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WSTEP

Hemicelulazy, do ktorych zalicza si¢ galaktanazy, wystepuja powszechnic w przy-
rodzie. Najlepszym ich zrédlem sa mikroorganizmy glebowe, szczegolnie fitopato-
gennc grzyby . W $wiecie roélin spotyka si¢ je jedynie w okresie kielkowania nasion
[2]. W praktyce izolowano hemicelulazy z plynow hodowlanych mikroorganizmoéw,
ktérym w pozywcee dostarczano mniej lub bardziej oczyszczone hemicelulozy, ktére
inicjowaly wytworzenic przcz dostosowujacy si¢ do srodowiska mikroorganizm
odpowicdnicgo enzymu (cnzyméw). Inna, czasami wygodniejsza mozliwoscia jest
wykorzystanie gotowych preparatow enzymatycznych, ktoére sa dos¢ powszechnie
wykorzystywane w przetworstwie. Wyrdznia si¢ dwa typy galaktanaz: rozkladajace
wigzania 1-4 B-D-galaktanu oraz atakujace wiazania 1-3 pB-D-galaktanu [4].
Te pierwsze enzymy otrzymano z bakterii Bacillus subtilis rémych szczepdw [5,10].
W cytowanych badaniach jako substrat wykorzystywano galaktan soi. Gloéwnym
produkicm hydrolizy prowadzonej przez enzymy byl tetragalaktozyd [10] lub diga-
laktoza [5]. Zawsze wykrywano obecno$¢ galaktozy i réznych oligomerow [3].
Wskazywalo to na fakt, ze enzymy dzialaly wedlug mieszanego mechanizmu endo,
Jak 1 egzo. Jeden z cztcrech cnzymdéw Rhizopus niveus typu 1-3 badanych przez
Hashimoto i in. [7] wykazywal prawdopodobnie specyficzno$¢ multisubstratowa,
uwalniajac z arabinogalaktanu ziarna kawowego arabinozg, galaktozg i szereg oligo-
sacharydow.

Wychodzac z zalozenia, ze tylko dobrze oczyszczone enzymy dzialajace na dobrze
poznane substraty moga dostarcza¢ prawidiowych wnioskow dla ich wtasciwych za-
stosowan, podj¢to probg izolowania galaktanazy Bacillus subtilis, pelnej charakte-
rystyki enzymu oraz sprawdzenia jego dzialania na preparaty $cian komorkowych
jablka i buraka cukrowego.

MATERIAL 1 METODY

Induktor wytwarzania galakianazy - arabinogalaktan soi otrzymano z maki sojo-
wej, poprzez jej inkubacj¢ z 0,5 M NaOH w 121° C i rutynowe oczyszczenie polisa-
charydu, kiéry znajdowal si¢ w supernatancie.

Substrat dla enzymu - galaktan ziemniaka uzyskano z wioknistej pozostalosci
z produkcji skrobii. Ekstrakcj¢ prowadzono 4 M NaOH w temperaturze 90° C przez
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20 godzin. Po dializie i odwirowaniu, rozlozono cnzymatycznie rozpuszczong skro-
big, ponownie prowadzono dializg i galaktan wytracono i przemylo ctanolem. Wy-
dajnos¢ wynosila 16%.

Material Scian komorkowych $wiezych jablek i buraka cukrowego (prasowanc
wyslodki) izolowano jak opisano wczesnicj [11].

Hodowlg prowadzono dwukrotnic przez 72h w temperaturze 28° C w inkubatorze
obrotowym (50 rpm) wykorzystujac bakteriec Bacillus subtilis w pozywkach
zawierajacych w 1 dm®: 0,5% arabinogalakianu soi, 5 g peptonu (Difco), 1.3 g
K,HPO,x3H,0, 0,5 g MgSO,x7H,0, 2.4 g KNO, oraz 0,4 cm’ 2% FcCl,. Po odwi-
rowaniu komorek bakteryjnych otrzymano lacznic 1.5 dm® plynu hodowlancgo,
kiory zagegszczono przez ultrasaczenic. Dalej postgpowano w zasadzic podobnic do
metodyki Labavitcha i in.[10], z tym, ze w chromatografii powinowactwa wykorzys-
tano galaktan ziemniaka jako efektor.

Cukry obojetne analizowano jako octany alditoli wg Jonesa i Albersheima [9],
a reszty glikozydowe tworzace polisacharydy jak opisal Hakomori [6]. Ogdlne st¢ze-
nie monosacharydow ustalano za pomocg kwasu siarkowego i {enolu, st¢Zenic uroni-
dow z m-hydroksydwufenylem [1], a ilo$¢ grup redukujacych klasyczna mctodg
Nelsona i1 Somogyi.

Aktywnos¢ galaktanazy oznaczano inkubujac cnzym w temperaturze 37° C przez
2h z 0.25% roziworem galaktanu ziemniaka w 0.1 M buforze fosforanowym o pH
6,0. Jednostke aktywnosci zdefiniowano jako 1lo$¢ enzymu, kidra uwalniala w ciagu
I minuty 1 mikromol redukujacych grup. Optymalne warunki dzialania cnzymu ba-
dano w zakresie pH 3,6-5,8 (bufor octanowy) i od 5,8-8,0 (bufor fosforanowy)
1 temperatury 10-90° C uzywajac 0,04U enzymu.

Mechanizm dzialania galaktanazy okreslono analizujac prébki za pomoca wyso-
kocisnieniowej chromatografii cicczowej po 2h 1 20h reakcji. Uzywano 0,08U cenzy-
mu, podobnie jak 1 w doswiadczeniu majacym na celu probg hydrolizy matcrialu
scian komodrkowych jablka i buraka cukrowcgo. W tym ostatnim zastosowano 15
mg substratow i bufor octanowy zamiast fosforanowcgo, prowadzac dos$wiadczenic
jak opisano wczesniej [11].

OMOWIENIE WYNIKOW

Arabinogalaktan soi skladal si¢ z galaktozy i arabinozy z nicwiclkimi domicszkami
glukozy, mannozy i dezoksyheksoz (tabela 1). Wykazano obecnosé przede wszyst-
kim reszt piranozowych galaktozy powiazanych 1-4 1 mnicjszc ilosci reszt konco-
wych i bardziej rozgalg¢zionych. Arabinoza wyst¢powala w dwoch postaciach: reszt
furanozowych powigzanych 1-5 i furanozowych reszt koncowych. Reszty mannozy
i cz¢$¢ reszt glukozy uczestniczyla w rozgalgzicniach lancucha. Pozostala cz¢sé glu-
kozy laczyla si¢ takze wiazaniami 1-4. Nicliczne reszty dczoksyhcksoz wystgpowaly
jako zakonczenia laricuchow.

Galaktan ziemniaka roznil si¢ od poprzednio opisancgo wyzsza zawartoscia galak-
tozy i nizsza arabinozy i glukozy. Ponadto nic wykryto dezoksycukrow, natomiast
pojawila si¢ ksyloza. Reszty galakiozy powigzanc byly prawic wylacznic 1-4.
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‘ Tabela 1
Sklad monosacharydowy arabinogalaktanu, galaktanu 1 materialu $cian jablka i buraka oraz reszty
glikozydowe tworzace izolowanc polisacharydy (% wag.).

Monosaccharide composition of arabinogalactan, galactan, and apple and sugar beet cell wall
material, and glycoside residues of both isolated polisaccharides (%).

Monosacharyd Arabino- Galaktan Sciany komérkowe
Monosaccharide galaktan Cell wall material
Reszta glikozydowa Arabino- Galactan jablka buraka
Glycoside residue galactan apple sugar beet
Rha/Fuc 09 - 23 2,1
koncowa-tcrminal 0,9 -
Ara 39,1 20.4 14,8 21.9
koncowa-terminal 16,3 2,0
zwigzana-linked: 1,5 22.8 16,4
12,35 - 2.0
Xyl - 3,6 92,2 34
zwigzana-linked: 1.4 - 30
Man 32 32 52 11,9
zwigzana/linked:  1,4,0 32 3.2
Gal 51,1 71,4 73 92,8
koncowa-terminal 5,1 28
zwigzana-linked: 14 36,1 61,0
1,24 3.8 6,0
1,2.4,6 6,1 1,6
Glu 5,7 14 25,5 15,4
zwigzana-linked: 1,4 23 1,0
1,6 34 0,4
GalUA - - 22,7 233
Bialko-protein
(micro Kjeldahl) - - 72 6,8
Rha-ramnovza, Fuc-fukoza, Ara-arabinoza, Xyl-ksyloza, Man-mannosc
rhamnose  ~ fucose arabinose xylose mannose
Gal-galaktoza, Glu-glukoza, GallUJA-kwas galakturonowy
galactose glucose galacturonic acid

Wystgpowaly nicliczne, bardzicj skomplikowanc reszty galaktozy. Arabinofuranoza
tworzyla glownic reszty koncowe lancucha. Wykryto takze reszly arabinozy, ktérych
cztery grupy hydroksylowe tworzyly wigzania glikozydowe.

Homogcennos¢ izolowanych polisacharyddw sprawdzono na kolumnie wypelniongj
zelem BioGel P-2.

Komplcksy polisacharydowe $cian komoérkowych jablka i buraka cukrowego,
wydzielonc jako material nierozpuszczalny w alkoholu, zawicraly podobng ilosé
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cukréw obojetnych, uronidéw i bialka. W przypadku jablka glukoza stanowila wigk-
szos¢ cukrow obojetnych. Wykryto mnicjsze ilosci pozostalych monosacharydow.
Natomiast u buraka cukrowego przewazala arabinoza.

Galaktanazg izolowano z zaggszczonego plynu hodowlancgo rozpoczynajac od
saczenia na anionicie (tabela 2). Enzym wymyto z kolumny roztworem NaCl o st¢-
Zeniu 0,2M. Aktywnos$¢ specyficzna wzrosla ponad 8 razy. W kolejnym ctapic usu-
nigto nastgpna czgs¢ zanieczyszczajgcych bialek. Enzym byl slabo zatrzymywany
przez zcl i zostal wymyty za pomocg niskicgo st¢zenia fosforanu sodowcgo. Bardzo
skutecznym sposobem byla wykorzystana nastgpnie chromatografia powinowactwa.
Bialko enzymatyczne, ktore opuscilo kolumng bylo jednakze zanicczyszczone pozo-
staloscig cfektora ~ galaktanu ziemniaka, kiory oddziclono w wyniku saczenia zclo-
wego. Enzym byl zatrzymywany przez ziarna zelu w mniejszym stopniu niz wiclocu-
kicr, ktéry byl zwigzkiem o mnigjszej masic molowej. Oslatccznic bialko zostalo
oczyszczone 104 razy, a aktywnos¢ specyficzna wynosila 34,5U/mg bialka. W pro-
cesie izolowania uzyskano 30U enzymu, co stanowilo 53% aktywnosci stwicrdzoncj
w plynic hodowlanym.

Tabela 2
Etapy oczyszczenia galaktanazy Bacillus subtilis.
Purification of the Bacillus subtilis galactanase.

Etap oczyszczenia Objgtose Bialko Ogodlem Aé‘;{;‘g:g;z iﬂ E::’l;ll:}:i;/y
Purification step Volume Protein Total | specyficzna (Uimg)  Ogélem (U)
(cm) (mg/em®) (mg) Specific Total
Plyn hodowlany- Broth 1500 0,114 171 0,33 57
Stezony-Concentrated 160 0,96 153,06 0,34 52
DEAE BioGel A 160 0,11 17,6 2,84 50
HTP BioGel 105 0,058 6,09 6,24 38
AH Sepharose 110 0,010 1,10 31,82 33
BioGel P-100 58 0,015 0,87 34,48 30

Bialko cnzymatyczne poddano procesowi SDS clekiroforczy, w wyniku kiorej
stwicrdzono na zelu plamkg gléwng i nieco powyzej nicj drobne zacicmnicnic, ktore
moglo Swiadczy¢ o obecnosci jeszcze malej ilosci zanieczyszezen. Pordwnanic
z serig wzorcow pozwolilo okreslic masg czasteczkowa bialka na okoto 40000 Da.

Galaktanaza okazala si¢ stosunkowo malo wrazliwa na zmiany pH Srodowiska.
Jej optimum stwicrdzono przy pH 6,0. Optymalna temperatura dzialania wyniosla
45° C, przy dos¢ lagodnym nachyleniu krzywej.

W doswiadczeniu, ktorego celem bylo oznaczenie typu mechanizmu reakeji, pro-
dukty reakcji dwukrotnie poddano analizic chromatografii cicczowej. Galaklanaza
poczatkowo rozkladala galaktan ziemniaka do oligomerow: tctrameru, trimeru i di-
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meru galaktozy. Po 20h stale byl obecny nierozlozony polimer, a proporcje iloscio-
we oligomer6w nic ulcgly zmianie. Stwicrdzono natomiast niewielka ilos¢ galaktozy.
Enzym ujawnil wigc dzialanie typu endo.

Enzymatyczny rozklad kompleksowych preparatow scian komoérkowych prowa-
dzono w taki sposob, aby osiagna¢ maksymalny mozliwy stopien hydrolizy. Rozwdj
nicpozadanych mikroorganizmow w srodowisku rcakcji byl hamowany przez azydck
sodowy. Wyniki hydrolizy zamieszczono w Tabcli 3, dodajac analiz¢ kontrolnych
prob bez cnzymu, aby mozna bylo occeni¢ powolne dzialanie hydrolizujace buforu
oclanowcgo.

Galaktanaza byla stosunkowo aktywna w stosunku do preparatu pochodzacego z
jablka uwalniajac ponad 13% dezoksyheksoz, 45% galaktozy i kwasow uronowych,
a prawic 24% wszystkich cukréw. Sredni stopichi polimeryzacji uzyskanych oligo-
mcrow wynosil okolo 8.

Matcrial sciany komérkowej buraka byl rozkladany bardzo encrgicznic (30% cuk-
row), w tym ponad 60% arabanu 1 50% uronidoéw. Polisacharydy zawierajace galak-
tozg zostaly rozlozone jedynic w 27,1%. Sredni stopich polimeryzacji byl wyzszy niz
wymicniony poprzednio 1 wynosil 11,9.

DYSKUSJA WYNIKOW

Arabinogalaktian soi, jako jeden z niclicznych wiclocukrow galaktozy powigzanci
B 1-4, zostal otrzymany i uzyly lakzc w doS$wiadczeniach Labavitch’a t in.[10].
Autorzy ci wykazali obecnose 52% galaktozy, 43% arabinozy, 3% glukozy i1 1%
glukozy. Nic analizowali oni rodzajéw wigzan laczacych reszty glikozydowe. Polisa-
charyd pochodzacy z wldknistej pozostalo$ci ziemniaka otrzymany zostal w prostszy
sposob, niz opisany u innych autorow [8], a ponadto nie wymagal uzycia duzych
ilosci amylazy do rozlozenia skrobii. Galakioza zawarla w tym materiale ziem-
niaczanym prawic w calosci zostala ckstrahowana jako galaktan. Labavitch i in.
[10] zastosowali do charakicrystyki cnzymu galaktan z pektyny cytryny, ktéry byl
prawic czystym galaktanem z kilkuprocentowymi domieszkami innych monosacha-
rydoéw.

Znakomite wyniki hodowli bakterii osiagneli Labavitch i in. [10]. Ich metodyka
izolacji byla podobna do tcj uzytej w prezentowanych badaniach, z tym, zc nic wy-
stapil ctap chromatografowania na hydroksyapatycie, a efektorem w chromatografii
powinowactwa byl produkt reakcji — tctragalaktoza. Otrzymany enzym byl najbar-
dziej zblizony wlasciwosciami do tego, ktéry otrzymali wymienieni autorzy. W pra-
cy Emi i Yamamoto {5] oznaczono mniejsze masy molowe galaktanaz, wyzsze opti-
mum temperaturowe oraz rowne lub wyzsze optimum pH. Mechanizm dzialania en-
zymu przypominal kombinowany mechanizm endo/egzo opisany przez Labavitch’a
1in. W innych pracach komunikowano o otrzymywaniu galaktozy i szcregu oligo-
merow, co byloby $wiadectwem mechanizmu typu egzo [3,5]. Galaktanaza uwal-
niala z preparatu $ciany komorkowej jawora 60% galaktozy i 30% arabinozy [10],
alc tylko okolo 30% galaktozy w wypadku badan z ziemniakiem [3,8]. Z proporcji
arabinozy 1 galaktozy odczepianych przez enzym wynika, ze budowa bocznych
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lancuchdw arabinogalaktanowych ramnogalakturonianu musi by¢ zupelnie inna dla
jablka i buraka cukrowego. Uwalnianic duzych ilosci uronidéw przez galaktanazg,
obscrwowanc takze przcz Jarvisa i in. [8], moze by¢ interpretowane jako mozliwo$é
obcenosei odcinkow galaktozowych w laficuchu ramnogalakturonianu. Zgodnic
zoczckiwaniami |11] mannan, ksylan i celuloza, szczegolnic w wypadku buraka
cukrowego, byly odpomc na dzialanie oczyszczonej hemicelulazy. Wyzszy stopien
polimeryzacji uwolnionych produktéw hydrolizy wydaje si¢ potwierdza¢ wigkszy
stopien usicciowania struktury $ciany komérkowej buraka cukrowcgo w stosunku do
jablka.

to

<

6.

LITERATURA

. Ahmed A E.R., Labavich J.M. (1977). A simplificd method for accurate determination of cell

wall uronide content. J. Food Biochem., 1, 361-365.

. Bateman D.I"., Basham 11.G. (1976). Degradation of plant cell walls and membranes by micro-

bial enzymes. W: Physiological plant pathology. Heitefuss R., Williams P.I1. eds., Springer
Verlag, Berlin, pp. 316-355.

. Baver W.D., Bateman D.I'., Whalen G.11. (1977). Purification of an endo-f-1,4 galactanasc

produced by Sclerotinia sclerotiorum: effect on isolated plant cell walls and potato tissue.
Phytopathology, 67, 862-868.

. Emi 8., Yamamoto T. (1972). Hemicellulolytic enzymes of Bacillus subtilis. Tl. Purification and

propertics of several galactanascs of Bacillus subtilis var. amylosacchariticus. Agr. Biol. Chem.
(Tokyo), 36, 1945-1954.

. Dekker R.F.H., Richards G.N. (1976). Hemicellulases: their occurrence, purification, properties,

and mode of action. W: Adv.Carbohydr.Chem.Biochem., Tipson R.S_, Horton D. eds., Academic
Press, New York, pp.277-352.

Hakomori S. (1964). A rapid permethylation of glycolipid and polysaccharide catalyzed by met-
hyl sulfiny! carbanion in dimethyl sulfoxide. J. Biochem., 55, 205-208.

. Hashimoto Y., Tsujisaka Y., Fukumoto J. (1969). Enzyme treatment of coffee beans. IlI. Purifi-

cation and some properties of galactanasc from Rhisopus niveus. Nippon Nogei Kagaku Kaishi.
43, 831-830.

Jarvis M.C., Threfall D.R., Friend J. (1981). Potato cell walls polysaccharides: degradation with

enzymes from Phyvtophtora infestans. I. Exp. Botany, 32, 1309-1319.

. Jones T.M., Albersheim P. (1972). A gas chromatographic method for the determination of

aldosc and uromic acid conmstituents of plant cell wall polysaccharides. Plant Physiol., 49,
926-9306.

. Labavitch .M., I'reeman L., Albersheim P. (1976). Structure of plant ccll walls. Purification

and characterization of a fi-1,4-galactanase which degrades a structural component of the
primary cell walls of dicots. J. Biol. Chem., 251, 5904-5910.

. Zamorski R., Voragen A.G.J. (1982). Enzymatyczna hydroliza polisacharydéw jablka i buraka

cukrowego. Zesz.Nauk. ATR, Rolnictwo 15, 26-39.



370 R. ZAMORSK!1

STRESZCZENIE

Opisano izolacje bakteryjnej galaktanazy, ktorej wytwarzanie indukowano za pomocy arabinogala-
ktanu izolowanego z maki sojowe). Charakterystyki oczyszczonego bialka cnzymatycznego dokonano
w oparciu o galaktan otrzymany z wiéknistej pozostalosci z produkcji skrobii ziemniaczanej. Masa
molowa cnzymu wyznaczona za pomocy elektroforezy wynosila okolo 40000Da, optimum pH 6,0,
a temperatury 40° C. Mechanizm dzialania galaktanazy okreslono jako przede wszystkim typu endo.
Enzym do$¢ energicznie rozkladal preparaty scian komoérkowych jabltka i buraka cukrowego (odpo-
wiednio 23,7 1 29,8% cukrow), uwalniajac gldwnie galaktozg 1 uronidy, jednakze jego zdolnosécer ma-
cerowania tkanek roslinnych byly ograniczone.

CHARACTERISTICS OF A BACTERIAL GALACTANASE ON PLANT
POLYSACCHARIDE SUBSTRATES

Ryszard Zamorski

Department of Biochemistry, University of Technology and Agriculture, Bydgoszcz.

Summary

Purification of a bactenal galactanasc with soybean arabinogalactan as a triggering agent has been
described. The purified enzyme protein was characterized with a help of potato galactan isolated
from the fibre residue from the starch production. Molecular weight of the enzyme, determined by
SDS electrophoresis was 40000Da, optimwmn pH 6.0, and optimum temperature 40° C. Mechanism
of action was found to be matnly of an endo type. The enzyme decomposed apple and sugar beet cell
wall preparations moderately well (23.7% and 29.8% of sugars, respectively), releasing
predominantly galactose and uronides. Any effective maccration of a plant tissue by this enzyme
would be doubtful.
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