table 3.). Soluble expressed recombinant
enzymes were purified to near homogeneity successfully combining nickel
affinity and anion exchange chromatography techniques. In order to confirm
enzymatic activity of recombinant enzymes zymography was applied using
starch or polygalacturonic acid as substrates. Enzymatic activity confirmation
was performed using 50 pg of recombinant pure enzyme for zymography.

Recombinant AmyA1 and hGK2898 amylolytic activity was successfully
confirmed in vitro. hGK2898 was active only as homodimer. Recombinant
PL47 and P12 pectinolytic activity was successfully confirmed in vitro as well,

while recombinant P10, P11 and X17 were not enzymatically active under
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activity assay conditions. Enzyme screening strategy was independently
validated by successful detection and identification of native pectate lyase
PLA47 purified from extracellular protein fraction of enrichment cultures PEK
and PS2 (Fig. 2).

Starch and pectin degrading enzyme selection results enabled to prioritize
detected and identified AmyAl amylase/pullulanase and PL47 pectinase/
pectate lyase for detailed characterization and biotechnological potential
evaluation. In order to describe native PL47 production control as well as
genomic and operonic organization of gene encoding this pectate lyase
genome sequencing and annotation of PA-3 strain was prioritized. PA-3 was
isolated (38) from PEK soil sample. According to 16S rRNA gene
phylogenetic analysis PA-3 strain belongs to Geobacillus genus. PA-3
produces secreted thermoactive/thermostable pectate lyase which molecular
weight corresponds to molecular weight of native PL47 (38).

2. Thermoactive and thermostable AmyA1 pullulanase

Pullulanase AmyA1l gene was 2181 bp in length (GenBank accession no:
KF192948.1) coding protein of 726 amino acids in length (GenBank
accession no: AGW21593.1). Molecular weight was calculated to be 81.7 kDa.
Enzyme gene was amplified using total DNA extract from enrichment culture
of Al soil sample as template. AmyA1l are homologous to type I pullulanases
from Geobacillus. Similarity of 99.2 and 99.3 % was determined when AmyA|1
sequence was compared with putative pullulanases from G. thermodenitrificans
NG80-2 (GenBank ABO68076.1) and Geobacillus sp. G11MC16 (GenBank
EDY05272.1). AmyA1l sequence was 82.9 % similar to characterized PULU105
pullulanase from G. thermoleovorans US105 (EMBL CAC85704.1 (34)).
Conserved sequence motifs and regions indicates that AmyAl is an active
glycoside hydrolase (identified catalytic residues: D280, E286 and E306) of
CAZy family GH13 subfamily 14 (pfam00128 (14)). Family GH13 consists
of pullulanases as well as amylolytic glycoside hydrolases (27). AmyAl
conservative motifs also enable to predict that AmyAl is not secreted (signal
peptide was not identified in AmyAl sequence) type I calcium-dependent
(identified calcium ion coordinating residues: D280, E286 and E306)
pullulanase.

Recombinant AmyAl (rAmyAl) was successfully soluble expressed by
E. coli BL21 (DE3) at moderate yield. Obtained yield as well as observed
solubility of recombinant protein corresponds to typical results of recombinant
pullulanases heterologous overexpression (39, 40). rAmyAl molecular
weight corresponded to calculated, while oligomerization of recombinant
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protein as typical for type I pullulanases from Bacillus and Geobacillus (40)
was not determined. Recombinant pullulanase was purified 29-fold to near
homogeneity successfully combining nickel affinity and anion exchange
chromatography techniques. Purification was performed using buffers
supplemented with 0.5 mM EDTA in order to inhibit expression strain
proteases. Approximately 2.1 mg of purified AmyAl pullulanase with a
specific activity of 134.3 U/mg was obtained.

rAmyAl was active in the temperature range of 4-95 °C. Optimum
temperature was determined to be 60 °C with 87.11 % and 81.36 % of
activity at 50 and 70 °C, respectively (Fig. 3). 13.94 and 9.45 % of activity
were detected at 4 and 95 °C, respectively. AmyAl was effectively active
(240 % activity) in temperature range 40-80 °C, what characterizes AmyA|l
as pullulanase with one of the widest temperature range observed (41). The
curve of temperature influence on rAmyAl pullulanolytic activity measured
at pH 6 and 7 demonstrated slightly sharper decrease of enzymatic activity
above 60 °C (Fig. 3), as typical characteristic for type I pullulanases from
Geobacillus as well as other thermophiles (41, 42). Observed AmyAl
temperature optimum confirmed thermoactivity of characterized type I
pullulanase, however AmyAl temperature optimum is one of the lowest
between type 1 pullulanases from thermophiles (41). Characterized
PULUS105 pullulanase from G. thermoleovorans US105 was most active at
75 °C (34). rAmyA1 was thermostable at 60 °C for 340 min showing 84.54 %
residual activity (Fig. 4). At 70 °C, only 24.73 % of activity was detected
after incubation for 30 min. The enzyme was not stable at 80 °C, complete
inactivation was recorded after 15 min of incubation (data not shown). It

100

80

60
——pH 7

——pH 6
40

relative activity, %

20

0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

temperature, °C

Fig. 3. Effect of temperature on AmyAl pullulanolytic activity. The effect was assayed at
temperatures ranging from 4 to 95°C under pH 6 and 7. 100 % specific activity — 134.3 +
0.003 U/mg.
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should be noted that 1 and 10 mM of Ca®" had no effect on thermostability of
rAmyAl (Fig. 4). This is in contrast with PULUS105 as well as most of
thermoactive/thermostable pullulanases which typically require Ca®" for its
stability at high temperatures (34). Thermostability of AmyAl was moderate
if compared with characterizes thermoactive type I pullulanases (42, 43).
PULUSI105 pullulanase from G. thermoleovorans US105 had half-life
duration of 4 hours at 70 °C (34).

Pullulanolytic activity of rAmyAl was observed pH 4-10 (Fig. 5).
Optimum pH was determined to be pH 6 — determined pH optimum is typical
for type I bacterial pullulanases including those of Geobacillus (41). AmyAl
was demonstrating slight shift to more alkaline part of pH range. ~26 % of
rAmyAl activity was retained at pH 4 and 10 (Fig. 5). Characterized
pullulanase was effectively active (240 % activity) in pH range of pH 5-9
demonstrating one of the widest pH range of activity determined for
characterized pullulanase from thermophiles (42). Pullulanase AmyAl was
stable in pH range of pH 6-8 for 60 min at 60 °C. 12-19 % of activity was
retained at pH 4-5 and 9-10 (Fig. 6). rAmyAl was slightly more stable in
alkaline part of pH range, what corresponds to observed AmyAl higher
enzymatic condition under slightly alkaline conditions. Determined AmyA 1
higher activity/stability at slightly alkaline conditions was not expected as
most of characterized pullulanases demonstrating activity pH optimum pH 6-7
typically tend to be more active at slightly acidic conditions (41, 42).

——50"C

== G60°C with 1 mM
calcium chloride
==dr==60"C with 10 mM
calcium chloride
b 70°C

80 A

i 70°C with 1 mM
calcium chloride

e 70°C with 10 mM
calcium chloride

residual activity, %
=Y
o

60°C immobilization on
S-b EC-HA/M

60°C immobilization on
S-b EC-EP/M

E 60°C immaobilization on
1 Ca-algin

v

[
(=3

0

0 30 60 L2100 270 340 960
time, min

Fig. 4. Effect of temperature on AmyAl stability and influence of calcium ions or
immobilization on pullulanases thermostability. The thermostability of recombinant
pullulanase free or immobilized was investigated after incubation of the enzyme solutions in
absence of a substrate for 30, 60, 210, 270, 340 and 960 min at 60 or 70°C under pH 6.
Influence of calcium ion to AmyATl thermostability was investigated by adding 1 or 10 mM
of calcium chloride to enzyme solution. 100 % residual activity — 134.3 £+ 0.003 U/mg.
Abbreviations: S-b EC-HA/M — Sepabeads EC-HA/M immobilization support, S-b EC-EP/M —
Sepabeads EC-EP/M immobilization support, Ca-algin — calcium alginate.
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The effects of different metal ions and other reagents on the recombinant
pullulanase are shown in Table 4 and 5, respectively. The presence of Na
and K" at a concentration of 1 and 50 mM did not affect activity of the
recombinant pullulanase as typical for glycoside hydrolases (44). Addition of
Li", Ba’" and Ca*" had also no effect. Typically, type I pullulanases are
significantly stimulated in vitro by Ca*" ions (45). Pullulanolytic activity of
PULUSI105 pullulanase from G. thermoleovorans US105 was increased by
44 % in presence of Ca*" ions. Calcium ions typical has stimulating effect on
activity of thermoactive type I pullulanases as a result of calcium ion role in
structural stabilization of pullulanase structural integrity, especially, at high
temperatures (46). Addition of divalent cations: Co”", Cu*", Ni*", Sn*", Zn*"
as well as trivalent cation Fe’*, at a concentration of 1 mM, reduced the
pullulanase activity by more than 44 %. Outlined metal ions typically reduced
enzymatic activity of pullulanases (46). Divalent cations Mg”" and Mn*",
known to have stimulating effect on pullulanases (41), as well as Brij 35, Brij
58 and glycerol (at a concentration of 0.1% (v/v)) had a stimulating effect on
AmyAl enzymatic activity. Incubation in the presence of surfactants Tween-20,

Tween-40, Tween-60 and Tween-80 as well as Triton-X100 reduced activity
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Table 4. Influences of metal ions on AmyA1 pullulanolytic activity

Metal salt Concentration Relative activity, %
Control - 100*
i 37+0.
LiCl 1 mM 100.37 £ 0.46
103.99 + 1.04
NaCl
50 mM 99.65 +1.93
MgCl, 113.82+0.53
KCi I mM 101.63 £2.41
50 mM 99.07 £1.79
1 mM 102.93 £0.19
1
CaCl, 10 mM 99.50 = 2.02
MnCl, 139.48 £1.97
FeCl; 2243 +1.79
CoCl, 55.13 +1.87
NiCl, 41.95+2.48
1 mM
CuCl, 18.45 +2.31
ZnCl, 16.16 +1.63
SnCl, 5292 +3.77
BaCl, 101.26 +£0.25

*100 % AmyAl specific activity at optimal reaction conditions — 134.3 + 0.003 U/mg.

of AmyAl. Enzyme activity was completely eliminated by SDS and 1 %
Triton-X305. Typically, pullulanases are less active in presence of detergents
then AmyATl (39). Out of reducing reagents, only DTT had positive effect on
AmyAl activity, while both TCEP and 2-mercaptoethanol had no effect on
AmyAl enzymatic activity. Reductors typically stimulate pullulanases
activity (47). AmyAl had exceptional stability during incubation in presence
of 0.1 and 4 M urea as well as 0.1 M guanidine-HCl when compared with
other type I pullulanases from thermophiles (48). PULUS105 pullulanase
from G. thermoleovorans US105 demonstrated only 10 % of activity in
presence of 10 mM urea (34). Solvents reduced AmyAT1 activity moderately.
0.1 and 1 % (v/v) glycerol had no significant effect on characterized
pullulanase activity. Comparatively high activity in presence of most tested
reagents outlines AmyA1 biotechnological potential.

Pullulanase AmyAl was active against pullulan, glycogen and soluble
starch (Table 6). Outlined substrates have a-1,6 glycosidic linkages in their
structure (4). Characterized pullulanase was not hydrolysing amylopectin
(data not shown). The highest activity was determined for pullulan, and the
lowest activity was observed for starch. Removal of His-tag from the
recombinant enzyme enhanced the activity against all substrates, however
had no effect on AmyAl substrate specificity. Although Ca*" did not affect

activity of His-tagged AmyAl, it stimulated activity of the enzyme after
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Table 5. Influences of different reagents on AmyAT1 pullulanolytic activity

Reagent Concentration Relative activity, %
Control - 100*
Dithiothreitol 116.36 £ 0.47
Tris(2-carboxyethyl)phosphine 1 mM 99.62 +0.28
p-mercaptoethanol 97.52+3.02
v 01M 91.15+ 056
rea AM 88.85 - 1.74
Guanidine HCI 1 mM 9150 +2.67
0.1°
SDS X7 % ND**
0
DAMSO 0.1% 9463125
Lo, 8123 £3.07
Methanl ° 91.51 +0.59
ethano 5% 87.57=0.52
Ethanol 1% 9741+ 043
ano 5% 91.87+09
Ethvlene elveol 0.1% 96.56 + 1.05
ylene glyco 1% 95.96 + 0.92
Giveeral 0.1% 109.39 + 0.85
yeero 1% 98.74 + 1.06
riton X100 0.1% 9571+ 291
riton & 1% 89.85+2.78
riton X305 0.1% 4174146
riton X-. 1 % ND
Fween 20 0.1% 7711 +1.99
ween 1% 7045 +2.04
Tween 40 0.1% 53.07 238
ween 1% 4568 £2.82
Tween 60 0.1% 5395+ 1.67
ween 1% 52.95+2.6
Tween 80 0.1% 73.24 + 3.85
ween 1% 5120+242
Brij 35 113.11+0.74
1 mM
Brij 58 112.10 £ 0.49

*100 % AmyAl specific activity at optimal reaction conditions — 134.3 £ 0.003 U/mg;
**ND — not detected.

removal of His-tag against all substrates. Comparing stimulating effect of
1 mM Ca®" on AmyAl without His-tag with stimulating effect of 10 mM
Ca”" on enzymes activity dependence close to linear was observed (Table 6).
Products of enzymatic degradation of polysaccharides used for AmyAl
substrate specificity determination were analysed by TLC (Fig. 7). Results of
hydrolysis reaction fractionation by TLC confirmed complete conversion of

pullulan to maltotriose by AmyAl, while long chain oligosaccharides were
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detected when AmyAl was hydrolysing glycogen and starch at optimal
reaction conditions. Biotechnological potential of AmyAl was also
confirmed by successful enzyme pullulanolytic activity modulation — AmyA|l
was able to hydrolyse pullulan to long chained oligosaccharides under
suboptimal reaction conditions. Substrate specificity determined for AmyAl
fully confirmed enzymes ability to catalyse hydrolysis only a-1,6 glycosidic
linkages, while remaining inert in context of o-1,4 glycosidic linkages.
AmyAl specificity towards o-1,6 glycosidic linkages confirms in silico
predicted AmyA1 attribution to type I pullulanases (27). Confirmed AmyA|l
debranching activity in context of glycogen as well as starch is also typical
for type I pullulanases and could be exploited for biotechnology (4).
ms+AmyAl immobilization stimulated enzymatic activity. Characterized
enzyme immobilized on Sepabeads EC-HA/M and Sepabeads EC-EP/M
carriers demonstrated activity 27.13 % and 8.43 % higher, respectively.
Immobilization on calcium alginate increased AmyAl activity, however
stimulating effect was weak — only 2.4 %. Positive effect, varying between
M 1 2 3 4 5 6 M 7 M ~3-22 %, of His-tag removal
on enzymatic activity was also
observe  while  comparing
pullulanolytic  activity  of
ms+AmyAl with g AmyAl
immobilized on same carrier.

3

-

L
|
a8

Immobilization = moderately

increased AmyAl thermo-

. 2y & % ¢ stability (Fig. 4). Sharp loss of

thermostability of immobilized

Fig. 7. TLC apalysis of AmyAl hydrolysis products. AmyAl was observed at
Lanes (applying 5 pL of sample): 1 — pullulan®; o

2 — products of pullulan hydrolysis** with AmyAl; teémperature above 70 °C.

3 — glycogen; 4 — products of glycogen hydrolysis Immobilization  effect on

with AmyAl after reaction incubation for 960 min;

5 — starch; 6 — products of starch hydrolysis with

AmyAl after reaction incubation for 960 min; pullulanases was analysed

7 — products of pullulan hydrolysis with 0.8 pg of

AmyAl after reaction incubation for 5 min under pH | . .
9 at 60°C; M — mixture of standards (10 mg/mL Immobilization was substantially

each): G1 — glucose, G2 — maltose, G3 — maltotriose. increasing thermostability of
*10 mg/mL; **applying optimal reaction conditions.

thermoactive / thermostable

only sporadically, typically

immobilized pullulanases and
was reducing enzymatic activity of these glycoside hydrolases (49, 50). Even
though immobilization did not increase AmyAl thermostability, however
characterized pullulanases activity was even stimulated by immobilization

what outlined AmyA|1 biotechnological potential.
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Table 6. Substrate specificity of AmyAl and influence of Ca*" on enzymatic activity
against different substrates

Relative activity, %
Substrate 060 10 min | 960 min | 10 min | 960 min
10 min min 1 mM 1 mM 10 mM 10 mM
CaClz CaClz CaClz CaClz
Pullulan | 100* ok 10293 | - 99.50 -
AmyAl
with Glycogen | 34.51 4359 | 32.55 43.36 31.92 43.13
His-tag Solubl
OIuvle ND*** | 21.60 | ND 19.73 ND 19.04
starch
AmyA1 | Pullilan | 10544 |- 113.14 | - 121.12 | -
after
removal | Glycogen | 48.13 5040 | 53.49 57.08 56.54 59.65
of
His-tag | S°lble | \py 2435 | ND 28.78 ND 32.05
starch

*100 % AmyAl specific activity at optimal reaction conditions — 134.3 = 0.003 U/mg;
** < —not determined; **ND — not detected.

3. Thermoactive and thermostable PL47 pectate lyase

Pectate lyase PL47 gene was 1326 bp in length (GenBank accession no:
WP _060475609.1) coding protein of 441 amino acids in length (GenBank
accession no: KQB94501.1). Molecular weight was calculated to be 50.2 kDa.
Enzyme gene was amplified using total DNA extract from G. thermodenitrificans
DSM 101594 culture as template. PL47 is almost identical (99.8 % similarity)
to secreted pectate lyase PL47g, 1547 from Bacillus sp. TS47 (EMBL
BAB40336.1 (9)). Compared enzyme polypeptide sequences differ only by
one amino acid — R30 is determined in PL47 sequence, while H30 is found in
PLA47g, 1547 sequence (9). Pectinases homologous to PL47 are not annotated in
Geobacillus genomes. Putative pectate lyases in Bacillus genomes are
annotated, however outlined putative enzymes are only 45-60 % similar to PL47.
Characterized pectate lyase PL47 was 54.2 % similar to pectate lyase Pel168
(PelA) from Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 (GenBank CAB12585.1
(51)). Conserved sequence motifs and regions indicates that PL47 is an active
polysaccharide lyase (identified catalytic residues: K260, R288 and R296) of
CAZy family PL1 subfamily 6 (pfam00544 (14)). PL47 conservative motifs
also enable to predict that PL47 is secreted (signal peptide was identified in
PL47 sequence) calcium-dependent (identified calcium ion coordinating
residues: D214, D254 and D258) thermostable and thermoactive pectinase.
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Conserved sequence residues: A40, G45, 186, V88, T91, 192, R186, 1266,
F316 typical for thermoactive and thermostable CAZy PL1 family pectate
lyases (52) were confirmed in PL47 sequence. sp.PL47 molecular weight was
calculated to be 47.3 kDa.

sp.PL47 was heterologously overexpressed by E. coli BL21(DE3) at high
yield. Unfortunately, recombinant enzyme was observed only in insoluble
fraction. PL47 expression optimization was not successful as no tested conditions
ensured soluble expression of recombinant enzyme in E. coli BL21(DE3).
Aggregation complete eliminated PL47 enzymatic activity. Recombinant
sp.PL47 molecular weight corresponded to calculated. Expressed enzyme was
not demonstrating oligomerization. Characterized PL47gq, 1547 is also monomeric
pectate lyase (53). Pectate lyases heterologously overexpressed in E. coli as
well as Bacillus expression strains typically remain soluble in cytoplasm of
expression strains (54, 55). Secretory production in bacteria as well as in
yeast was also successfully exploited for recombinant pectinase production
(56). Recombinant PL47g,, 1547 Was secreted from Bacillus subtilis expression
strain MI112 at moderate yield (53). PL47 secretory production was
successful using yeast expression strains. Pichia pastoris SMD1163 and
Kluyveromyces lactis G7799 at moderate yield secreted recombinant sp. PL47
(Table 7). Characterized enzyme expressed in yeast was stable and soluble
demonstrating molecular weight corresponding to calculated. PL47 expressed
in yeast was not demonstrating oligomerization. Recombinant PL47 secretory
production yield directly depended not only from used yeast expression
strain, but also from composition of integratory cassette with PL47 gene
(Table 7). Outlined results were expected as sequence architecture of
integratory cassette directly influences incorporation efficiency of target
protein gene into yeast expression strain genome (17). PL47 secretory
production yield were comparatively low if compared with native PL47
secretion from G. thermodenitrificans DSM 101594 or secretory production
in yeast of other characterizes pectate lyases (56, 57).

PL47 expressed by E. coli BL21(DE3) was solubilized with 6 M urea. Out
of tested solubilization agents only 6-8 M urea as well as 0.5 M imidazole was
effectively solubilizing recombinant enzyme. Recombinant lyase was purified
22-fold to near homogeneity successfully combining nickel affinity and anion
exchange chromatography techniques. Purification was performed using
buffers supplemented with 2-6 M urea in order to maintain recombinant
enzyme soluble. Dialysis against sample buffer supplemented with 7 mM of
imidazole was performed after purification. Pure pectinase remained soluble

after dialysis. Used imidazole concentration selected as a result of buffer
161



Table 7. Efficiency of PL47 secretory production in yeast

Secretory | Relative

q . Integration cassette structure production |secretory

Expression strain N, :
yield*, production
U/mL yield, %

Geobacillus - 1.27 28.4

thermodenitrificans

DSM 101594

(native PL47

secretion)

Pichia pastoris optimized PL47 sequence without signal |3.44 76.9

SMD1163 peptide

optimized PL47 sequence without signal |4.47 100

peptide with N-terminally attached
sequence of Saccharomyces cerevisiae
o factor and sequence recognized by

keksin protease (Kex?2)
Kluyveromyces optimized PL47 sequence without signal |2.78 62.2
lactis G7799 peptide with N-terminally attached

sequence of S. cerevisiae a factor and
Kex2 sequence

optimized PL47 sequence without signal | 1.21 27
peptide with N-terminally attached
optimized sequence of S. cerevisiae
o factor and Kex2 sequence

optimized PL47 sequence without signal |1.14 25.5
peptide with N-terminally attached
sequence of Kluyveromyces lactis o factor
and 2xKex2 sequence

*Efficiency of PL47 secretory production was evaluated performing cultivation of indicated
strain cultures using 500 mL of media. Evaluation of native PL47 secretion efficiency by
G. thermodenitrificans DSM 101594 was performed when culture reached ODgy, 0.7, what
corresponds to late exponential culture growth phase. Evaluation of PL47 secretory production
in yeast was performed when cultures reached ODgy 50-60 (late exponential growth phase).
condition optimization (data not shown) effectively ensured recombinant
protein solubility but had not measurable impact on pectate lyase activity
(data not shown). Approximately 20.9 mg of purified PL47 pectate lyase with
a specific activity of 611.9 U/mg was obtained. Recombinant PL47 expressed
in yeast was not purified: PL47 secretory production from P. pastoris
SMD1163 ensured recombinant enzyme purity near to homogeneity. Secreted
pectate lyase was stable and soluble. Functional purity of secreted PL47 was
also successfully confirmed. Approximately 3.8 mg of pure PL47 pectate lyase
with a specific activity of 593.4 U/mg was obtained by secretory production.
rPL47 was active in the temperature range of 20-80 °C. Determined
temperature influence on pectate lyase PGA degradation and pectinolytic
activity was corresponding. Optimum temperature was determined to be 60 °C
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(Fig. 8a). Observed temperature optimum is 10 °C lower than characterized
for native PL47 as well as recombinant PL47g, 1547 (53). Characterized pectate
lyase from Bacillus, homologous to PL47, is most active 50-70 °C (58).
Temperature influence on rPL47 activity characteristics corresponds to
PL4754, 1547 as well as was observed for thermoactive pectate lyases from
Bacillus subtilis WSHBO04-02 and Bacillus tequilensis SV11 (59).
Characterized PL47 pectate lyase was effectively active (=40 % activity),
combining temperature influence on PGA degradation and pectinolytic
activity results, in temperature range 30-60(70) °C, at pH 7 and 30(40)-60 °C,
at pH 8 (Fig. 8a and 8b), what characterizes PL47 as pectate lyase with one of
the widest temperature range observed (27). PL47gg,1s47 demonstrated
effective activity at narrow temperature range — 60-75 °C (53). Pectinases
from Bacillus typically demonstrate effective activity at temperature range not
exceeding 20 °C (60). Temperature influence on enzymatic activity of sp PL47
expressed in yeast was similar (data not shown). His-tag sequence
significantly reduced rPL47 thermostability (Fig. 9). ms+sp.PL47 lost more
than 40 % of PGA degradation activity after incubation for 60 min at 60 °C.
Recombinant enzyme activity was completely eliminated after 60 min
incubation at 90 °C (Fig. 9). When His-tag sequence was removed by
thrombin proteolysis sp.PL47 in vitro demonstrated thermostability fully

100 a 100 b
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—a—pH7 ——pH 7

40
~@=pH 8

—&-pH 8

relative activity %
g
relative activity, %

30 1 20

0
0
0 10 20 30 4 50 60 70 & %0 100 0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
temperature, °C temperature, °C

Fig. 8. Effect of temperature on PL47 PGA (a) and pectin (b) degradation activity. The effect
was assayed at temperatures ranging from 10 to 90°C under pH 7 and 8.
100 % specific activity — 611.9 = 0.012 U/mg.

120 Fig. 9. Effect of temperature on

o e PL47 stability and influence of

¢ His-tag sequence or

“‘; %0 —B—PLAT without HIS-tag immobilization on pectate lyases

Z% . —armPL47 sacreted by Picha the.rn'lostability. 100 % residual

= pastoris SMD1163 activity — 611.9 = 0.012 U/mg.
% " T e en Abbreviations:
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corresponding to G. thermodenitrificans DSM 101594 optimal growth
temperature (38). Negative influence of affinity tag sequences on
thermostability was reported but is not typical (61). PL47 is substantially
more thermostable than PL47gg, 1547 (53). p.PL47 1s most thermostable
among characterized pectate lyases from mesophiles as well as moderate
thermophiles, however, is less thermostable that pectinases from
hyperthermophilic bacteria (62).

rPL47 degraded PGA pH 4-9 and demonstrated pectinolytic activity pH 6-9
(Fig. 10a and 10b). Characterized PL47 PGA degradation optimum pH was
determined to be pH 7, while optimum pH for pectinolytic activity was
determined to be pH 8. Determined PL47 activity pH optimum corresponds to
native PL47pg, 1547 (53). Typically, pectate lyase from Bacillus as well as
Geobacillus are most active at pH 9-10 (63). Characterized pectinase was

100 ) a 100 A b
® 80 ® 80 4
£ g
% 60 =50 mM Na-acetate .3 60 =450 MM Na-acetate
; w=fi=50 mM MES-NaOH ; =850 mM MES-NaOH
5 40 =dr—50 mM Tris-HCI 3 7 =50 mM Tris-HC
o [
= 20 —@=50 mM NaOH-glycine = 20 4 ~@=50 mM NaOH-glycine
0 0 4 3
4 5 6 7 8 9 10 4 5 6 7 8 9 10
pH pH

Fig. 10. Effect of pH on PL47 PGA (a) and pectin (b) degradation activity. The effect was
assayed using different buffers at 60°C for 240 min at pH raging from pH 4 to 10.
100 % specific activity — 611.9 + 0.012 U/mg.

effectively active (=40 % activity) pH range of pH 7-8, what also fully
corresponds to effective activity range of PL47g, 1547 (53). Comparatively
narrow effective activity pH range is typical for Bacillus pectate lyases (56).
Influence of pH on enzymatic activity of ys:sp.PL47 and sp.PL47 was almost
identical — His-tag sequence was not influencing enzymes PGA degrading or
pectinolytic activity dependence on pH (data not shown). Pectate lyase PL47
was stable in pH range of pH 4-9 for 60 min at 60 °C. Determined PL47 fully
corresponds to PL47g,, 1547 pH stability (53). His-tag sequence significantly
influenced enzymes pH stability — y5:5p.PL47 was stable only in pH range of
pH 6-7 for 60 min at 60 °C (Fig. 11). 15.5p.PL47 stability in acidic as well as
in alkaline part of pH range was similar, while ys.sp.PL47 was slightly more
stable under acidic conditions.

The effect of different metal ions and other reagents on the yy5.5p.PL47 is
shown in Table 8 and 9, respectively. The presence of Na” and K' at a
concentration of 1 and 50 mM did not affect activity of the recombinant lyase,
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while Li"
rPL47
Divalent cations Ca”" and Mg”*

increased
activity.

slightly
enzymatic

at concentration 1 mM had a
significant stimulating effect on
PLA47 activity — 190 and 11 %,
respectively. However, 10 mM
of Ca”" reduced PL47 activity by
11 %. Addition of divalent
cations: Ba*", Mn?', Co*", Cu*",
Ni**, Sn*" as well as trivalent
cation Fe’", at a concentration of
1 mM, reduced the pectate lyase

residual activity, %

=4=—PLAT7 with HI5-tag
==PL47 without HIS-tag

Fig. 11. Effect of pH on PL47 stability and impact
of His-tag sequence on enzyme pH stability. The
effect was assayed at 60°C for 240 min at pH
raging from pH 4 to 9. Residual PL47 without
His-tag PGA degradation activity at pH 7 was

99.35 % —607.9 £ 0.011 U/mg.

activity by 20-70 %. Zn®" almost completely eliminated activity of

characterized pectate lyase, determined enzymatic activity in presence of 1 mM

of outlined cation was only 11 %. Different metal ions were affecting PL47
activity similarly as described for PL47gq, 1547 (53). Calcium-ion significant
stimulating effect on PL47 activity in vitro was expected as in silico analysis
was indicating PL47 as calcium-dependent pectate lyase. Moderate inhibitory
effect of Ca®" at oversaturating concentrations is also typical for calcium-
dependent pectate lyases (59). Optimal Ca® concentration for activity

Table 8. Influence of metal ions on PL47 PGA degradation activity

Metal salt Concentration Relative activity, %
Control - 100*
LiCl 1 mM 105.93 +0.14
NaCl 101.08 +£0.35
50 mM 99.66 +0.72
MgCl, 1 mM 111.42 +0.90
KCl 99.61 £ 0.67
50 mM 99.75 +1.29
CaCl, 1 mM 287.67 +1.38
10 mM 82.14 £2.55
MnCl, 1 mM 76.02 +1.43
FeCl; 32.88 £3.06
CoCl, 87.50 +£2.44
NiCl, 80.78 £0.99
CuCl, 64.09 +1.19
ZnCl, 10.35+1.63
SnCl, 78.00 + 3.42
BaCl, 36.16 + 1.81

*100 % PLA47 specific activity at optimal reaction conditions — 611.9 + 0.012 U/mg.
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Table 9. Influences of different reagents on PL47 PGA degradation activity

Reagent Concentration Relative activity, %
Control - 100*
Dithiothreitol 1 mM 100.22 £ 1.02
Tris(2-carboxyethyl) phosphine 99.76 £ 0.67
p-mercaptoethanol 99.52+2.11
Urea 0.1M 89.17+1.30
4M 32.04 +£4.25
Guanidine HCI 1 mM 90.83 +£0.74
SDS 0.1 % ND**
1%
DMSO 0.1 % 106.52 £ 1.85
1% 114.37 £2.01
Methanol 99.70 £0.37
5% 97.11 £0.84
Ethanol 1% 100.25 +0.59
5% 93.58+1.23
Ethylene glycol 0.1 % 99.09 +2.40
1% 101.43 £4.86
Glycerol 0.1 % 105.66 + 1.35
1% 103.74 £ 1.63
Triton X-100 0.1 % 92.53 £1.26
1% 87.12+£3.56
Triton X-305 0.1 % 65.78 £3.12
1% 48.64 £2.33
Tween 20 0.1 % 114.98 £4.34
1% 82.47 £3.59
Tween 40 0.1 % 120.88 £3.21
1% 73.73 £2.60
Tween 60 0.1 % 98.39 +2.86
1% 7042 +2.19
Tween 80 0.1 % 96.87 +£2.07
1% 69.50 £2.61
Brij 35 1 mM 97.49 +£1.94
Brij 58 93.61 +2.73

*100 % PLA47 specific activity at optimal reaction conditions — 611.9 = 0.012 U/mg;
**ND — not detected.

stimulation of pectate lyases varies between 0.4-1(2) mM (59). Different
divalent metal ions effect activity of thermoactive and thermostable pectate
lyases quite differently even if characterized pectinases are homologous (64).
Reductors had no influence on PL47 activity. 1| mM Brij 35, Brij 58
concentration slightly reduced PL47 activity. 100 mM urea as well as 1 mM
guanidine-HCl ~10 % inhibited PL47 enzymatic activity. 4 M urea

significantly reduced enzymes activity by almost 70 %, while NDS completely
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eliminated PL47 activity. Incubation in the presence of surfactants Tween-20,
Tween-40, Tween-60 and Tween-80 as well as Triton-X100 and Triton-X305
reduced activity of PL47. Solvents had no effect on PL47 activity even at
higher tested concentration. DSMO significantly reduced PGA degrading
activity of PL47. Characterized enzyme activity was not reduced by 0.1 or 1
% (v/v) glycerol. Lower tested concentration of glycerol even slightly stimulated
PL47 activity. Influence of reagents on thermoactive and thermostable
pectinases has been analysed sporadically (64). Comparatively high activity
in presence of most tested reagents outlines PL47 biotechnological potential.
rPL47 degraded PGA, pectin and pectin from apple pomace (Table 10).
Characterized enzyme was not active against carboxymethyl cellulose,
calcium alginate and xylan (data not shown). ps.sp.PL47 demonstrated
highest activity when PGA was used as a enzymatic reaction substrate, while
pectate lyase degraded pectin and pectin from apple pomace ~35 % and ~65 %,
respectively, less effectively. Different methylation level of pectin and pectin
from apple pomace resulted in significant enzyme activity efficiency
difference comparing pectin and pectin from apple pomace disruption.
Typically, pectate lyases are less active against highly methylated pectin from
raw biomass (64). Comparison of enzyme activity results determined at
prolonged enzymatic reaction incubation times confirmed that polysaccharide
substrates effectively stabilize PL47 at high temperatures. PL47 activity and
substrate specificity characterization confirmed in silico attribution of
enzyme to pectate lyases. Characterized enzyme degraded o-1,4-glicoside
linkages via [-elimination mechanism. Typically, endopolygalacturonate
transeliminases disrupt PGA chain randomly in context of a-1,4-glicoside
linkages (59). Detection of longer than digalacturonic acid oligosaccharides
in PL47 enzymatic reactions mixtures confirmed, that PL47 disrupts PGA
randomly  attacking  glycosidic  linkages. PL47g4,1s47 1s  also
endopoligalacturonate transeliminase degrading substrates to digalacturonic
acid (53). Expected PL47 protopectinase activity was not confirmed. Possibly
traces of organic solvents used for pectin fraction extraction from natural
biomass eliminated PL47 ability produce soluble pectin fraction from raw
insoluble pectin fraction. PL47g,, 1547 demonstrates highly efficient
protopectinase activity (53). PL47 was completely inhibited by polyphenols —
enzyme was not disrupting pectin from apple pomace if raw pectin fraction
was initially not pre-treated with laccase (data not shown). Even though PL47
was active without enzymatic reaction supplementation with calcium ions,
characterized enzyme is calcium-dependent pectate lyase as was confirmed
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Table 10. Substrate specificity of PL47 and influence of heterologous production
strategy as well as immobilization to enzyme activity

Relative activity, %
PGA e pectin from
apple pomace
240 960 240 960 240 |960
min min min |min |min |min
PL47 100* |118 65.5 |82 34.1 |50.2
PL47 61.6 |764 |ND** |10 30.6 |38.8
immobilized
on Sepabeads
EC-HA/M
PLAT  pL47 736 877 |ND [184 [332 [40.7
PL47 w1.th immobilized
expressed by | HiS-tag | o1 Sepabeads
Escherichia EC-EP/M
coli PL47 552 69.2 |ND 6.2 169 |28
BL21(DE3) immobilized
on calcium
alginate
PL47 PL47 103.7 [122.1 |68 87.7 140.6 [43.1
after
removal
of His-tag
PL47 PL47 104 1225 [67.9 |[80.9 |-#&* |-
secreted by
Pichia
pastoris
SMD1163

*100 % PLA47 specific activity at optimal reaction conditions — 611.9 + 0.012 U/mg;
**ND — not detected;
**%k < not determined.

analysing calcium ion effect on PL47 activity. His-tag sequence was reducing
PL47 enzymatic activity, but had no impact on enzyme substrate specificity.
Enzymatic activity as well as substrate specificity of PL47 secreted by
P. pastoris SMD1163 were almost identical as observed for recombinant
enzyme expressed in E. coli BL21 (DE3). Results of enzymatic reaction
fractionation by TLC enabled to determine that PL47 degrades substrates to
digalacturonic acid. PL47 enzymatic activity also generates minor amounts of
trigalacturonic acid as well as variety of longer oligosaccharides. Pectate
lyase PL47 biotechnological potential was evaluated by analysing PL47
activity modulation possibilities. PL47 activity modulation was limited as
enzyme under suboptimal reaction condition was remaining highly active and
enzymatic reaction equilibrium was not significantly shifted to production of
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long chained oligosaccharides from PGA as well as pectin (Fig. 12).
However, in depth optimization of PL47 activity modulation are possible
leading to direct biotechnological exploitation of rPL47 for long chain
oligosaccharide production from natural biomass rich in pectin.
Immobilization affected 15.sp.PL47 activity as well as substrate specificity
(Table 10). Characterized pectate lyase was not able to degrade pectin,
however degraded PGA as well as pectin from apple pomace to
digalacturonic acid (Fig. 12). Immobilization substantially reduced PL47
activity. Immobilized PL47 degraded PGA 27-45 % less active, while pectin
from apple pomace was degraded 3-50 % less actively comparing PL47
immobilization effect on different carriers. Immobilization increased PL47
thermostability, however carrier type directly influenced thermostability of
immobilized enzyme. rPL47 immobilized on Sepabeads EC-EP/M or calcium
alginate demonstrated thermostability comparable with in vitro observed for
rPL47, while enzyme immobilization on Sepabeads EC-HA/M significantly
increased PL47 thermostability (Table 10). Typically, pectate lyases
immobilization on calcium alginate is not affecting enzymes activity and
substantially increases enzymes thermostability (65, 66). PL47 immobilization
on calcium alginate was expected to be beneficially affecting activity of pectate
lyase as calcium ions were significantly stimulates enzyme activity in vitro.

G1 G2 G3 1 2 3 4 5 6 7 8 G1 9 10 11 12 13 14 15 16

®

Fig. 12. TLC analysis of PGA and pectin degradation by PL47. Lanes (applying 5 pL of
sample): 1, 3, 11 — PGA¥*; 2 — products of PGA degradation®** with PL47; 4 — products of
PGA degradation with 3 pg of PL47 after reaction incubation for 240 min under pH 7 at
30°C; 9 — products of PGA degradation with 3 pg of PL47 after reaction incubation for 240
min under pH 9 at 50°C; 10 — products of PGA degradation with 3 pg of PL47 after reaction
incubation for 240 min under pH 6 at 50°C; 5, 7 — pectin; 6 — products of PGA degradation
with PL47; 8 — products of pectin degradation with 3 pg of PL47 after reaction incubation for
240 min under pH 9 at 40°C; 12 — pectin from apple pomace; 13 — products of pectin from
apple pomace degradation with PL47; 14 — products of pectin from apple pomace degradation
with PL47 immobilized on calcium alginate; 15 — products of pectin from apple pomace
degradation with PL47 immobilized on Sepabeads EC-EP/M; 16 — products of pectin from
apple pomace degradation with PL47 immobilized on Sepabeads EC-HA/M.

G1-G3 standards (10 mg/mL each): G1 — galacturonic acid, G2 — digalacturonic acid,
G3 — trigalacturonic acid.

*10 mg/mL; **applying optimal reaction conditions.
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Sepabeads, previously not used for immobilization of pectinases, were more
suitable than calcium alginate for rPL47 immobilization. Polysaccharide
hydrolases immobilized on Sepabeads carriers typically remain effectively
active and demonstrate thermostability increasement (67). PL47 successful
immobilization outlines biotechnological potential of this enzyme.

4. Geobacillus sp. PA-3 genome sequencing, annotation and analysis

Geobacillus sp. PA-3 strain was isolated from soil sample PEK, cultivating
aerobically in media supplemented with 0.5 % (w/v) pectin at 60 °C (38). The
isolate PA-3 — aerobic, thermophilic, gram-positive endospore-forming bacteria
demonstrating ability to grow effectively utilizing pectin. Initial taxonomic
characterization of PA-3 was performed by the BOX-PGR method (68) as
well as by the phylogenetic analysis of 16S rRNA gene sequence (68) enabled
to outline this isolate as a separate strain and attribute to Geobacillus genus.
Observed 16S RNA gene sequence (DDBJ DQ243788.1) similarity (99.9 %
similarity) enabled to attribute PA-3 strain to Geobacillus thermodenitrificans
species. The attribution was confirmed by full phylogenetical analysis of PA-
3 strain 16S rRNA gene sequence with annotated 16S rRNA gene sequences
of Geobacillus spp. Taxonomical attribution of PA-3 strain to G.
thermodenitrificans was confirmed after strain deposition to Leibniz Institute
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures DSMZ
(Braunschweig, Germany) encumbering native PA-3 strain as Geobacillus
thermodenitrificans DSM 101594 (69).

Draft of whole-genome sequence of PA-3 was obtained using the next-
generation sequencing (BaseClear, Leiden, The Netherlands). Paired-end 100
cycles sequence reads were generated using Illumina HiSeq2500 system.
FASTQ sequence reads were generated using Illumina Casava pipeline.
1,317,704 read pairs covering 213,468,048 bases were assembled using
SPAdes GenomeAssembler software resulting in 208 contigs of which 25
contigs shorter than 200 bp were discarded. The final assembly (Table 11)
consisted of 3,646,477 bp with an average coverage of 58.5x. Automated
genome annotation was carried out by using GenDBsoftware.5. The automated
gene prediction identified 3,638 coding sequences, 10 rRNA regions, and
92 tRNA regions (Table 11). The direct manual annotation was performed
using Pfam, InterProScan, and NCBI BLAST. Comparison performed with
EDGAR software of G. thermodenitrificans DSM 101594 genome with
genome sequences of other Geobacillus spp., including the phylogenetically
closest nearest strains G. thermodenitrificans NG80-2 and G. thermodenitrificans
DSM465" revealed that G. thermodenitrificans DSM 101594 chromosome
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most general characteristics (Table 11) corresponds to genomic characteristics
typical to Geobacillus species chromosomes. Analysis of sequencing data
enabled to identify 50-55 kbp plasmid G. thermodenitrificans DSM 101594.
G+C content in sequence of detected plasmid — ~44 %. The plasmid sequence
was not included in G. thermodenitrificans DSM 101594 genome draft
version as overall coverage of plasmid sequence was comparatively low (data

Table 11. Chromosome features of 1Ot shown). Long_Chaln plasr_mds
Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594 ~are not rare in Geobacillus

Feature Chromosome stralns. (70). The corr%peTr_atlve
Length. bp 3.646.477 analysis of G. thermodenitrificans
DSM 101594 genome sequence
G + C content, % 48.86 ...
fully confirmed results of initial
ORFs 3638 phylogenetic as well as taxono-
rRNR regions 10 mical analysis. Phylogenetically
tRNR regions 92 closest strains of G. thermo-

denitrificans DSM 101594 are G. thermodenitrificans DSM 465" and
G. thermodenitrificans NG80-2 (Fig. 13). The comparison of chromosomes
(data not shown) enabled to attribute G. thermodenitrificans DSM 101594 to
'thermodenitrificans' clade consisting of all taxonomically characterized
G. thermodenitrificans strains (71).

The comparative analysis of putatively proteins encoding genes identified
in genomes of G. thermodenitrificans DSM 465", G. thermodenitrificans
DSM 101594 and G. thermodenitrificans NG80-2 enabled to attribute 2432
genes annotated in G. thermodenitrificans DSM 101594 chromosome, to core
genome of this strain. Core genomes of Geobacillus strains consist of
approximately 1860 genes (72). G. thermodenitrificans DSM 101594, G.
thermodenitrificans DSM 465" and G. thermodenitrificans NG80-2 are
phylogenetically close strains as 2852 genes are found in all three compared
genomes (Fig. 14). However, 416 genes annotated in G. thermodenitrificans
DSM 101594 chromosome was not annotated in chromosomes of mentioned
Geobacillus strains. Determined difference in gene set between compared
strains corresponds to genetic distance typical between Geobacillus strains
(73). Even though the gene diversity of G. thermodenitrificans DSM 101594,
comparing functionality groups of predicted proteins encoded by the
annotated gene diversity, is close to phylogenetically closest Geobacillus
strains, however G. thermodenitrificans DSM 101594 encodes significantly
more genes encoding proteins functionally important for carbohydrate
transport and metabolism (Fig. 15). Geobacillus strains are able to grow by
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Fig. 13. Schematic circular comparison
of Geobacillus thermodenitrificans
DSM 101594 genome (GenBank
LIDX00000000.1) (represented in orange)
with Geobacillus thermodenitrificans DSM
465" genome (GenBank AYKT01000000)
(brown) and Geobacillus thermodenitrificans
NGS80-2 genome (GenBank CP000557)
(red). Circular comparison also represents
G + C content (black) and G + C skew

(purple).

416

DSM 101594

DSM 465T

Fig. 14. Geobacillus thermodenitrificans DSM
465" (abbreviated as DSM 465T in Venn
diagrams) genome (GenBank AYKTO01000000)
and Geobacillus thermodenitrificans NG80-2
(NGS80-2) genome (GenBank CP000557)

comparative analysis with annotated
Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594
(DSM 101594) genome (GenBank

LIDX00000000.1). Numbers inside the Venn
diagrams indicate the number of genes found to
be shared among the indicated genomes.

utilizing variety of different carbon and/or energy sources demonstrating the
adaptive plasticity to occupy different econiches (72). The total amount of
proteins functionally important for carbohydrate transport and metabolism
varies quite notably between different Geobacillus species (74) — only
approximately 100 genes encoding proteins with outlined functional
importance are attributed to Geobacillus core genome (75). The total amount,
above average then typical for Geobacillus species, genes encoding proteins
directly necessary for carbohydrate utilization was typically annotated in
genomes of G. thermodenitrificans strains (72).

The comparison of variety of carbohydrate catabolism enzyme genes
between G. thermodenitrificans DSM 101594 and G. thermodenitrificans
DSM 465", G. thermodenitrificans NG80-2 revealed, that G. thermodenitri-
ficans DSM 101594 encodes approximately 20 enzymes of carbohydrate
catabolism more then other closest strains. All three strains encode homologous
enzymes from CAZy families: GH2, GH13, GH36, GH52, GH120, GT4, GTS,
GTS8, GT19, GT26, GT35, GT51, CE3 as well as CE4. Two genes encoding
CAZy CBM42 domains were also annotated in compared Geobacillus strain
genomes. G. thermodenitrificans DSM 101594 encodes enzymes attributed to
CAZy GH27 and GH42 families as well as enzymes necessary for pectin and

pectate utilization attributed to CAZy families PL1, PL11, GH88 and GH105,
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Fig. 15. Abundance and diversity comparison of
carbohydrate-active enzyme genes annotated in
genomes of Geobacillus thermodenitrificans
NGS80-2 (NGS80-2) (GenBank CP000557),
Geobacillus  thermodenitrificans DSM 4657
(DSM 465T) (GenBank AYKT01000000) and
Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594
(DSM 101594) (GenBank LIDX00000000.1).
Diagram represents amount of genes annotated
in compared genomes encoding glycoside
hydrolases (GH), glycosiltransferases (GT),
polysaccharide lyases (PL), carbohydrate
esterases (CE), redox enzymes that act in
conjunction with carbohydrate-active enzyme
(AA) as well as carbohydrate binding modules
(CBM) only if the number of genes attributed to
certain CAZy family differs in compared genomes.
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that are not found in genomes of Geobacillus strains phylogenetically close to
G. thermodenitrificans DSM 101594 (Fig. 15). GH27 and GH42 enzymes are
necessary for the effective utilization of oligosaccharide intracellularly (76). G.
thermodenitrificans DSM 101594 encodes four pectate lyases — 3 attributed to
PL11 family (GenBank WP_060475617.1, WP_060475621.1, LIXD01000041.1)
as well as PL47 pectate lyase attributed to PL1 family (GenBank
WP _060475609.1). The ability of pectin utilization is also confirmed in
G. thermodenitrificans DSM 101594 by identification of genes (GenBank
WP _060475632.1, WP_060475634.1) encoding GH105 family non-saturated
a -galacturonide hydrolases as well as gene (GenBank WP_060975610.1)
encoding GH88 family non-saturated B-glucuronide hydroxylase. These
outlined enzymes ensure final steps of pectin utilization in cell cytoplasm
(77). Genes encoding enzymes that potentially ensure G. thermodenitrificans
DSM 101594 ability to utilize pectin are not attributed to core genome. It
shows, that G. thermodenitrificans DSM 101594 ability of pectin utilization
was evolutionary fixated as a result of adaptation to econiche(s).

G. thermodenitrificans DSM 101594 encodes 7 CAZy GHI13 family
enzymes, among which homologue of AmyA1 was also annotated (GenBank
WP _060476117.1). Type I pullulanase encoding gene was attributed to core
genome of G. thermodenitrificans DSM 101594. Type 11 pullulanase encoding
gene (GenBank LIDX01000042.1), attributed to strains core genome, was
also annotated in genome of G. thermodenitrificans DSM 101594. Type I and
IT pullulanases demonstrated synergistically effect resulting in pullulan
disruption during utilization of this polysaccharide (4). G. thermodenitrificans
DSM 101594 ability to utilize pullulan could be considered as one of most
essential microorganism survival strategy as all enzymes of pullulan
utilization catabolic cascade are attributed to strains core genome.

The analysis of sequenced genome of G. thermodenitrificans DSM
101594 as well as performed annotated genome comparison with genomes of
other Geobacillus strains enabled to detect genome regions obtained as a
result of the horizontal gene transfer. 16 regions in G. thermodenitrificans
DSM 101594 chromosome was in silico identified as obtained as a result of
horizontal gene transfer. All these regions were previously identified in other
strains of G. thermodenitrificans except two — chromosome genome region
522533...552245 and 1873132...1931228.

G. thermodenitrificans DSM 101594 chromosome region 1873132...1931228
encodes 111 open reading frames. This genome region mostly consists of genes
of hypothetical proteins. Meanwhile, the chromosome region 522533...552245
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consists of 29 genes encoding predominantly proteins functionally important
for carbohydrate transport and metabolism. Genes encoding pectate lyases
attributed to PL1 and PL11 families as well as glycoside hydrolases attributed
to GH88 and GHI105 families were annotated in outlined genome region.
Genome regions similar to 522533...552245 region annotated in chromosome
of G. thermodenitrificans DSM 101594 were previously not identified in
Geobacillus genomes (data not shown). Possibly outlined genome region was
obtained as a result of the horizontal gene transfer from Bacillus genomes.
Genes encoding enzymes functionally important for carbohydrate metabolism
are typically obtained by Geobacillus species as a result of horizontal gene
transfer and do not belong to core genome of particular Geobacillus strain
(72). Comparatively high abundance of regions obtained as by horizontal
gene transfer explains high adaptive plasticity of Geobacillus genus to
nutrient sources (72, 75).

The annotation of G. thermodenitrificans DSM 101594 chromosome
sequence revealed presence of pullulanase (GenBank KQB92233.1) gene
encoding enzyme homologous (99.2 % similarity) to AmyA1 pullulanase. The
transcription of AmyA1l homologue gene is regulated independently from
surrounding genes (Fig. 16). The analysis in silico confirmed, that AmyAl
homologue should not be assigned to an operon. According to the genome
annotation, upstream of AmyAl homologue gene, there is a gene encoding
choline kinase YcfN (GenBank KQB92232.1), that was not assigned to an
operon as well. While downstream of AmyA1 homologue gene an operon was
detected consisting of genes encoding hypothetical protein (GenBank
KQB92234.1), UP0097 malA 3'-region protein (GenBank KQB92235.1),
maltose permease (GenBank KQB92236.1) and dipeptidase YyjP (GenBank
KQB92237.1) (Fig. 16). G. thermodenitrificans DSM 465" (78) and G. thermo-
denitrificans NG80-2 (79) encoded homologues of AmyA1 pullulanase are not
assigned to operons. Genome regions with genes of AmyAl homologues in
chromosomes of strains phylogenetically close to G. thermodenitrificans DSM
101594 were identical by genomic as well as operonic organization as described
in genome of G. thermodenitrificans DSM 101594. AmyA1 as well as AmyAl
homologues are not encoded in genome regions rich in genes encoding proteins
important for carbohydrate metabolism and transport (80). The transcription
regulation of AmyA1 homologue genes annotated in Geobacillus strains was
never analysed. Genes encoding type I pullulanases are typically annotated in
operons with genes encoding proteins important for maltose metabolism. AmyA 1
homologue genes were assigned to the maltose regulon in Streptococcus as well

as in silico predicted to be members of outlined regulon in Bacillus genus (81).
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Fig. 16. AmyAl homologue (GenBank KQB92233.1) gene AmyAl(PA-3) annotated in
Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594 genome transcription regulation and operonic
organization characterization in silico. Abbreviations: YCfN — gene encoding YcfN putative
choline kinase (GenBank KQB92232.1), GEPA 2787 — gene encoding hypothetical protein
(GenBank KQB92234.1), UP0097 malA — gene encoding UP0097 putative malA 3'-region
protein (GenBank KQB92235.1), malA — gene encoding maltose permease (GenBank
KQB92236.1), YyjP — gene encoding putative dipeptidase YyjP (GenBank KQB92237.1);
genes in silico not attributed to operons marked in dark grey, while YcfN, GEPA_2787,
UP0097 malA, malA as well as YyjP in silico attributed to operon G. thermodenitrificans
DSM 101594 marked in light grey.

The annotation of PL47 gene in G. thermodenitrificans DSM 101594
genome confirmed that Geobacillus genus is able to produce pectate lyases
homologous to pectate lyases from Bacillus species (82). The PL47
homologue (GenBank OQP12861.1) was annotated in Geobacillus
thermocatenulatus SURF-114 (83) genome confirming Geobacillus ability to
utilize pectin as a result of activity of pectate lyase homologous to pectinases
from mesophiles. PL47 gene was assigned to the YteRPL47 operon, together
with a gene encoding non-saturated glucuronide hydrolase YteR (GenBank
KQB94502.1), which is localised upstream of PL47 gene (Fig. 17). The gene
encoding YteR homologue (GenBank OQP12862.1) in G. thermocatenulatus
SURF-114 genome was also annotated (83). Glucuronide hydrolases
homologous to YteR are comparatively abundant in Bacillus genomes.

Genes of the YteRPL47 operon encode enzymes which ensure
G. thermodenitrificans DSM 101594 ability to utilize heteropolysaccharides.
YteR and PL47 are essential enzymes for pectate catabolism and they are
forming a catabolic cascade. Secreted PL47 acts as endopolipectate trans-
eliminase disrupting high molecular weight pectin accessible in natural
habitat of bacteria into oligosaccharides of different chain length which then

are transported into cell cytoplasm. Intracellularly, YteR hydrolyses pectin
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Fig. 17. Structure comparison of YteRPL47 operon in silico determined in genomes of
Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594 and Bacillus sp. UNC41MFS5. Abbreviations:
YteR - gene encoding YteR unsaturated glucuronyl hydrolase in
G. thermodenitrificans DSM 101594 (GenBank KQB94502.1) and B. sp. UNC41MFS5
(GenBank WP _026565424.1) genomes, PL47 — gene encoding PL47 pectate lyase in
G. thermodenitrificans DSM 101594 (GenBank KQB94501.1) and B. sp. UNC41MFS5
(GenBank WP_026565423.1) genomes.

oligosaccharides, which have been transported through plasmic membrane.

Signal peptide was not predicted in sequence of YteR. Conserved sequence
motifs and regions indicate that YteR is a non-saturated glucuronide
hydrolase belonging to CAZy family GH88 (pfam07470 (14)). YteR
attribution to the GH88 family indirectly confirms, that this enzyme is also
important for utilization of oligosaccharides generated from other, then
pectin, polysaccharides as well. GH88 hydrolases demonstrate a wide
substrate specificity (77). YteRPL47 operon as well as operon inversive
variant — PL47YteR operon were identified in Bacillus species (84).
G. thermodenitrificans DSM 101594 genome region in which YteRPL47
operon was identified was obtained as a result of the horizontal gene transfer
as also typical for YteR and PL47 operons identified in Bacillus species (72).
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Conclusions

. Direct identification of amylases and pectinases produced by soil
microorganisms combining zymography with mass spectrometry ensured
enzyme determination efficiency as well as reliability.

. Amylases AmyAl and hGK2898 as well as pectinases PL47 and P12
produced by geobacilli were determined in soil microorganisms’
enrichment cultures and/or soil metaproteome samples.

. Intracellular AmyA1 is thermoactive and thermostable monomeric I type
pullulanase stabilized by calcium ions.

. AmyAl degraded glycogen and starch as well as were able to degrade
pullulan to long chain oligosaccharides under suboptimal reaction
conditions. Immobilization increased AmyAl pullulanolytic activity and
thermostability.

. Constitutively secreted PL47 is thermoactive and thermostable monomeric
endopolygalacturonate transeliminases stabilized by calcium ions.

. PL47 degraded pectin as well as were able to degrade PGA to long chain
oligosaccharides under suboptimal reaction conditions. Immobilization
decreased PL47 activity, but increased thermostability.

. The pectin and oligosaccharides utilization locus was annotated in
G. thermodenitrificans DSM 101594 genome. The annotated locus was
obtained by strain as a result of horizontal gene transfer.

. AmyA1 homologue gene in G. thermodenitrificans DSM 101594 genome
is transcribed independently, while PL47 gene forms YteRPL47 operon
with YteR glucuronyl hydrolase gene. AmyAl homologue and PL47
functions  in  catabolic = cascades  ensuring  utilization  of
heteropolysaccharides.
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Reziumé

Polisacharidai — dazniausi biosferos polimerai. Viena svarbiy polisacharidy
grupiy laikomi heteropolisacharidai. Pastarieji polimerai sudaromi skirtingos
struktiiros monomery. Heteropolisacharidai placiai paplit¢ gyvuosiuose
organizmuose, nes geba efektyviai uztikrinti struktiirines ir/ar fiziologines
funkcijas. Biosferoje vieni dazniausiy bei funkciskai svarbiausiy hetero-
polisacharidy — krakmolas bei pektinas. Pastaryju biopolimery svarba
biotechnologijai nekelia abejoniy. Krakmolas — tipiSkai energijos bei anglies
saugyklos funkcijas atliekantis heteropolisacharidas, tuo tarpu pektinas
augalams tipiSkai uztikrina organizmuy struktiirini integraluma. Hetero-
polisachary funkcionalumas in vivo bei pritaikomumas biotechnologijai
neimanomas be galimybés skaidyti Siuos polimerus. Heteropolisacharidus
skaidanc¢ius fermentus produkuoja visy gyvybés domenuy organizmai.
Charakterizuota salyginai didelé amilaziy ir pektinaziy jvairoveé, taciau
minéty aktyvumy fermenty poreikis biotechnologijai islieka nepatenkintu.

Siekus nustatyti naujas amilazes ir/ar pektinazes vykdyta dirvos
mikroorganizmy produkuojamy amilolizinio ir/ar pektinolizinio aktyvumo
fermenty detekcija bei identifikacija masiy spektrometrija. Trasios dirvos
ekoniSy mikroorganizmy fermenty atranka vykdyta taikant sukaupiamuyjy
kulttiry metoda bei dirvos metaproteomika. Zimografija detektuoti fermentai
1§ zimogramy detektuoti tiesiogiai. Nustatyty fermenty aktyvumas patvirtintas
in vitro.

I$ atrinkty fermenty grupés detaliai in vitro charakterizuotos Geobacilus
genties produkuotos pululanazé¢ AmyAT1 bei pektato liaz¢ PL47. Vidulasteliné
I tipo pululanazé AmyAl intensyviausiai skaidé pululana bei efektyviai
hidrolizavo glikogena ir tirpy krakmola. Konstitutyviai sekretuojama
endopoligalakturonato transeliminazé PL47 intensyviausiai skaidé PGA bei
efektyviai — pekting ir obuoliy iSspaudu pektina. Fermenty termoaktyvumas
bei termostabilumas sékmingai patvirtinti in vitro. Polinkio oligomerizuotis
nedemonstruojanc¢ius fermentus stabilizavo kalcio jonai. Vertinant fermenty
biotechnologinio pritatkomumo potenciala sékmingai patvirtinta galimybé
taikant neoptimalias fermentinés reakcijos salygas fermentus naudoti ilgos
grandinés oligosacharidy gavimui i§ heteropolisacharidy — krakmolo bei
pektino.  Charakterizuoti fermentai sékmingai imobilizuoti taikant
Sephabeads tipo neSiklius bei kalcio alginata. Imobilizavimas didino AmyA|
aktyvuma, bet mazino PL47 aktyvuma. Charakterizuoty fermenty
termostabiluma imobilizavimas didino.
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Vykdzius AmyAl ir PL47 fermenty funkcijy in vivo nustatyma
charakterizuota fermentus koduojanciy genu operoniné organizacija bei in
silico apibrézta fermenty funkciné svarba. Pastarieji aspektai charakterizuoti
déka Geobacillus thermodenitrificans DSM 101594 sékmingo genomo
nuskaitymo bei anotavimo. G. thermodenitrificans DSM 101594 isskirtas i$
dirvos patvirtinant kamieno geb¢jima konstitutyviai sekretuoti PL47.
Anotavus kamieno genoma charakterizuotos bendrosios  genomo
charakteristikos kartu nustatant iSreiksta kamieno geb¢jima mitybai isisavinti
skirtingus polisacharidus bei oligosacharidus. G. thermodenitrificans DSM
101594 genome nustatyti du geobacily genomuose anks¢iau neidentifikuoti
genomo regionai pateke | kamieno genoma déka horizontalios geny pernasos.
Viena minéty regiony sudaro geny koduojanciy fermentus sietinius su
polisacharidy bei oligosacharidy santalkos. Pastarojoje santalkoje nustatytas
PL47 genas su YteR B-gliukuronidy hidrolazés genu sudarantis YteRPL47
operona. AmyAl homologo genas G. thermodenitrificans DSM 101594
genome nepriskirtinas operonui. AmyA1 homologas ir PL47 funkcionuodami
katabolinése kaskadose G. thermodenitrificans DSM 101594 svarbis
heteropolisacharidy isisavinimui. G. thermodenitrificans DSM 101594
geb¢jimas skaidyti krakmola uztikrinamas AmyAl homologo bei likusiy
kamieno koduojamy amilaziy — viena esminiy kamieno mitybiniy strategijy,
tuo tarpu kamieno geb¢jimas isisavinti pekting jgytas déka horizontalios geny
pernasos atspindi kamieno prisitaikyma prie uZimamos ekonisos.
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