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1. Zusammenfassung



2. FEinleitung

2.1 Phytasen und Phytinséiure

2.2 (Bisherige Arbeiten zur) Charakterisierung von Phytasen aus verschiedenen
Mikroorganismen

2.3 Pantoea agglomerans

2.4 Aufgabenstellung



3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Proteinchemischer Teil

3.1.1 Phytasebildung

Zunéchst einmal war der Verlauf der Phytaseaktivitit wihrend des Wachstumszyklusses von Pantoea
agglomerans von Interesse, da ein hoher Anteil an Phytase am Gesamtprotein die Aufreinigung
erleichtern wiirde. Pantoea agglomerans wurde in verschiedenen Medien wachsen gelassen. Es wurde
jeweils die Phytaseaktivitit gemessen, um so ein moglichst optimales Medium fiir den weiteren
Aufreinigungsvorgang zu ermitteln. Es wurden Pantoea agglomerans-Kulturen in folgenden Medien fiir
18-20 h unter aeroben Bedingungen bei 37°C wachsen gelassen:

LB

LB + 1 g/l Na-Phytat

PSM [6]

PSM + 0,5 g/l K2HPO4

PSM + 1 g/l K2HPO4

PSM + 2 g/l KoaHPO4

Es zeigte sich, dall keine wesentlichen Unterschiede bzgl. der Menge der gebildetetn Phytase in den

verschiednen Medien besteht. Daher wurde im weiteren Verlauf lediglich LB-Medium als Medium
verwendet.

3.1.2 Lokalisierung der Phytase

Bei der P.agglomerans Phytase handelt es sich um eine intrazelluldres Enzym. Im verbrauchten Medium
konnte keine Phytase nachgewiesen werden.

3.1.3 Isolierung und Reinigung der Pantoea agglomerans Phytase

Zur Isolierung und Reinigung der Phytase wurde P. agglomerans Zellen verwendet, die unter aecroben
Bedingungen gewachsen waren und in der staniondren Phase geerntet wurden.

Zur Isolierung der Phytase wurde die P. agglomerans Zellwand durch Ultraschallbehandlung zerstort.
Andere Methoden zur Zerstorung der Zellwand (Einfrieren/Auftauen und Lysozymverdau) brachten
keine so grofe Ausbeute an Phytase wie die Methode der Ultraschallbehandlung.

Da weder ein ausgearbeitetes Verfahren zur Reinigung des Enzyms zur Verfiigung stand, noch die
physikalischen Parameter des Proteins vorlagen, wohl aber einige Erfahrungen mit anderen bakteriellen
Phytasen vorhanden waren, sollte zunichst ein vorldufiges Reinigungsverfahren ansatzweise ausprobiert
werden.



3.1.3.1 Vorliufiges Reinigungsverfahren als Ansatz

(16.9.02-9.10.02)

Spezifische
Gesamt- Gesamt- Aktivitat Reinigungs- Ausbeute

Reinigungsschritt Volumen [ml]  protein [mg] aktivitat [U]  [U/mg] faktor [%]

9

(muB mehr sein,

in nichtl. Bereich
Rohextrakt 58 gemessen) 1 100

3 33(muB mehr

(muB mehr sein, sein, in nichtl.

in nichtl. Bereich Bereich
(NH4)2S0Oa4-Fallung 18,5 gemessen) gemessen)
CM-Sepharose 67 2,77 30,8

0,46 (muB 5(muB mehr

mehr sein, in sein, in nichtl.

nichtl. Bereich Bereich
Mono Q gemessen) gemessen)
Mono S 0,47 5

Tabelle 1: Ansatzweises Reinigungsschema der P.agglomerans Phytase

Ammoniumsulfat-Fillung

(siehe Protokoll vom 16.9.02/1)




CM-Sepharose
Puffer: 20 mM Naac, pHS

Elution der CM-Sepharose mit einem Gradienten: 0-1M NaCl im gleichen Puffer. Fraktionsgrofe: 10ml
Elutionsdiagramm: siehe Daten aus Protokoll 22.9.02./1

B

Abb.1

Zur weiteren Reinigung wurden Fraktionen 37-42 gepoolt (d.h. zusammengeschiittet).
Danach wurde zunéchst auf eine Mono-S Siule gegangen, jedoch ist das Enzym vollstindig durchgelaufen bereits
beim Auftrag. Deshalb wurde auf eine Mono-Q Séule gegangen.



Mono Q FPLC

Elutionsdiagramm: siehe Daten aus Protokoll 2.10.02./1

B

Abb.2

Mono S FPLC

Elutionsdiagramm: siehe Daten aus Protokoll 3.10.02./3

=l

Abb.3
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SDS-Gelelektrophorese

Nach Elution der Mono S FPLC wurden die Proteine der Enzymlsg. durch einen Gellauf analysiert.

Abb.4: Polyacrylamidgelelektrophorese
Spur 1: SDS-7 Standard
Spur 2: SDS-6 Standard
Spur 3: Fraktion 4(oder 6) der Mono S (nach Durchlauf durch Mono S)
Spur 4: Fraktion 5 der Mono S (nach Durchlauf durch Mono S)

Bei den Spuren 3 und 4 ist die P.agglomerans Phytase als die obere der zwei Banden zu sehen. Dies erkennt
man daran, da3 bei Spur 4 die obere Bande dicker ist. Der Grund dafiir ist, daf} in Fraktion 5 der eluierten
Mono S am meisten Phytase war. Die untere Bande ist in den beiden Spuren 3 und 4 gleich dick. Daher kann
man daraus folgern, daf es sich bei der oberen um die Phytase handelt.

Die Spuren 1 und 2 dienen dazu, eine Orientierung zu bekommen, wie grofl das Molekulargewicht der P.
agglomerans Phytase ist. In SDS-6 und SDS-7 gibt es drei gemeinsame Banden, die folgende
Molekulargewichte haben: 66kD, 45kD und 29kD. Da die Phytase in Spur 4 bzw.3 zwischen den beiden
ersteren liegt, kann man folgern, daf} die P. agglomerans Phytase ungeféhr ein Molekulargewicht von 40-
50kD hat. Damit liegt sie in der Nihe der E.coli Phytase, die 42kD Molekulargewicht hat.

Die Bande unterhalb der Phytase in Spur 3 und 4 ist das einzige Verunreinigungsprotein, welches im
folgenden durch einen Gelfiltrationsschritt nach dem Reinigungsschritt mit CM-Sepharose versucht wird,
wegzubekommen.

11



3.1.3.2 Reinigung der P. agglomerans Phytase — 1. Durchgang

(26.11.02-)
Spezifisc
Gesamt- he Reinigu
Volumen |protein [Gesamt- Aktivitat |ngs- Ausbeute
Reinigungsschritt |[ml] [mg] aktivitat [U]  [[U/mg] |faktor  |[%]
2200
(ge-
Rohextrakt 106|schatzt) 54,13 0,025 1 100
(NH4)2SO4-Fallung 30 777 31,8 0,041 1,64 59
21,5 39,7
CM-Sepharose 100 114| (vorl. Wert)] 0,188 7,52| (vorl. Wert)
7,4 (vorl.
Mono Q 6 9,11| 4 (vorl. Wert) 0,439 17,56|Wert)
11 (vorl.
Gelfiltration 30 4|6 (vorl. Wert) 1,5 60| Wert)
8 1,240 2,47 (vorl. Wert),
(davon ca. |(davon 0,3 |davon ca. 0,8 4,6
Mono S 2 verloren) |verloren) |verloren 3 120](vorl. Wert)
Gelfiltration 2 0,28 0,517

Tabelle 2: Reinigungsschema der P.agglomerans Phytase

Proteingehalt-Best. nach Bradford:

Eichkurve vom 28.11.02 y=0,82/25*x + 0,1 (x: Proteinkonz.[1ng/100ul]; y: AE bei 595nm)]
x = 30,49%y — 3,049 -> Proteinkonz.[mg/ml] = x/100

CM-Seph. (1:10 verdiinnt): bei 595nm  AE=0,475

e MonoQ (1:10 verdiinnt): bei 595nm  AE=0,598
e Gelfiltration (unverdiinnt): bei 595nm  AE=0,536
e  MonoS 2.2 (unverdiinnt) bei 595nm AE=0,5846
] 2.3 (unverdiinnt) bei 595nm AE=0,5389

Ext.-Diff. |Verdiinnung Gesamt-

bei der Probe Proteinkonz. |Vol. protein Gesamtakt. |spez. Akt.

595nm [wievielfach] [[mg/ml] [mli] [mg] [U] [U/mg]
(NH4)2S04-
Fallung 0,95 100 25,9165 30| 777,495 31,8| 0,04090058
CM-Seph. 0,475 10 1,143375 100| 114,3375 21,5] 0,18803979
MonoQ 0,598 10 1,518402 6] 9,110412 4| 0,43905808
Gelfiltration 0,536 1 0,1329364 30| 3,988092 6] 1,50447883
MonoS 2.2 0,585 1 0,1478765 2| 0,295753 0,8] 2,70495988
MonoS 2.3 0,539 1 0,1338511 2] 0,2677022 0,1] 0,37354941
Werte unten verfélscht, da Bradfordlsg vom 28.11. am 2.1.03 benutzt wurde (mehr als 1 Monat alt); kénnen nur relativ untereinander verglichen werden
Gelf2.12 0,449 1 0,1064101 210,2128202 0,22| 1,03373646
Gelf2.13 0,428 1 0,1000072 21 0,2000144 0,18| 0,8999352
Gelf2.14 0,419 1 0,0972631 21 0,1945262 0,28| 1,4393948
Gelf2.15 0,384 1 0,0865916 210,1731832 0,06| 0,34645393

Tabelle 3: Zusatztabelle zur Reinigungstabelle von 1.Durchgang

Ammoniumsulfat-Fillung
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CM-Sepharose

Elution der CM-Sepharose mit einem Gradienten: 0-1M NaCl im gleichen Puffer. Fraktionsgrof3e: 10ml

Extinktions-

diff.

Reaktionslsg.-

Blank U/ml

]

Abb.5

Fraktionen 13 - 22 wurden gepoolt. Gesamtaktivitit der Fraktionen 13 — 22:
Gesamtakt. [U/ml] Fraktionen 13-22:
2,151615

x10ml = 21,5 Unit

13



Mono Q FPLC

Zunichst wurde die Enzymlsg. nach der CM-Sepharose-Elution gegen 20mM Tris-HCI, pH 7,8 umdialysiert.

=l

Abb.6
Elution mit Gradient 0-1M NaCl. Bei Fraktion 1 beginnt der Gradient.

Fraktionen 4 - 6 wurden gepoolt. Gesamtaktivitit der Fraktionen 4 - 6: 3,99 Units
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Elution der S200 (Gelfiltration)
16./17.12.2002

Durchgang 1 (ca.2ml Enzymisg.)

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

0,321
0,387
0,597
0,5
0,501
0,348
0,339
0,268
0,28

10E
11E
12E
13E
14E
15E
16E
17E
18E
19B
20B
21B
22B
23B

0,2236
0,2185
0,2199
0,2235
0,2198
0,2124

0,223
0,2172
0,2189

1. Durchg.

Summe Ext.diff.

Gesamte rel. Aktiv.:

Gesamtakt.:

x 2r 2,2053 Units

Bei Durchlauf 3 wurden nur ca. 1,1 ml aufgetragen. Etwas Enzymlsg. 8von den 6 ml) ist verloren gegangen.

Ext.diff.

0
0,168
0,377
0,277
0,281
0,136
0,116
0,051
0,061

0

O OoOoo

Gelfiltration (S200)

Puffer: 50 mM Na-ac, 0,2 M NaCl pH5

Elution in Fraktionen zu 2 ml

Durchgang 2 (2ml Enzymisg.)

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

0,25

0,3
0,33
0,53

0,5
0,53
0,36
0,32
0,28

10B
11B
12B
13B
14B
15B
16B
17B
18B
19B
20B
21B
22B
23B

0,232
0,224
0,216
0,243
0,218
0,231
0,231
0,227
0,225

2. Durchg.

Summe Ext.diff.

1

Ext.diff.
0
0,0714
0,1138
0,2901
0,284
0,3041
0,1293
0,0943
0,0587
0

o OoOoo

Gesamte rel. Aktiv.:

1

Gesamtakt.:
2,021 Units

x 2ml

Durchgang 3 (ca. 1ml Enzymlsg.)

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

0,26
0,28
0,33
0,34
0,32

0,3
0,39
0,41
0,42
0,31
0,28

0,3
0,27
0,24

10B 0,215
11B 0,212
12B 0,219
13B 0,219
14B 0,24
15B 0,213
16B 0,23
17B 0,249
18B 0,24
19B 0,263
20B 0,249
21B 0,223
22B 0,226
23B 0,238
3. Durchg.

Summe Ext.diff.

1

Gesamte rel. Aktiv.:

1

Gesamtakt.:

x 2ml 1,761 Units

Ext.diff.

0
0,0678
0,1112
0,1196
0,0816
0,0902
0,1611
0,1588
0,1761
0,0441
0,0321
0,0802
0,0429
0,0068



Durchgang 1 (Reihe 1) Durchgang 2 (Reihe 2) Durchgang 3 (Reihe 3)
Differenz
Differenz Absorptio Differenz
Absorption n Absorption
bei 355 nm bei 355 bei 355 nm
zZw. nm zw. Zw.
Reaktionsp Reaktions Reaktions Elutionsdiagramm der Chromatographie an S200
Frak robe und Frak probe Frak probe und (Gelfiltration)
-tion Blank U/ml  |-tion und Blank|U/ml -tion Blank U/ml
1 0 0 1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0 5 0 0
6 0 0 6 0 0 6 0 of |
7 0 0 7 0 0 7 0 0 g E—=y—"
8 0 0 8 0 0 8 0 o = e Reihe2
9 0 0 9 0 0 9 0 ol |8 Reihe3
10 0 of 10 0 ol 10 0 o | £
11 0,168] 0,1262 11] 0,0714] 0,0536 11| 0,0678] 0,05092
12 0,377] 0,2831 12| 0,1138] 0,0855 12| 0,1112] 0,08351 04
13 0,277] 0,208 13] 0,2901] 0,2179 13| 0,1196]0,08982( |~
14 0,281 0,211 14| 0,284 0,2133 14| 0,0816] 0,06128 031 /\...4
15 0,136 0,1021 15] 0,3041( 0,2284 15| 0,0902] 0,06774| |02 / \\
16 0,116 0,0871 16] 0,1293| 0,0971 16| 0,1611]0,12099( |0.1 1 f,/ }
17 0,051] 0,0383 17] 0,0943( 0,0708 17| 0,1588] 0,11926 0 b s
18] 0,061/ 0,0458 18] 0,0587[ 0,0441 18] 0,1761]0,13225 1357 911131517192123252729  Fraktionen
19 0 0 19 0 0 19| 0,0441]0,03312
20 0 0 20 0 0 20( 0,0321]0,02411
21 0 0 21 0 0 21| 0,0802] 0,06023
22 0 0 22 0 0 22| 0,0429] 0,03222
23 0 0 23 0 0 23| 0,0068] 0,00511
24 0 0 24 0 0 24 0 0
Abb.7
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Mono S FPLC
Zunichst wurde die Enzymlsg. nach der S200-Elution gegen 20mM Na-ac, pH 5 umdialysiert.
Bei der Elution mit 0-1NaCl Gradienten ist das Enzym durchgelaufen. Nach erneuter Dialyse, Auftrag und
Elution wurde schlie3lich das Enzym scharf fraktioniert. Fraktionsgrofie: 2ml. Der Auftrag und die
zugehorige Elution erfolgten in 2 Teilen.

Erneuter Auftrag des Durchlaufs (80ml)

Abb.8
Es wurden jeweils die Fraktionen 2 und 3 der beiden Elutionen zur weiteren Analyse verwendet. Ingesamt
sind in den diesen 4 Fraktionen noch 2,47 Units (vorlidufiger Wert).

SDS-Gelelektrophorese
1 -

-

Abb.9: Unterhalb der Phytase (Spur 2) ist noch ein Storprotein. Kommt womdglich daher, daf3 zuviele
Fraktionen bei der Gelfiltration mitgenommen wurden.



Zum?2.Mal Gelfiltration
Gelfiltration (S200)

Durchgang 1 (Reihe 1)

Differenz
Absorption
bei 355 nm
zZW.
Reaktionsp
Frak robe und
-tion Blank U/ml
1 0 0 Elutionsdiagramm der Chromatographie an S200
(Gelfiltration)
2 0 0 (zum zweiten Mal)
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0 Reaktionszeit: 35-40 Minuten
7 0 0
8 0 0 Extinktion Blank
9 0 0
—+—Reihet
10| 0,05768]0,0347| | F 0,31768
11| 0,09848]0,0592| |3 0,3584751
12| 0,18446(0,1108 § 0,4444584 0,26
13| 0,14857]0,0893| | = 0,4085735
14( 0,23183| 0,1393 0""4 0,4918306
15[ 0,04667| 0,028 02 0,3066653
16( 0,02982( 0,0179 “ 0,2898166
17{ 0,01811[0,0109 0 Aﬂ 0,2781143
18 0,01856 0,0112 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 Fraktionen 0,2785606
19 0 0
20 0 0

Abb.10 Puffer: 50 mM Naac, 0,2 M NaCl, pHS
Elution in Fraktionen zu 2 ml



Nach Bradfortest von Fraktionen 12 bis 15 (siehe Zusatztabelle zur Reinigungstabelle vom 1.Durchgang)
wird in Fraktion 14 ein reines Emzym erwartet. Da nur noch wenig Enzym vorhanden ist, soll nur wenig
protein auf dem Gel laufen gelassen werden (ca. 50 pl Enzymlsg., was ca. 5000 ng Protein entspricht). Die
Férbung sollte dann eine Silber-Férbung und nicht eine Comassie-Féarbung sein.

Dadurch kann der Rest der Enzymlsg. zur Charakterisierung genommen werden.

SDS-Gelelektrophorese — Firbung mit Silber

Es wurden die Fraktionen 12 bis 14 auf einem SDS-Gel aufgetragen und zusétzlich SDS-Standards 6 und 7.
Die Banden von Standard 7 sind schwach auf dem Bild zu erkennen. Es wurde offensichtlich zuviel
Volumen von den Standardproben aufgetragen.

SDS-6 Standard 12 13 14 14 SDS-7 Standard

F -

66 .
45

Phytase

Abb.11: SDS-Gel mit Silberfarbung nach ,,zum 2. Mal Gelfiltration mit S200* — Fraktionen 12,13 und 14

In Spur von Fraktion 14 sind schwach mehrere Banden zu erkennen. Es konnte sein, dal diese beim
Auftragen der Proben von Fraktion 13 filschlicherweise riiberdiffundiert sind. Deshalb wurde nocheinmal
ein Gel gemacht werden, wo lediglich Fraktion 14 und Standard 6 (jedoch eine kleinere Menge als bisher)
aufgetragen wurde.

14 SDS-6 Standard

Abb.12: SDS-Gel mit Silberfarbung nach ,,zum 2. Mal Gelfiltration mit S200* — nur Fraktion 14
Mit Fraktion 14 wird im folgenden charakterisiert.

3.1.3.3 Reinigung der P. agglomerans Phytase — 2. Durchgang
(ca. 13.12.02-)

es wurden 30 I kultiviert (teilweise mit 1 g/l Phytat)
2.Druchgang — Rohextrakt (Reaktionszeit: 35 min.) — Extinktionen und Blank
Phytasetest mit der Enzymlsg. aus den ersten 25 1
rohextrl 1,1356848
rohextr2 1,2739429
rohextrB 0,3491281



rohextrB 0,3475858
-> ca. 78 Unit

Spezifisc
Gesamt- he Reinigu
Volumen |protein |Gesamt- Aktivitat |ngs- Ausbeute

Reinigungsschritt  |[ml] [mg] aktivitat [U] [[U/mg] |faktor  |[%]

Rohextrakt 246 938 102,5] 0,10928 1 100
(NH4)2S04-Fallung 108 817 82,43| 0,10089| 0,9228 80,4
CM-Sepharose 100 58,7 59,4] 1,01193 9,3 52,1
Mono Q, Frakt. 11 2 1,46 1,42
Gelfiltration 10| 0,3326 1,83] 5,5021 50 1,79
Mono S 2| 0,07296 0,9] 12,3355 113 0,9

Tabelle 4: Reinigungsschema der P.agglomerans Phytase — 2. Durchgang (Unterschiede zum 1. Druchgang
und zum ansatzweisen Reinigungsschema: die ersten 4 Reinigungsschritte wurden nun mit bidest Wasser

gemacht; MonoQ und Mono S mit flacherem Gradienten)
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Puffer: 20 mM Naac, pH 5
Elution der CM-Sepharose mit einem Gradienten: 0-1M NaCl im gleichen Puffer. Fraktionsgro3e: 10ml

Phytase [U/mI]

e o o @2 =
[ N N L)
. . .

o

CM-Sepharose

Elutionsdiagramm der Chromatographie an CM-Sepharose

AAAAAAAAAAAAAAAAA/

0666000000000

—

~ ~ O M © O N 1O 0o — %
- - = = N AN AN o o

Fraktionen

~
[sp)

o
<

2]
<

—&— Reihel

Extinktions-

diff.

Reaktionslsg.-

Blank U/ml
13 0 0
14 0 0
15 0 0
16 0 0
17 0 0
18 0 0
19 0 0
20 0,12| 0,0901
21 0,25| 0,1878
22 0,5857| 0,4399
23 1,134| 0,8516
24 1,369| 1,0281
25 1,0223| 0,7677
26 1,067| 0,8013
27 0,67| 0,5032
28 0,349| 0,2621
29 0,17] 0,1277
30 0,1 0,0751

Abb.13: CM-Sepharose Eluat (2.Durchgang)

spez. Gesamtakt. [U/ml] Fraktionen 20-30:
5,134587

Fraktionen 20-30 wurden gepoolt. Gesamtaktivitit der Fraktionen 20-30:

Gesamtakt. [U/ml] Fraktionen 20-30:

5,13459

Xx10ml =

51,346 Unit
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Mono

FPLC

Zunichst wurde die Enzymlsg. nach der CM-Sepharose-Elution gegen 20mM Tris-HCI, pH 7,8 umdialysiert.
Im Gegensatz zum 1. Durchgang wurde nach Auftrag der Enzymlosung anstatt mit einem 0-1 M NaCl-Gradienten
nun mit einem 0-0.2 M NaCl-Gradienten, d.h. einem flacheren Gradienten, eluiert.

Fraktion

Differenz
Absorption

bei 355 nm zw.
Reaktionsprobe

und Blank

U/mi

O[NNI =

©

o

o

3

-
o

[N ES
(o] E0 (=] [=] [«] [=] [=] [=] [=] =]

o

win
[ =l =l =]l [=l[=]l (=l (=l ]=]

o

3

—_
—_

1,13

0,73

Phytase [U/ml] o
v R oo ®

o

Elutionsdiagramm der Chromatographie

an Mono Q

—&— Reihet

o
|

N
|

13

15 17 19 21 23 256 27 29 31

Fraktionen

—_
N

0,9

0,58

—_
w

0,64

—
N

0,61

0,25

—_
a1

0,4

0,16

-
(2]

-
~

—_
o]

Abb.14: Elutionsdiagramm 2.Durchgang, Mono Q

Fraktionen 11, 12 und 13 wurden einzeln zur Gelfiltration tiber die S200 gegeben.
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Gelfiltration (S200)

Puffer: 50 mM Na-ac, 0,2 M NaCl pH5
Elution in Fraktionen zu 2 ml

MonoQ, Fraktion11 Ext.diff. MonoQ, Fraktion12 Ext.diff. MonoQ, Fraktion13 Ext.diff.
1 0211 0,25 0 1 0,23 0,25 0 1
2 0,225 0,25 0 2 0,29 0,25 0,04 2
3 0,25 0 3 0,31 0,25 0,055 3
4 0,328 0,25 0,078 4 0,34 0,25 0,089 4
5 0,433 0,25 0,183 5 0,38 0,25 0,127 5
6 0433 0,25 0,183 6 0,35 025 0,103 6
7 0442 0,25 0,192 7 0,45 0,25 0,204 7
8 0,542 0,25 0,292 8 0,47 025 0,222 8
9 0,62 0,25 0,37 9 0,48 025 0,225 9
10 0,75 10E 0,25 0,5 10 0,52 10B 0,25 0,273 10 0 10B 0
11 0903 11E 0,25 0,653 11 066 11B 0,25 0,408 11 0 11B 0
12 1,083 12 0,25 0,783 12 0,73 12B 025 0,485 12 0 12B 0
13 0,908 13E 0,25 0,658 13 081 13B 0,25 0,557 13 0 13B 0
14 0,82 14E 025 0,57 14 082 14B 025 0,567 14 0 14B 0
15 058 15 0,25 0,33 15 0,66 15B 0,25 0,409 15 0 15B 0
16 0477 16E 0,25 0,227 16 0,76 16B 0,25 0,51 16 0 16B 0
17 0379 17E 0,25 0,129 17 054 17B 025 0,286 17 0 17B 0
18 0,343 18 0,25 0,093 18 045 18B 0,25 0,196 18 0 18B 0
19 0,322 19E 0,25 0,072 19 041 19B 0,25 0,165 19 0 19B 0
20 0,318 20E 0,25 0,068 20 0,38 20B 025 0,131 20 0 20B 0
21 033 21E 0,25 0,08 21 0,36 21B 0,25 0,108 21 0 21B 0
22 0,295 22E 0,25 0,045 22 036 22B 025 0,114 22 0 22B 0
23 0,384 23E 0,25 0,134 23 035 23B 0,25 0,1 23 0 23B 0
24 0,363 0,25 0,113 24 0,34 0,25 0,089 24
25 0,281 0,25 0,031 25 0,31 0,25 0,059 25

1. Durchg. 2. Durchg. 3. Durchg.

Bei Durchlauf 3 (MonoQ-Eluat, Fraktion 13) wurde nur ca. 0,4 ml aufgetragen. 1,6 ml Enzymlsg. ist verloren gegangen.

[eNeolNolololNolNolNolNolNolNolollolo)



Durchgang 1 (Reihe 1)

Durchgang 2 (Reihe 2)

Differenz
Differenz Absorptio
Absorption n
bei 355 nm bei 355
ZW. nm zw.
Reaktionsp Reaktions
Frak robe und Frak probe
-tion Blank U/ml -tion und Blank|U/m|
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0,04]0,0231
3 0 0 3] 0,055/0,0318
4 0,078] 0,04506 4] 0,089]0,0514
5 0,183] 0,10572 5| 0,127]0,0734
6 0,183] 0,10572 6] 0,103]0,0595
7 0,192]0,11092 7] 0,204]10,1178
8 0,292] 0,16869 8| 0,222]0,1282
9 0,37]0,21375 9] 0,225 0,13
10 0,5] 0,28885 10] 0,273]0,1577
11 0,653] 0,37723 11 0,408]0,2357
12 0,783] 0,45233 12| 0,485]0,2802
13 0,658| 0,38012 13| 0,557]0,3218
14 0,57] 0,32928 14| 0,567]0,3276
15 0,33] 0,19064 15] 0,409/0,2363
16 0,227 0,13114 16 0,51]10,2946
17 0,129] 0,07452 17| 0,286]0,1652
18 0,093] 0,05373 18] 0,196]0,1132
19 0,072] 0,04159 19] 0,165/0,0953
20 0,068] 0,03928 20] 0,131]0,0757
21 0,08] 0,04622 21 0,108]0,0624
22 0,045 0,026 22| 0,108]0,0624
23 0 0 23 0,1]10,0578
24 0 0 24| 0,089]0,0514
25 0 0 25| 0,059]0,0341
26 0 0 26 0 0
27 0 0 27 0 0

Elutionsdiagramm der Chromatographie an
S200 (Gelfiltration)
E
2
o
o —e—MonoQ, Frakt.11
s —=—\onoQ, Frakt.12
=
o
0,6
0,4 -
0,2
O* T T T T T T T T T T1T o
1 5 9 13 17 21 25
Fraktionen

MonoQ11, Gelf10-14
1,82782 U

Abb.: 2.Durchgang Gelfiltration Eluat
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Fraktionen 10-14 wurden gepoolt.

Mono S FPLC

Zunichst wurde die Enzymlsg. nach der S200-Elution (Fraktionen 10-14) gegen 20mM Na-ac, pH 5 umdialysiert.

An der MonoS wurde die Elution mit einem 0-0.2 NaCl Gradienten durchgefiihrt. Fraktionsgroe: 2ml

Differenz
Absorption Elutionsdiagramm der Chromatographie
bei 355 nm zw. an Mono S
Reaktionsprobe
Fraktion |und Blank U/ml
1 0 0
2 1,2] 0,45
3 0,15 0,06 05
g 8 8 T sl X —e—Reihet
=)
6 of o g %°]
8 02
7 0 0 =4 ’
8 o o = % &
9 0 0 0 +HO———T0r OO OO0~ 0-0-0-0-0-00-0-0-0-0
m oo R R A - RV
11 0 0 Fraktionen
12 0 0
Abb.14: Elutionsdiagramm 2.Durchgang, Mono S
Abb.

SDS-Gelelektrophorese — Firbung mit Commassie

- s

— .

Abb.11: SDS-Gel mit Commassie-Fiarbung 2.Durchg., MonoS, Fraktion 2; SDS Standards 6 und 7




3.1.4 Charakterisierung der P. agglomerans Phytase

3.1.4.1 Molekulargewichtsbestimmung durch SDS-Polvacrylamidgelelektrophorese

Von den zwei Fraktionen, die wihrend der Kationenaustauschschromatographie an Mono S erhalten
wurden, war bei einem 10%igen Polyacrylamidgellauf (siehe Abbildung 4) eine Bande in Fraktion 5
dicker als eine Bande auf selber Hohe in Fraktion 4 (oder 6). Da die Aktivitét in Fraktion 5 hoher war als
die in Fraktion 4 (oder 6), wurde daraus geschlossen, daf} es sich bei dieser Bande um die Phytase
handelt. Ein Vergleich mit zwei Standards ergab, daf} die Phytase ein Molekulargewicht von ca. 42 kDa
haben muf (in jedem Fall zwischen 40 und 50 kDa).

3.1.4.2 N-terminale Sequenz der P. agglomerans Phytase

Ziel der N-terminalen Sequenzierung war es, Daten iiber die P.agglomerans Phytase zu erhalten, die zur
Ableitung spezifischer Gensonden fiir die Klonierung des Phytasegens herangezogen werden konnen.
Die aus der Aminosiuresequenz abgeleiteten DNA-Sequenzen konnen als Oligonukleotide sysnthetisiert
und anschlieBend als Hybridisierungsprobe zur Identifizierung und Isolierung des Phytasegens eingesetzt
werden. Die Notwendigkeit der Klonierung des Phytasegens ergab sich aus den sehr geringen Mengen
an Enzym, die in P.agglomerans systhetisiert werden, die fiir einen technischen Einsatz unzureichend
sind.

3.1.4.3 Aminosiureanalyse

Fiir die Amonosiureanalyse wurde die Bande des SDS-Gels ausgeschnitten.
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3.1.4.4 Enzvmologische Eigenschaften der P. agglomerans Phytase

Die Enzymlosung lie sich gut bei +4°C halten. Jedoch ging die Aktivitdt der aufgereinigten Phytase
dauerhaft verloren, wenn sie bei -20°C gelagert und dann schnell bei Raumtemperatur aufgetaut wurde.

Die Untersuchung der pH-Abhéngigkeit der Dephosphorilierung von Phytat erfolgte mit der
Enzympriparation ,,1. Durchgang, Fraktion 14 nach erneuter Gelfiltration” (siche Abb.12). In der
Enzympriparation waren, wie aus Abb.12 hervorgeht, auBer der Phytase 2 weitere Proteine. Die
Enzympriparation hatte ein Volumen von 1,5 ml und eine Volumenaktivitit von 0,139 U/ml (vgl.

3.1.44.1

Aufbewahrung der Enzympriparationen

3.1.44.2

pH-Optimum

Abb.10).
Differenz Ak- .
Absorption tivitat
bei 355 nm [rel. zu
;‘rlzb:ia:ct;ons Maxim pH-Profil der Phytase
pH  |Blank U/ml alwert]
1 0,013/ 0,086 —&— pH-Profil der
1,5 0,014{ 0,093 o P.agglomerans
2 0,024] 0,159 ?,Z;"’“a‘ Phytase
2,5 0,028| 0,186
3 0,035] 0,232
3,5 0,05| 0,332 120%
4] 0,234 0,15063 1 100 -
4.5 0,214{ 0,13775| 0,915 [\
5 0,19 0,12231| 0,812 8%
5,5 0,06| 0,398 60%
6 0,06] 0,03862| 0,256
6,5 0 0 0 o
7 0 0 0 20%
7.5 0 0 0 0% DO OO
8 0 0 0 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7,0 75 80 85 9,0
e

Abb.14: pH-Profil der Phytase

Aktivitit bei pH 4,0 wurde 100% gesetzt.
Puffer: pH 1-3,5 Glycin-HC], pH 3,5-6 Naac, pH 6,5 Tric-Hac, pH 7-9 Tris-HCl jeweils 0,1 M, Phytatkonzentration:

3,6 mM

Enzymkonzentration im Test: 110 mU/ml bei pH 5 (unverdiinnte Enzymlsg. aus 1.D., Gelf.2, Fraktion 12)
Temperatur bei den Tests: 37°C

Aus Abbildung 14 geht hervor , da das pH-Optimum fiir die Phytathydrolyse bei pH 4,0 liegt. Die
Aktivitdt nimmt zu hoheren und niedrigeren pH-Werten hin rasch ab. Oberhalb von pH 6,5 ist das

Enzym vollstindig inaktiv.
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3.1.4.4.3 Temperaturoptimum und Temperaturstabilitit

3.1.4.4.3.1 Temperaturoptimum

Das Temperaturprofil der Phytase wurde von 15 bis 80°C ermittelt, wobei die Enzymlsg. 1.D.Gelf.2,
Fraktion 13 unverdiinnt wurde (in 50 mM Naac-Puffer)

Differenz Ak- .

Absorption tivitat

bei 355 nm [re]_ ZUu

. Reaki . P )
' zw. Reaktions] MaXIm Akti-vitat Temperaturprofil der Phytase
Temp. in probe und [0/ ]
Grad Celsius| Blank U/ml alwert] >
15 0 0 0

—&— 1.D.Gelf2, Frakt.13

20 0,005] 0,0024] 0,04
25 0,006] 0,00294] 0,049

120%

30 0,008] 0,00376] 0,062
35 0,078} 0,03661] 0,609 1o0% *

40 0,113 0,05658| 0,941
45 0,12] 0,06008 1

50 0,066 0,03304] 0,55

55/ 0,04] 0,02253] 0,375

60 0 of o

65 0 of o

70 0 o o e \

75 0 0 0 A S L SR SR S R
80 0 of o

Temperatur [in Grad Celsius]

Abb.15: Temperaturprofil der Phytase
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3.1.4.4.3.2 Temperaturstabilitit

T=4 Grad Celsius

T=37 Grad Celsius

T=45 Grad Celsius

Differenz Differenz Differenz
Absorption Absorption Absorption
bei 355 nm zw. bei 355 nm zw. bei 355 nm zw.
Zeitt Reaktionsprobe Reaktionsprobe und Reaktionsprobe
[min.] und Blank U/ml Blank U/ml und Blank U/ml
0 0,5] 0,065571 0,5] 0,065571 0,5] 0,06557
45 0,58| 0,066555 0,57| 0,065408 0,54| 0,06197
98 0,53]| 0,065749 0,52| 0,064508 0,5] 0,06039
160 0,49 0,06615 0,46 0,0621 0,43 0,05805
Phytase [U/ml]
0,1
= |nkubation bei 4 Grad Celsius
0,09 === |nkubation bei 37 Grad Celsius
0,08 Inkubation bei 45 Grad Celsius
0,07
——————
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01
O I I
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3.1.4.4.4 Substratspezifitiit

Das Substratspektrum der P. agglomerans Phytase in Tabelle ... wiedergegeben.

Substrat Rel. Aktivitat[ %]
Phytat 100
p-Nitrophenylphosphat 93
1-Naphthylphosphat 36
2-Naphthylphosphat 87
2-Glycerophosphat 20
Glucose-6-phosphat 107
AMP 6
ATP 23
NADP 4
Pyridoxalphosphat 14
GTP 26

Tabelle ..: Substratspektrum der P. agglomerans Phytase bei pH 4,1
Die Aktivitit mit Phytat als Substrat wurde 100% gesetzt.

Temp.: 37°C, Substratkonz. ImM, beim Phytasetest wurde direkt 350ul unverdiinnt mit der Enzymlg.
zusammengegeben.

3.1.4.4.5 Kinetische Konstanten (K M, V_max, K_cat)

Die kinetischen Messungen wurden bei 37°C in 0,1 M Natriumacetat-HCL pH 4,0 mit der gereinigten
Proteinlosung aus dem 2. Durchgang durchgefiihrt. Die Substratkonzentration wurde zwischen 0,109375
mM und 7 mM variiert.
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Absorption
Phytat- bei 355 nm
konzentration  |zw.
(Substrat-konz.) | Reaktionspro
[mM] be und Blank {U/ml
0,109375 0,134] 0,100634
0,21875 0,314]| 0,235814
0,4375, 0,58 0,43558
0,875 1,197| 0,898947
1,75 2,057| 1,544807
3,5 2,22 1,66722
7 1,865| 1,400615

1,8

1,6 +

0,5 v_max

4 5 6
Phytatkonzentration [mM]

Abb.: Abhingigkeit der Aktivitit der Phytase von der Substratkonzentration

Kinetische Daten

Phytat
pH 4.0

K v [uM]

4500

V_max [U/ mg]

K cat
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4. Materialien und Methoden

4.1 Materialien

Chemikalien

Casein

Hefeextrakt

Na-Acetat

Phytat (Dodecanatriumsalz)

4.2 Methoden

4.2.1 Absorptionsmessungen

Fiir alle Absorptionsmessungen wurden 1cm Kiivetten (2 ml) verwendet.

4.2.2 Sterilisation von Losungen und Geriten

Medien, Losungen ohne hitzestabile oder fliichtige Substanzen, sowie Glas- und Kunststoffmaterialien
wurden falls nétig vor der Benutzung 20 Minuten bei 121°C autoklaviert.

4.2.3 Kultivierung von Pantoea agglomerans Zellen

Ausgehend von einer 20-24 Stunden inkubierten Vorkulturdes entsprechenden P. agglomerans Stammes in 5
ml LB-Fliissigmedium wurden zur Bestimmung des besten Mediums zur Phytasebildung wurden jeweils 50
ml verschiedener Medien (PSM, PSM + 0,5 g/l, PSM + 1 g/l, PSM + 2g/1) angeimpft und bei 37°C auf einem
Schiittler inkubiert. Das Bakterienwachtum wurde gegebenenfalls bei 578 nm verfolgt. Zur Bestimmung der
Enzymaktivitit wurden den Bakterienkulturen zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen und gemif 5.2.4
aufgeschlossen.

LB-Fliissigmedium

10 g/1 Casein (Pepton aus Casein)

5 g/l Hefeextrakt

5 g/l NaCl (Kochsalz)

mit Natronlauge (NaOH) auf pH 7.5 einstellen

PSM (aus [Yoon et. al. 1996])

4.2.4 AufschluBl von Pantoea agglomerans Zellen




Einfrieren/Auftauen

Nachdem die Zellen durch 15 miniitiges Zentrifugieren bei 3000g (bei der Institutszentrifuge entsprechend
Tabelle 4000 U/min) gesammelt wurden, wurde der das iiberstehende Medium abgegossen. Danach wurden
die Zellen 20 Minuten unter -80°C eingefroren. Hierauf wurden die Zellen unter Zimmertemperatur 20
Minuten lang aufgetaut. Diese Einfrier/Auftau-Prozedur wurde dreimal wiederholt.

Darauthin wurde etwas (fiir 1g Zellmasse ca. 50 ml) Puffer (0,1 M Na-Acetat, pH5) hinzugegeben, wobei die
erhaltene Suspension unter 30 Minuten bei 10000 U/min zentrifugiert wurde. Die nun nicht mehr benétigten
Zelltrimmer sammelten sich am Boden. Der Uberstand wurde fiir weitere Arbeiten eingesetzt. Da sich in
diesem Uberstand das Enzym Phytase befindet, wird er im folgenden Enzymlsg. genannt.

4.2.5 Phytase-AKktivititsbestimmung

Die quantitative Bestimmung der Phytaseaktivitit erfolgte iiber die Ermittlung des freigesetzten
Orthophosphats bei 37°C. Eine kontinuierliche Verfolgung der Umsetzung war nicht moglich, da das
Sichtbarmachen der Phosphatfreisetzung durch Zugabe der AAM-Losung zur Denaturierung der Phytase
fiihrt. Der Standard-Testansatz zur Bestimmung der Phytaseaktivitit hatte folgende Zusammensetzung:

250wl 0,1M Na-ac, pH 5 (Puffer)
100wl 3,6mM Na-Phytat, pH 5 (Substratlsg.)
50ul Enzymlsg.

Nach einer fiinfzehnminiitigen Vorinkubation von Puffer und Substrat bei 37°C in 2ml Eppendorfgefifien
wurde die Enzymreaktion durch Zugabe der Enzymlsg. (siehe 5.2.4) gestartet. Nach einer Inkubationszeit
von 30 Minuten erfolgte der Nachweis des freigesetzten Phosphats nach einer modifizierten
Ammoniummolybdatmethode [Breitenbach et. al. 1976]. Dem Testgemisch wurden 1,5 ml frisch hergestellte
AAM-Losung und 100ul einer 1M Citronensédurelsg. Zugesetzt. Eventuell auftretende Triibungen konnten
durch Zentrifugation entfernt werden.Gemessen wurde die Extinktion bei 355nm. Die Referenz (,,blank*)
besall die gleiche Zusammensetzung, die Reihenfolge der Zugabe war jedoch unterschiedlich. Nach
45miniitiger Inkubation von Puffer und Substrat erfolgte zunéchst die Zugabe der AAM-Losung und
anschliefend die der Enzymlosung. AbschlieBend wurde die 1M citronensdure zugesetzt. Diese Reihenfolge
ist unbedingt einzuhalten, um bei der Refenz eine enzymatische Reaktion auszuschlieBen und eventuell
vorhandenes Orthophosphat in der Enzymlosung (z.B. aus dem fritheren Nédhrmedium zu erfassen.

4.2.6 Arbeiten mit Protein

4.2.6.1 Polvacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

4.2.6.1.1 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen und Proteinfragmenten nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelktrophorese in Gegenwart von SDS [Laemmli 1970]. Die
Elektrophorese wurde in vertikalen Apparaturen der Grofle 90 x 90 x 1 mm durchgefiihrt. Zunédchst wurde
das Trenngel-Polymerisationsgemisch bis 2/3 der Fliche in die Apparatur gegossen und sofort vorsichtig mit
0,1%iger SDS-Losung iiberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisation (ca. 1 Stunde) wurde die
Fliissigkeitsschicht iiber dem Trenngel abgegossen und durch das Sammelgel-Polymerisationsgemisch
ersetzt. Dann wurde die Taschenschablone luftblasenfrei eingefiihrt (mit glatter Seite an die Glasplatte) und
das Sammelgel fiir mindst. 1 Stunde sich selbst zur Polymerisation iiberlassen.
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Die lyophilisierten (gefriergetrockneten), nun kristallformigen; Proteinproben wurden mit 54 pl
Probenpuffer und 6 pl Bromphenolblau iibergossen, danach 5 Minuten bei 90°C denaturiert, auf
Raumtemperatur abgekiihlt und in die zuvor mit Tris-Glycin-Reservoirpuffer gespiilten Geltaschen
aufgetragen.

4.2.6.1 Proteinsequenzierung

Das folgende ist [Nelson et. al. 2001], S.148f. entnommen.

Fir die Aufkldrung der Primérstruktur von Proteinen gibt es unterschiedliche Verfahren. Eine Methode
besteht in der Hydrolyse des Proteins und der Bestimmung der Aminosiurezusammensetzung. Mit der
Hydrolyse alllein kann allerdings die Sequenz der Aminosduren im Protein nicht identifiziert werden.

Ein Verfahren, das hiufig zusammen mit der Hydrolyse eingesetzt wird, besteht in der Markierung und
Identifizierung des amino-terminalen Aminosidurerests. Zu diesem Zweck entwickelte Sanger das
Reagenz 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol (FDNB). Weitere Reagenzien sind zur Markierung von aminoterminalen
Resten sind Dansylchlorid und Dabsylchlorid, deren Derivate leichter nachgewiesen werden konnen als
Dinitrophenylderivate. Nach Markierung des amino-terminalen Rests mit einem dieser Reagenzien wird das
Polypeptid zu den einzelnen Aminosduren hydrolysiert, und die markierte Aminoséure wird identifiziert. Da
bei der Hydrolyse das Polypeptid zerstort wird, kann mit diesem Verfahren die Sequenz eines Polypeptids
iiber den aminoterminalen Rest hinaus nicht bestimmt werden. Es kann jedoch die Anzahl der chemisch
unterschiedlichen Polypeptide in einem Protein nachgewiesen werden — vorausgesetzt, die Proteine tragen
unterschiedliche amino-terminale Reste.

Fiir die Sequenzierung eines vollstindigen Polypeptids wird gewohnlich die chemische Methode von Pehr
Edman eingesetzt. Beim Edman-Abbau werden nur die aminoterminalen Reste eines Peptids markiert und
entfernt; alle anderen Peptidbindungen bleiben intakt. Das Peptid wird mit Phenylisothiohydantoinderivat
entfernt. Das Peptid wird mit Phenylisothiocyanat umgesetzt und der amino-terminale Rest wird letztendlich
als Phenylthiohydantoinderivat entfernt. Nach der Entfernung und Identifizierung des amino-terminalen kann
der so entstandene neue amino-terminale Rest unter Anwendung derselben Reaktionsschritte markiert,
entfernt und identifiziert werden. Dieses Verfahren wird wiederholt, bis die gesamte Sequenz identifiziert ist.
Der Edman-Abbau wird im sog. Sequenator durchgefiihrt, der die Reagentien im richtigen Verhiltnis
mischt, die Produkte trennt, identifiziert und die Ergebnisse aufzeichnet. Haufig kann mit nur Mikrogramm
Protein die komplette Aminosequenz ermittelt werden.

Die Polypeptidlinge, die anhand des Edman-Abbaus genau sequenziert werden kann, hingt von der
Wirksamkeit der einzelnen chemischen Schritte ab. Moderne Sequenatoren erreichen eine Wirksamkeit von
tiber 99% pro Zyklus und ermoglichen so eine Sequenzierung von iiber 50 aufeinanderfolgenden
Aminosdureresten eines Polypeptids.

GroBe Proteine werden in kleinere Fragmente geteilt, die dann mit dem Edman-Abbau sequenziert werden.

Eine andere Moglichkeit zur Sequenzierung von Aminosduresequenzen sind Methoden basierend auf der
Massenspektrometrie.
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