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Rola Lactobacillus w zdolnosci do biosporcji
jonow kadmu

STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Lactobacillus, bedace sktadowymi mikroflory bton sluzowych ludzi i zwierzat, sa
przyktadem bakterii o wtasciwosciach prozdrowotnych. Dzieki znamiennym wtasciwosciom
biologicznym bakterie te moga chroni¢ organizm gospodarza zaréwno przed patogennymi
mikroorganizmami, jak i metalami ciezkimi pochodzacymi ze srodowiska. Duzy wplyw na dziatanie
ochronne lactobacilli wobec toksycznosci pierwiastkdéw wynika z budowy ich $ciany komérkowe;j,
w tym biatek powierzchniowych. Niniejsza praca miata na celu okreslenie zdolnosci dwoch frakcji
biatek powierzchniowych: warstwy S (ang. S-layer) i biatek zwiazanych z warstwa S (SLAPs, ang.
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S-layer associated proteins) do usuwania jonéw kadmu z roztworéw wodnych. Eksperyment
prowadzano z wykorzystaniem szczepu L. helveticus B734, zaréwno w warunkach niedenaturujacych,
jak i denaturujacych. W wyniku przeprowadzonych badan po raz pierwszy w przypadku tego gatunku
bakterii wyizolowano i wstepnie scharakteryzowano biatka SLAPs. Wykazano, ze obie wyizolowane
frakcje biatek wykazuja zdolnos¢ do biosorpcji jonow kadmu, z efektywnoscia w zakresie od 11 do
25,3% w zaleznosci od badanej frakcji i obecnosci czynnika chaotropowego.

Wstep

Kadm to metal ciezki, ktory w wyniku rozwoju cywilizacji i uprzemystowienia stat sie pierwiastkiem
szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Jego duza mobilno$¢ w glebie i wodzie stwarza
zagrozenie przedostania sie kadmu do roslin, co moze prowadzi¢ do wtaczenia pierwiastka do
tancucha troficznego ekosystemu. Biorac pod uwage duza toksycznos¢ kadmu dla organizméw
zywych, w tym czlowieka, wyzwaniem stato sie poszukiwanie metod umozliwiajacych efektywna
eliminacje szkodliwych metali ze srodowiska. Pomimo wielu dostepnych konwencjonalnych metod
fizycznych, czy chemicznych, obiecujaca alternatywa jest zastosowanie materiatow biologicznych do
usuwania substancji z roztworéw wodnych (ANSARI I IN., 2011). W proces ten, okreslany mianem
biosorpcji zaangazowane moga by¢ mikroorganizmy, w tym bakterie kwasu mlekowego powszechnie
wykorzystywane w produktach probiotycznych, ktore dzieki bezpieczenstwu stosowania moga
eliminowac¢ metale ciezkie rowniez w organizmie cztowieka. Liczne badania wskazuja, ze absorpcja
jonow metali ciezkich jest efektem ich wigzania do poszczegdlnych komponentéw sciany komorkowej,
w tym biatek powierzchniowych. Podczas gdy zasadnicza budowa biatek powierzchniowych
poszczegdlnych rodzajéow badz gatunkow moze by¢ zblizona, ich specyficzna rola w znacznym
stopniu uzalezniona jest od aktywnosci mikroorganizmu. Przykiadowo, funkcja biatek
powierzchniowych szczepow patogennych rozni sie od tej pelnionej u bakterii probiotycznych, czy u
mikroorganizméw wystepujacych w réznych srodowiskach (GERBINO I IN., 2015; HALTTUNEN
I IN., 2007). Biorac to pod uwage zasadnym wydaje sie wiec poznanie wtasciwosci sorpcyjnych
bakterii, ktére czesto wchodza w sklad produktéow mlecznych.

Niniejsza praca miata na celu okreslenie zdolnosci biatek powierzchniowych bakterii Lactobacillus
helveticus B734 do biosorpcji jonéw kadmu. W badaniach uwzgledniono zaréwno biatka warstwy S
(ang. S-layer) oraz biatka zwigzane z warstwag S (SLAPs, ang. S-layer associated proteins).

Material i metody badan

Material do badan stanowit szczep Lactobacillus helveticus B734 wyizolowany z fermentowanych
produktow mlecznych, pochodzacy z polskiej kolekcji (Uniwersytet War-minsko-Mazurski
w Olsztynie, Polska).

Bakterie dwukrotnie pasazowano na podtoze MRS (BTL, £.6dz) z dodatkiem 0,05% L-cysteiny. Ptynna
hodowle inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37 °C w warunkach beztlenowych.

Izolacja bialek powierzchniowych L. helveticus B734

Protokdt izolacji stanowi zmodyfikowana metode izolacji biatek powierzchniowych z hodowli L.
acidophilus opisang w pracach LORTAL I IN. (1992); GOH I IN. (2009); JOHNSON I IN. (2013).
Bakterie hodowano w 2000 ml MRS (BTL, £.6dz) przez 24 h, nastepnie biomase odwirowano (18 000
X ¢, 20 min, 4 °C) i dwukrotnie przemyto zimnym buforem PBS (na 1 g komérek uzyto 5 ml buforu
PBS). Bakterie w celu doktadnego pozbycia sie podioza hodowlanego, wytrzasano w buforze PBS
przez 15 minut, po czym doktadnie zwirowano (18000 x g, 20 min, 4 °C). Bakterie inkubowano w 5 M



LiCl przez 60 minut w temperaturze 4 °C (1 g komoérek zawieszono w 5 ml 5 M LiCl), po czym
supernatant zawierajacy biatka powierzchniowe S-layer i SLAPs odwirowano i dializowano
w membranie ZelluTrans Roth 3,5 (MWCO 4,000-6,000; Nominal Filter Rating 3,500; Carl Roth
GmbH) przez 2 doby w 4 °C. Uzyskany pelet wytrzasano w 20 ml 1 M LiCl w 4 °C przez dobe. Po
wirowaniu (20 000 x g, 1 h), otrzymany pelet stanowiacy biatka S, zawieszono w 10 ml wody
ultraczystej.Supernatant poddano dializie w membranie ZelluTrans Roth 3,5 (MWCO 4,000-6,000;
Nominal Filter Rating 3,500; Carl Roth GmbH) przez 2 doby w temperaturze 4 °C. W ten sposdb
otrzymano biatka SLAPs. Biatka zawieszone w wodzie ultraczystej poddano liofilizacji
i przechowywano w temperaturze -20 °C do dalszych badan.

Stezenie wyizolowanych frakcji okreslono z wykorzystaniem zestawu odczynnikow Micro BCA
Protein Kit (Thermo Scientific, USA) zgodnie z procedura podana przez producenta. Pomiar
absorbancji wykonano za pomoca czytnika Sunrise (Tecan, Szwajcaria) przy dtugosci fali 562 nm.
Stezenie probek obliczono z krzywej standardowej wyznaczonej na podstawie absorbancji
standardow.

Otrzymane dwie frakcje biatek powierzchniowych scharakteryzowano z wykorzystaniem
elektroforezy SDS-PAGE wg metody Laemmli (1970). Masy czasteczkowe uzyskanych prazkow
okreslono za pomoca systemu GS800 (BioRad, USA).

W celu oczyszczenia biatek powierzchniowych zastosowano metode chromatografii wykluczania SEC
(SEC, Sephacryl S-100 HR, Sigma-Aldrich) w systemie FPLC (BioLogic LP unit, Model 2110 Fraction
Collector, Bio-Rad, USA). Uzyskane w wyniku izolacji biatka powierzchniowe o masach 10 mg
zmieszano i rozpuszczono w 20 ml 6 M mocznika. Rozdziat przeprowadzono z natezeniem przeptywu
wynoszacym 0,5 ml/min w objetosci eluentu wynoszacej tacznie 520 ml.

Eksperyment biosorpcji jonow kadmu przez bialtka powierzchniowe L. helvetius B734

Przed przystapieniem do eksperymentu biosorpcji przygotowano roztwory biatek S i SLAPs
o stezeniu 1 mg/ml zawieszone w wodzie ultraczystej dla uzyskania warunkéw niedenaturujacych,
a w 10 M moczniku - warunkéw denaturujgcych. Przygotowano rowniez odwazke soli kadmu w celu
otrzymania roztworu Cd** o stezeniul0 pg/ml.

Proces dializy przeprowadzono w 50 ml roztworu jonéw kadmu (II). Zawieszone w wodzie lub
rozpuszczone w moczniku biatka przeniesiono do przygotowanych uprzednio membran
dializacyjnych. Do jednej z membran wprowadzono 1 mlwody ultraczystej lub 10 M mocznika, co
stanowito probe kontrolna. Tak przygotowane membrany umieszczono w oddzielnych falkonach
zawierajacych roztwdr metalu i prowadzono eksperyment biosorpcji przez 2 godziny przy
wytrzasaniu 200 RPM w 37 °C. Po tym czasie zebrano po 2 ml roztworu zewnetrznego oraz
zawiesine bialek z membrany dializacyjnej z kazdej proby do pomiaru stezenia kadmu, ktory
oznaczono przy uzyciu atomowego spektrometru absorpcyjnego.

Pojemnosé sorpcyjna q (ng metalu/mg biatka) oraz efektywnos$¢ usuwania metalu RE (%) obliczono
na podstawie wzoréw przedstawionych ponizej:
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gdzie: c; to poczatkowe stezenie metalu (ng/ml), c, - koicowe stezenie metalu w kazdej prébce
(pg/ml), V - objetos¢ (ml) i m (mg) - sucha masa biatek.

Wynik i dyskusja

Analiza oceny zdolnosci biatek powierzchniowych do biosorpcji jonéw metali wymaga ich
wczesniejszej izolacji. Ekstrakcja przebiega najczesciej z wykorzystaniem wysokiego stezenia soli jak
hydrochlorek guanidyny, czy chlorek litu, ktére rozrywaja wiazania wodorowe pomiedzy biatkami S
a drugorzedowymi polisacharydami tworzacymi $ciane komoérkowa bakterii. Dziatanie chlorkiem litu
o stezeniach 1 M i 5 M w celu efektywnej izolacji biatek warstwy S u réznych gatunkéw bakterii
z rodzaju Lactobacillus zostato potwierdzone w kilku pracach (LORTAL I IN., 1992; SMIT I IN., 2001;
FRECE I IN., 2005; GOH I IN., 2009; ASHIDA I IN., 2011; BEGANOVIC I IN., 2011; TAVERNITI
[ IN., 2013). Nadal jednak niewiele jest prac dotyczacych izolacji i analizy egzoprotein zwigzanych
z warstwa S (JOHNSON I IN., 2013). W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach w celu
oddzielenia frakcji biatek powierzchniowych wykorzystano ich réznice w rozpuszczalnosci w 1 M LiCl.
Nierozpuszczalne biatka warstwy S wyekstrahowano z mieszaniny po 24-godzinnej inkubacji w ww.
roztworze, podczas gdy JOHNSON I IN. (2013) prowadzili proces izolacji tych biatek z L. acidophilus
NCFM przez jedynie 15 minut. R6znice w metodyce obserwowano takze podczas wirowania probek
zawierajacych biatka, ktére kazdorazowo wydtuzano dwukrotnie, co byto wynikiem ich stabej
przyczepnosci. Przeprowadzone badania wtasne pozwolity na ekstrakcje dwoch, zréznicowanych pod
wzgledem wtasciwosci fizykochemicznych frakcji biatek powierzchniowych u szczepu L. helveticus
B734: Slp (ang. S-layer protein) i SLAPs. W wyniku pomiaru absorbancji wykazano, ze po izolacji
biatek powierzchniowych z 2 litréw hodowli (1% inokulum) uzyskano 0,59 mg/ml biatek S oraz 0,19
mg/ml SLAPs (Tabela 1).

Tabela 1. Pomiar absorbancji probki przy dlugosci fali 562 nm.

Frakcja bialek Pomiar absorbancji (562 nm) Stezenie bialka
powierzchniowych | i} I | Srednia+SD* (mg/ml)
Bialka S 0.83 0,93 0.90 0.89 £ 0.05 0,59

Bialka zwiazane z

e 0.42 0.37 0.40 0.40£0.03 0.19
warstwa S

* odchylenie standardowe

Identyfikacje biatek powierzchniowych przeprowadzono metoda elektroforetyczna w obecnosci
czynnika denaturujacego - dodecylosiarczanu sodu. Uzyskano profil elektroforetyczny zawierajacy
liczne prazki o szerokim zakresie mas czasteczkowych, ktore roznity sie w zaleznosci od
analizowanej frakcji biatek (Rysunek 1).
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W przypadku biatek S, podobnie jak w badaniach WASKO I IN. (2014), przeprowadzony rozdzial
pozwolil uzyskac prazek charakterystyczny dla badanej frakcji o masie czasteczkowej wynoszacej ok.
49 kDa. Na obrazie zelu biatek SLAPs obserwowano liczne prazki, ktérych niekiedy nie
zaobserwowano po elektroforetycznym rozdziale biatek S, pozwala to wnioskowac, ze moga to by¢
prawdopodobnie biatka zwigzane z warstwa S. Nalezy tez doda¢, ze pomimo tych samych mas
czasteczkowych, analizowane biatka moga by¢ réznymi proteinami, o zréznicowanym punkcie
izoelektrycznym. Z drugiej jednak strony mozna domniemywac, ze biatka niskoczasteczkowe, ktdre
zaobserwowano w obu $ciezkach moga stanowi¢ biatka SLAPs. W celu potwierdzenia tych
przypuszczen niezbedne byloby przeprowadzenie dalszych badan polegajacych na
sekwencjonowaniu uzyskanych w wyniku ekstrakcji chlorkiem litu biatek.

(]

Rys. 1. Profil elektroforetyczny SDS-PAGE bialek powierzchniowych L. helveticus B734
wyizolowanych przy pomocy chlorku litu. M: marker mas; 1: bialka warstwy S; 2: biatka
zwiazane z warstwa S.
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Nalezy podkresli¢, ze podczas gdy rola biatek S-layer we witasciwosciach powierzchniowych
lactobacilli jest coraz czesciej badana i opisana przez wielu autoréw (BEGANOVIC I IN., 2011; SUN
IIN., 2013; HYNONEN I1IN., 2014; LIU I IN., 2011), niewiele jest szczegétowych prac pokazujacych
potencjatl probiotyczny SLAPs, ktéry moze okazaé sie niezwykle istotny. Z tego tez wzgledu wstepna
identyfikacja tych biatek stanowi pierwszy krok w celu zrozumienia funkcji bakteryjnych biatek
powierzchniowych i zapewni tym samym lepsze spojrzenie na budowe i fizjologie powierzchni
komoérkowej bakterii z rodzaju Lactobacillus.
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Z danych literaturowych wynika, ze zdolnos¢ lactobacilli do wiazania i usuwania jondw metali jest
skorelowana z wystepowaniem u nich biatek powierzchniowych warstwy S. Laboratoryjne metody
badawcze z tego zakresu opieraja sie m.in. na wykorzystaniu membran dializacyjnych zawierajacych
biatka, ktére inkubowane sa w odpowiednich warunkach w roztworze metalu. Efektywnosé usuwania
metali ocenia sie poprzez zmiane stezenia pierwiastka w roztworze w poréwnaniu do kontroli po
wyznaczonym czasie eksperymentu (POLLMANN I MATYS, 2007). Parametrem pozwalajacym
okresli¢ przydatnos¢ biosorbentu moze by¢ pojemnosé sorpcyjna (q), ktéra wyraza mase jondéw
metalu zaadsorbowanych w suchej masie biosorbentu w stosunku do aktualnego stezenia
w roztworze wodnym (SUHR I IN., 2014).

Przeprowadzone badania dotyczace wiazania jondw kadmu przez biatka powierzchniowe wykazaty,
ze zaréwno biatka warstwy S, jak i biatka zwiazane z warstwa S sa zdolne do ich usuwania.
Mianowicie, w wyniku dwugodzinnej inkubacji biatek w roztworze kadmu(II) uzyskano spadek
stezenia metalu w zakresie od 11 do 25,3% (Rysunek 2).

Bialka warstwy S 5.79
: " 4.9 |
Bialka zwiazane z warstwa S 186 |
Wyjsciowy roztwor kadmu (1I) I6 s1
| :
0 2 1 6 8

Stezenie kadmu (1I) (ng/ml)

Biatka zawieszone w wodzie ultraczyste]  m Bialka rozpuszczone w 10 M moczniku

Rys. 2. Zmiana stezenia jonéow kadmu w roztworze wyjsciowym oraz po biosorpcji jonow
kadmu przez bialka powierzchniowe L. helveticus B734.

Biosorpcje jondw metali przez warstwe powierzchniowa komoérek bakterii z rodzaju Lactobacillus
potwierdzili tez inni autorzy ( MRVCIC I IN., 2009, 2012; DOHM I IN., 2011; SCHUT I IN., 2011;
GERBINO I IN., 2012, 2015).

SCHUT I IN. (2011) wykazali, ze bakterie L. hilgardii DSM 20176 traktowane proteinaza K, a co za
tym idzie pozbawione warstwy S cechowaly sie mniejsza zdolnosciag do wigzania jonéw miedzi
w poréwnaniu do tych samych bakterii z warstwa S na powierzchni komoérki. Z kolei GERBINO I IN.
(2015) badajac biosorpcje otowiu przez L. kefir zauwazyli, ze biatka powierzchniowe moga stanowic
raczej bariere ochronna przed jonami metalu, a wieksza role w jego usuwaniu w poréwnaniu do
biatek moga penic¢ inne komponenty komdrkowe, takie jak np. oligosacharydy.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze pojemnos$¢ sorpcyjna w przypadku biatek warstwy S
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w sSrodowisku wodnym byta dwukrotnie wyzsza (42,2 pg/ml na mg biatka) niz w sytuacji, gdy te same
biatka rozpuszczono w czynniku chaotropowym (10 M mocznik) (Rysunek 3).

2,2
Bialka warstwy S 0.97
15,13
Bialka zwiazane z warstwa S 15.57
/
0 10 20 30 40 50
Pojemnos¢ sorpeyjna (ng/ml/mg bialka)
m Bialka zawieszone w wodzie ultraczystej Biatka rozpuszczone w 10 M moczniku

ERys. 3. Porownanie pojemnosci sorpcyjnej bialek powierzchniowych L. helveticus B734
w srodowisku wodnym oraz z czynnikiem chaotropowym.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczac, ze powstate réznice sa spowodowane
wartoscia odczynu Srodowiska, w ktérym prowadzono proces, co wplywa na aktywnosé¢ grup
funkcyjnych zaangazowanych w interakcje metal-bakteria. Bowiem, na podstawie przeprowadzonych
analiz molekularnych uwaza sie, ze usuwanie metali ciezkich zachodzi na powierzchni bakterii
gtéwnie za pomoca oddziatywan elektrostatycznych z grupami fosforanowymi i karboksylowymi
(HALTTUNEN i IN., 2008). Potwierdzily to badania przeprowadzone na wyizolowanych z komorki
biatkach S-layer, ktore wykazaly, ze te specyficzne struktury zdolne sa do oddzialywania z metalami
poprzez grupy karboksylowe reszt kwasu asparaginowego i glutaminowego (GERBINO I IN., 2011).
Tak wiec, gdy reakcja przebiegata w srodowisku wodnym o odczynie 6,21, grupy karboksylowe
uczestniczace w wigzaniu jondw kadmu byly natadowane ujemnie, co zwiekszyto wydajnos$¢ procesu,
za$s w przypadku zastosowania 10 M mocznika o pH 7,36 prawdopodobnie nastapit spadek
rozpuszczalnosci jonéw metalu i mogto doj$¢ do ich precypitacji. Powyzsze procesy opisane w kilku
pracach wskazuja jednoczesnie, ze najwieksza wydajnos¢ biosorpcji osiagana jest w pH o wartosci 5
(IBRAHIM I IN., 2006; MRVCIC I IN., 2009; SCHUT I IN., 2011).

Duzy udziat pH w wiazaniu jonéw metali potwierdza fakt, ze pomimo zastosowania czynnika
chaotropowego, ktdry powoduje rozfaldowanie struktury biatek i powinien utatwia¢ dostepnos¢ grup
funkcyjnych do jonéw metalu, czyniac biatko bardziej podatne na ich wigzanie, lepsze usuwanie
metalu przez biatka warstwy S nastepowato przy nizszej wartosci odczynu srodowiska.

Co ciekawe, po dwugodzinnym eksperymencie pojemnos$¢ sorpcyjna biatek SLAPs w obu
przypadkach byta bardzo zblizona i wynosita ok. 15 ng/ml na mg biatka, co odpowiadato 25%
efektywnosci usuwania jondéw kadmu z roztworu. Uwzgledniajac inne wtasciwosci fizykochemiczne
tej frakcji niz warstwy S mozna przypuszczac, ze biatka SLAPs wplywaja ochronnie na zmieniajgce
sie warunki procesu, jednak wymaga to jeszcze doktadnego zbadania.

«|1]2]>
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