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S u m m a r y

Thermus ruber produces �-glucosidase detected in the crude extract of cell

proteins. This enzyme exhibits optimum activity at 65°C and pH 6,0. The en-

zyme was stable within a range of pH 5.5 to 8.0 and in 65°C for 60 min. The rate

of p-nitrophenol-�-D-glucopyranoside cleavage was higher than that for malt-

ose. With maltotetraose, maltopentaose and maltohexaose, the hydrolysis rate

decreased with increasing the molecular weight of the substrate. Our data sug-

gest that the starch converting process could be improved using �-glucosidase

from Thermus ruber.
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1. Wstêp

�-Glukozydazy s¹ grup¹ enzymów oddzielaj¹cych reszty glu-

kozylowe poprzez rozszczepienie wi¹zañ �-1,4-glikozydowych

lub z mniejsz¹ aktywnoœci¹ �-1,6-glikozydowych od strony nie-

redukuj¹cego koñca cz¹steczek disacharydów, oligosacharydów

lub niekiedy polisacharydów. Enzymy te w przeciwieñstwie do
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glukoamylaz charakteryzuj¹ siê wzrastaj¹c¹ aktywnoœci¹ wzglêdem ma³ocz¹stecz-

kowych substratów oraz zdolnoœci¹ hydrolizowania maltozy, sacharozy i innych di-

sacharydów. Aktywnoœæ glukoamylaz jest natomiast najwiêksza wzglêdem polisa-

charydów i doœæ szybko maleje w miarê zmniejszania siê masy cz¹steczkowej sub-

stratu (1).

Skutkiem tego jest spowolnienie przebiegu zaawansowanego scukrzania skrobi

przeprowadzanego w celu uzyskania syropów glukozowych. Nagromadzeniu siê

ma³ocz¹steczkowych oligosacharydów ma³o wydajnie hydrolizowanych przez glu-

koamylazê mo¿na ewentualnie zapobiec wprowadzaj¹c do œrodowiska reakcji

�-glukozydazê. Warunkiem synergistycznego oddzia³ywania obu enzymów jest jed-

nak podobieñstwo ich optymalnych warunków dzia³ania. �-Glukozydazy wspoma-

gaj¹ce dzia³anie powszechnie stosowanych glukoamylaz powinny zatem wykazywaæ

najwiêksz¹ aktywnoœæ w temperaturze oko³o 60°C przy pH 4,5 (2).

Jednym ze Ÿróde³ takiego enzymu mo¿e byæ termofilna bakteria Thermus ruber.

Jest ona gramujemnym, nie wytwarzaj¹cym endospor tlenowcem, którego komórki

maj¹ postaæ pa³eczek o d³ugoœci 3-6 �m i szerokoœci 0,5-0,8 �m. Kolonie tej bakterii

charakteryzuj¹ siê ró¿ow¹ barw¹ pochodz¹c¹ od karotenoidów pe³ni¹cych funkcjê

fotoprotektorów (3). Podobnie jak inne szczepy z rodzaju Thermus nie wytwarzaj¹

przetrwalników, jak te¿ wici. Ich zewnêtrzna warstwa œciany komórkowej ma struk-

turê falist¹ spowodowan¹ licznymi wg³êbieniami (4). W centralnej czêœci komórki

tego termofila znajduje siê du¿y nukleoid, zaœ mezosomy z aktywnie dzia³aj¹c¹ de-

hydrogenaz¹ i cia³ka t³uszczowe s¹ w czêœciach peryferyjnych. Œciana komórkowa

sk³ada siê z zewnêtrznej b³ony i sztywnej warstwy peptydoglikanu. B³ona zewnêtrz-

na umo¿liwia kontakt miêdzy zewnêtrznymi i wewnêtrznymi warstwami œciany ko-

mórki dziêki obecnoœci w niej nieregularnych wg³êbieñ (5).

Gatunek Thermus ruber, podobnie jak Thermus silvanus i Thermus chliarophilus, by³

do tej pory zaliczany do rodzaju Thermus. Badania filogenetyczne 16S rRNA, jak rów-

nie¿ analiza profilu polarnych lipidów i sk³adu hydroksykwasów t³uszczowych przy-

czyni³y siê do wyodrêbnienia nowego rodzaju Meiothermus (6). Pomiêdzy poszcze-

gólnymi gatunkami rodzaju Meiothermus podobieñstwo sekwencji 16S rRNA prze-

kracza 88%, zaœ miêdzy rodzajami Thermus i Meiothermus jest mniejsze od 88%. Za-

kres temperatur rozwoju bakterii rodzaju Meiothermus mieœci siê w granicach od 50

do 65°C, natomiast dla rodzaju Thermus wynosi 65-80°C (7). Minimalna temperatura

rozwoju T. ruber wynosi 35-40°C, a najwiêkszy przyrost biomasy uzyskiwano w 55°C

przy pH 8,0.

Bakterie T. ruber wyizolowano z gor¹cych Ÿróde³ (od 50 do 65°C, pH 6,5-7,3)

Kamczatki (4). Szczepy znalezione na terenach Islandii charakteryzuj¹ siê ró¿o-

wym zabarwieniem (8). T. ruber rozwija siê w warunkach tlenowych, lecz dwa zi-

dentyfikowane szczepy mog¹ rosn¹æ w warunkach beztlenowych w obecnoœci azo-

tanów (V). Szczepy te prawdopodobnie wytwarzaj¹ reduktazê azotanów, która

umo¿liwia im wykorzystanie azotanów (V) jako akceptora elektronów (9). Charak-

teryzuj¹ siê one wra¿liwoœci¹ na kanamycynê i antybiotyki �-laktamowe. Bakterie
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T. ruber wykorzystuj¹ jako Ÿród³o wêgla wêglowodany (fruktoza maltoza manno-

za, sacharoza), sole kwasów karboksylowych i alkohole (8). Wiêkszoœæ szczepów

tego gatunku ma zdolnoœæ hydrolizy elastyny, fibryny, ¿elatyny oraz rozk³adu ar-

butyny, eskuliny, p-nitrofenylo-�-glukopiranozydu (Glc�pNp) i p-nitrofenylo-�-glu-

kopiranozydu (Glc�pNp). Przyswajaj¹ D-celobiozê, D-ksylozê, D-trehalozê, D-man-

nitol, D-sorbitol, maltozê, laktozê, sacharozê, L-asparaginê, L-glutaminian, L-sery-

nê, L-prolinê i L-argininê. Bakterie te przejawiaj¹ aktywnoœæ katalazy, �-galaktozy-

dazy i syntazy trehalozy oraz maj¹ zdolnoœæ utleniania tiosiarczanu do siarczanu

(VI) (10,11). W przeprowadzonych badaniach wykazano, ¿e ekstrakt bia³ek komór-

kowych tego drobnoustroju katalizuje hydrolizê maltozy oraz Glc�pNp. W przed-

stawionych wynikach badañ wskazuje siê, ¿e ma³o dotychczas zbadana termofilna

bakteria T. ruber mo¿e byæ te¿ Ÿród³em �-glukozydazy u¿ytecznej do wytwarzania

syropów glukozowych.

2. Materia³y i metody

2.1. Szczep i hodowla mikroorganizmu

Szczep T. ruber (DSM 1279) o¿ywiano zgodnie z procedur¹ zalecan¹ przez pro-

ducenta, zawieszaj¹c liofilizowane komórki bakterii w 1 ml pod³o¿a zawieraj¹cego:

0,5% peptonu, 0,1% wyci¹gu dro¿d¿owego, 0,1% skrobi oraz wodê. Tak przygoto-

wan¹ zawiesinê przenoszono nastêpnie do 5 ml pod³o¿a o takim samym sk³adzie

i inkubowano przez 3-5 dni w temperaturze 55°C. Porcje pod³o¿a (pH 8,0) o objêto-

œci 1000 ml umieszczano w kolbach Erlenmayera o pojemnoœci 2000 ml, sterylizo-

wano w temperaturze 121°C przez 30 min i zaszczepiano. Hodowlê drobnoustroju

prowadzono przez 48 godz. bez dodatkowego napowietrzania w termostatowanej

wstrz¹sarce typu ECOTRON w temperaturze 55°C z szybkoœci¹ wstrz¹sania 160 cy-

kli/min. Biomasê komórek odwirowywano przez 15 min (9000×g), zamra¿ano

i przechowywano w -18°C przez okres nie przekraczaj¹cy trzech dni.

2.2. Ekstrakcja bia³ek komórkowych

Do 10 g zamro¿onej biomasy dodawano 20 g Aluminy A-5 (Sigma, St. Louis, MO,

USA) i rozcierano przez 15 min w moŸdzierzu (4°C) wprowadzaj¹c stopniowo 70 ml

0,01 M buforu fosforanowego (pH 6,0) zawieraj¹cego w 1 litrze 1 mmol ditiotreitolu

(DTT) i 1 mmol MgSO4. Otrzyman¹ zawiesinê wirowano przez 15 min (9000×g)

i w uzyskanym supernatancie oznaczano zawartoœæ bia³ka metod¹ Bradford (12)

oraz aktywnoœæ �-glukozydazy. Ten sposób izolacji powoduje stratê oko³o 22%

�-glukozydazy wytwarzanej podczas hodowli T. ruber, która znajduje siê w odwiro-
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wanej pozosta³oœci komórek. Zastosowanie ultradŸwiêków nie mia³o znacz¹cego

wp³ywu na poprawê wydajnoœci �-glukozydazy (wyniki nie publikowane).

2.3. Oznaczanie aktywnoœci �-glukozydazy wzglêdem p-nitrofenylo-�-glukopi-
ranozydu

Aktywnoœæ �-glukozydazy oznaczano metod¹ Constantino i wsp. (13), polega-

j¹c¹ na oznaczaniu p-nitrofenolu uwolnionego podczas hydrolizy roztworu Glc�pNp

w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym. W porównaniu ze standardow¹ pro-

cedur¹ stê¿enie Glc�pNp obni¿ono do 5 mM, by³o to mo¿liwe, bo stê¿enia substra-

tu przekraczaj¹ce 1,5 mM nie powodowa³y zwiêkszenia szybkoœci reakcji (14). Do

przygotowania roztworu Glc�pNp stosowano bufor fosforanowo-cytrynianowy o pH 6,0,

przy którym �-glukozydaza z T. ruber ma najwiêksz¹ aktywnoœæ (rozdz. 2.5). W celu

wykonania oznaczenia do probówek zawieraj¹cych 2,5 ml wstêpnie ogrzanego do

65°C substratu dodawano 0,5 ml ekstraktu bia³ek komórkowych (otrzymano wg pro-

cedury podanej w rozdz. 2.2.). Po up³ywie 5 min reakcjê przerywano dodaj¹c 1 ml

1 M roztworu Na2CO3 i mierzono absorpcjê (A405) wzglêdem analogicznie ogrzewa-

nej próby odniesienia, zawieraj¹cej zamiast roztworu enzymu 0,5 ml buforu fosfora-

nowo-cytrynianowego o pH 6,0. Stê¿enie uwolnionego p-nitrofenolu obliczano sto-

suj¹c jego molowy wspó³czynnik absorpcji wynosz¹cy 16,86×103 M-1. Jako jednost-

kê aktywnoœci (U) przyjêto iloœæ enzymu hydrolizuj¹c¹ w ci¹gu jednej minuty 1 �mol

substratu w temperaturze 65°C przy pH 6,0.

Oznaczenia zmian aktywnoœci �-glukozydazy podczas hodowli T. ruber przepro-

wadzano bez izolacji enzymu z komórek. W celu zwiêkszenia przepuszczalnoœci

b³ony cytoplazmatycznej do 0,5 ml zawiesiny komórek pobieranej podczas hodowli

drobnoustroju i umieszczonej w szczelnie zamykanych probówkach, dodawano

2 ml 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 6,0 oraz 100 �l chloroformu

i 10 �l 1% roztworu SDS. Zawartoœæ probówek dok³adnie mieszano przez 30 s (Vor-

tex) i ogrzewano 60 min w 65°C. Nastêpnie dodawano 0,4 ml 5 mM roztworu

Glc�pNp w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 6,0). Po up³ywie 10 min

reakcjê zatrzymywano dodaj¹c 1 ml 1 M roztworu Na2CO3. Komórki odwirowywano

(9000×g, 5 min) i mierzono absorpcjê supernatantu (A405) wzglêdem analogicznie

przygotowanej i ogrzewanej próby odniesienia zawieraj¹cej zamiast zawiesiny ko-

mórek 0,5 ml czystego pod³o¿a. Jako jednostkê aktywnoœci (U) przyjêto iloœæ enzy-

mu, wykazywan¹ przez 1 ml zawiesiny komórek, hydrolizuj¹c¹ w ci¹gu jednej minu-

ty 1 �mol substratu w temperaturze 65°C przy pH 6,0.
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2.4. Oznaczenie aktywnoœci �-glukozydazy wzglêdem disacharydów i oligosa-
charydów

Iloœæ glukozy uwolnionej podczas hydrolizy ró¿nych oligosacharydów lub disa-

charydów okreœlano metod¹ Huggeta i Nixona (15), stosuj¹c odczynnik A zawie-

raj¹cy 125 mg oksydazy glukozowej, 5 mg peroksydazy, 0,5 ml 1% etanolowego roz-

tworu o-dianizydyny i 0,5 M buforu fosforanowego (pH 7,0), dodanego do uzyskania

objêtoœci 100 ml. Prowadzon¹ w 65°C hydrolizê inicjowano dodaj¹c 0,5 ml roztworu

enzymu do 0,5 ml ogrzanego do 65°C 0,25% roztworu maltozy, maltotriozy, malto-

tetraozy, maltopentaozy lub maltoheksaozy w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynia-

nowym (pH 6,0). Po up³ywie okreœlonego czasu reakcjê zatrzymywano przez oziê-

bienie próbek w wodzie z lodem. Analogicznie ogrzewano próby odniesienia zawie-

raj¹ce zamiast roztworu enzymu 0,5 ml 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego

o pH 6,0. Do 1 ml uzyskanych hydrolizatów lub próby odniesienia dodawano 3 ml

odczynnika A. Badane próbki ogrzewano przez 30 min w temperaturze 40°C, a na-

stêpnie po ich oziêbieniu mierzono absorpcjê przy d³ugoœci fali 415 nm wzglêdem

analogicznie przygotowanych próbek odniesienia. Stê¿enie glukozy (�mol/ml) obli-

czano z równania regresji krzywej wzorcowej wyznaczonej w zakresie stê¿eñ gluko-

zy do 0,125 �mol/ml. Jako jednostkê aktywnoœci (U) przyjêto iloœæ enzymu, która

w czasie 1 min uwalnia z substratu w warunkach reakcji 1 �mol glukozy. Do oblicze-

nia aktywnoœci specyficznej zawartoœæ bia³ek oznaczano metod¹ Bradford (12).

2.5. Warunki dzia³ania i badanie wp³ywu temperatury i pH na stabilnoœæ enzymu

Zale¿noœæ aktywnoœci �-glukozydazy od pH reakcji oznaczano w 65°C stosuj¹c

5 mM roztwory Glc�pNp w 0,1 M buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH od 5,0

do 8,0. Wp³yw temperatury na aktywnoœæ enzymu okreœlano, stosuj¹c roztwór sub-

stratu o pH 6,0 i zmieniaj¹c temperaturê reakcji w zakresie od 50 do 85°C. Termosta-

bilnoœæ �-glukozydazy okreœlano mierz¹c spadek aktywnoœci podczas 60 min inkuba-

cji roztworu enzymu w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 6,0 lub 7,0

w temperaturach zmienianych w zakresie od 40 do 80°C. Oznaczenia aktywnoœci en-

zymu dokonywano wed³ug procedury podanej w rozdziale 2.3. Badaj¹c wp³yw pH na

stabilnoœæ enzymu, roztwory �-glukozydazy preinkubowano w 0,1 M buforach fosfo-

ranowo-cytrynianowych o pH w zakresie od 4,5 do 8,0 w temperaturze 55°C przez

30, 60 i 120 min, a nastêpnie oznaczano stopieñ hydrolizy Glc�pNp (wg 2.3).

2.6. Wp³yw niektórych wêglowodanów na aktywnoœæ �-glukozydazy

Badanie wp³ywu niektórych cukrów konkuruj¹cych z Glc�pNp o centrum katali-

tyczne �-glukozydazy z T. ruber przeprowadzano wprowadzaj¹c do substratu, przygo-
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towanego wed³ug procedury podanej w rozdziale 2.3, glukozê, galaktozê, fruktozê,

ksylozê, laktozê, maltozê, sacharozê lub trehalozê w iloœci niezbêdnej do uzyskania

w œrodowisku reakcji okreœlonych stê¿eñ wymienionych cukrów. Oznaczenia aktyw-

noœci przeprowadzano wed³ug procedury podanej w rozdziale 2.3 mierz¹c absorpcjê

wzglêdem prób odniesienia, do których zamiast roztworu enzymu wprowadzono rów-

nowa¿n¹ objêtoœæ roztworu cukru o danym stê¿eniu w 0,1 M buforze fosforanowo-cy-

trynianowym o pH 6,0. Zmiany aktywnoœci okreœlano jako procent aktywnoœci analo-

gicznie badanych prób kontrolnych, do których nie wprowadzono wêglowodanów.

3. Omówienie wyników

3.1. Warunki dzia³ania i termostabilnoœæ �-glukozydazy z Thermus ruber

Termofilna bakteria T. ruber charakteryzuje siê umiarkowan¹ szybkoœci¹ rozwoju

i podobnie jak w przypadku innych gatunków nale¿¹cych do rodzaju Thermus (16),

czas trwania fazy wyk³adniczego wzrostu wynosi oko³o 24-30 godz., podczas, której

OD600 wzrasta do wartoœci 1,2. Na rysunku 1 przedstawiono zale¿noœæ przyrostu
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Rys. 1. Przyrost biomasy (�) i zmiany poziomu hydrolizy Glc�pNp (�) podczas hodowli Thermus ruber

w temp. 55°C.
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iloœci komórek bakterii i aktywnoœci �-glukozydazy od czasu trwania hodowli.

Wspó³czynnik korelacji pomiêdzy wymienionymi zmiennymi wynosi 0,98. Sugeruje

to, ¿e przyrost aktywnoœci enzymatycznej jest spowodowany zwiêkszeniem iloœci

komórek, a nie wzrostem iloœci wytwarzanego przez poszczególne komórki enzy-

mu. Najwiêksz¹ wydajnoœæ biomasy komórek T. ruber wynosz¹c¹ oko³o 6 g/l cieczy

pohodowlanej uzyskano po zakoñczeniu hodowli prowadzonej w temperaturze

55°C na pod³o¿u o sk³adzie podanym w rozdziale 2.1 (14).

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ¿e ekstrakt bia³ek komórkowych

z T. ruber katalizuje hydrolizê Glc�pNp z aktywnoœci¹ wynosz¹c¹ oko³o 0,25 U/mg

bia³ka. Jednym z celów tej pracy by³a ocena przydatnoœci wymienionej �-glukozyda-

zy do zwiêkszenia stopnia scukrzania skrobi podczas ³¹cznego wykorzystania han-

dlowego preparatu glukoamylazy i wyizolowanego enzymu. �-Glukozydaza z T. ruber

osi¹ga najwiêksz¹ aktywnoœæ w temperaturze 65°C (rys. 2), czyli podobnej jak pre-

parat enzymatyczny AMG 300L (glukoamylaza z Aspergillus niger) (17). Najbardziej

termostabilne �-glukozydazy o maksymalnej aktywnoœci w temperaturze powy¿ej

80°C, a nawet oko³o 100°C s¹ wytwarzane przez hipertermofilne archeony: Pyrococcus

woesei, Pyrococcus furiosus i Sulfolobus solfataricus (13,18,19). W temperaturze 50°C

�-glukozydaza z T. ruber wykazuje oko³o 40% maksymalnej aktywnoœci. Po prze-

kroczeniu optymalnej temperatury dzia³ania enzymu nastêpowa³ doœæ szybki spa-

dek jego aktywnoœci, która w temp. 75°C wynosi³a 30% maksymalnej wartoœci

(rys. 2).
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Rys. 2. Wp³yw temperatury rekcji (pH 6,0) na aktywnoœæ �-glukozydazy z Thermus ruber. Wyniki s¹

œredni¹ z 5 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.
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W badaniach termostabilnoœci �-glukozydazy z T. ruber wykazano, ¿e po 1 godz.

inkubacji w 70°C w œrodowisku buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 6,0 lub

7,0 nastêpowa³a ca³kowita inaktywacja ekstraktu bia³ek komórkowych. Natomiast

w zakresie temperatur od 40 do 65°C badany enzym zachowywa³ ponad 90% aktyw-

noœci pocz¹tkowej (rys. 3). Pod wzglêdem wra¿liwoœci na temperaturê badana

�-glukozydaza jest tak samo przydatna do wytwarzania syropów glukozowych jak

preparat AMG 300L, który traci ca³kowicie aktywnoœæ ju¿ po 30 min ogrzewania

w 80°C. Inkubacja enzymu w buforach o pH 6,0 lub pH 7,0 nie mia³a zasadniczo

wp³ywu na termostabilnoœæ badanego bia³ka. Po jednej godzinie w 65°C �-glukozy-

daza z T. ruber wykazuje wiêksz¹ termostabilnoœæ od charakteryzuj¹cych siê po-

dobn¹ temperatur¹ dzia³ania �-glukozydaz z Chaetomium thermophilum i Geobacillus

thermodenitrificans (20,21).

Poniewa¿ pod wzglêdem optymalnego pH dzia³ania, wynosz¹cego 6,0 �-gluko-

zydaza z T. ruber tylko nieznacznie ró¿ni siê od �-amylazy z Bacillus licheniformis

(Termamyl®) o maksymalnej aktywnoœci przy pH 6,3, to mo¿na j¹ wykorzystaæ bez

potrzeby regulacji pH pomiêdzy etapami up³ynniania i scukrzania skrobi (22). Za-

chowanie przez badany enzym oko³o 80% aktywnoœci w doœæ szerokim zakresie pH

od 5,3-7,0 (rys. 4) stwarza te¿ mo¿liwoœæ jego wspó³dzia³ania z rekombinowan¹

�-amylaz¹ z P. woesei (23). Nie zaobserwowano tak¿e istotnych ró¿nic w wartoœci

optymalnego pH pomiêdzy �-glukozydazami wytwarzanymi przez T. ruber (pH 6,0)

i Thermus thermophilus HB-8 (pH 6,2) (24).
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Rys. 3. Termostabilnoœæ �-glukozydazy z Thermus ruber inkubowanej przez 1 godz. w buforze

o pH 6,0 (�) lub pH 7,0 (�). Wyniki s¹ œredni¹ z 5 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.
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Rys. 4. Wp³yw pH œrodowiska reakcji na aktywnoœæ �-glukozydazy z Thermus ruber. Wyniki s¹ œred-

ni¹ z 5 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.

Rys. 5. Zmiany aktywnoœci �-glukozydazy z Thermus ruber po inkubacji w temp. 55°C przez 0,5 godz.

(�), 1 godz. (�) i 2 godz. (�) w buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH od 4,5 do 8,0. Wyniki s¹

œredni¹ z 5 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.
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�-Glukozydaza z T. ruber przejawia du¿¹ odpornoœæ na zmiany kwasowoœci œro-

dowiska i po jednej godzinie inkubacji w buforach o pH w zakresie od 5,5 do 8,0 za-

chowuje prawie nie zmienion¹ aktywnoœæ (rys. 5). Dopiero dwugodzinna inkubacja

powoduje obni¿enie aktywnoœci o oko³o 10% pocz¹tkowej wartoœci.

3.2. W³aœciwoœci �-glukozydazy z Thermus ruber

Charakterystyczn¹ cech¹ �-glukozydazy z T. ruber jest oko³o 35-krotnie wiêksza

aktywnoœæ katalizowania hydrolizy GlcapNp ni¿ maltozy. Do grupy �-glukozydaz

o preferencyjnej aktywnoœci wzglêdem glikozydów zawieraj¹cych alkilowe lub ary-

lowe reszty aglikonu nale¿y te¿ analogiczny enzym pochodz¹cy z T. thermophilus

(24,25). Hydroliza maltotriozy zachodzi³a z podobn¹ szybkoœci¹ jak maltozy, a w przy-

padku innych maltooligosacharydów szybkoœæ reakcji mala³a wraz ze wzrostem ma-

sy cz¹steczkowej substratu (tab. 1).

T a b e l a 1

Specyficznoœæ substratowa �-glukozydazy z Thermus ruber

Substrat
Szybkoœæ hydrolizy

(10-3 U/mg)
Wzglêdna szybkoœæ hydrolizy (%)

maltoza 1,27 ± 0,01 100,0

maltotrioza 1,21 ± 0,02 95,3

maltotetraoza 0,99 ± 0,01 88,0

maltopentaoza 0,71 ± 0,01 55,9

maltoheksaoza 0,51 ± 0,01 40,2

Przedstawione wyniki s¹ œredni¹ z czterech serii oznaczeñ ± odchylenie standardowe.

�-Glukozydazy, w odró¿nieniu od glukoamylaz, charakteryzuj¹ siê wzrastaj¹c¹

aktywnoœci¹ wzglêdem ma³ocz¹steczkowych substratów, co sugeruje mo¿liwoœæ

poprawy katalizowania hydrolizy skrobi przez jednoczesne wykorzystanie gluko-

amylazy oraz �-glukozydazy. W celu sprawdzenia wspó³dzia³ania preparatu AMG

300L z ekstraktem bia³ek komórkowych T. ruber, przeprowadzono oznaczenia

dzia³ania samego preparatu AMG 300L, dzia³ania ekstraktu bia³ek komórkowych

z T. ruber oraz wspó³dzia³ania obu enzymów (rys. 6). Hydrolizê 1% roztworu skrobi

w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,0 prowadzono przez 1 godz.

w temperaturze 60°C. Parametry te stanowi¹ wartoœci œrednie pomiêdzy optymalny-

mi warunkami dzia³ania �-glukozydazy z T. ruber i handlowego preparatu AMG

300L. Dzia³anie badanej �-glukozydazy okreœlano stosuj¹c ekstrakt bia³ek komórko-

wych zagêszczony przez ultrafiltracjê.

Ocena przydatnoœci bakterii Thermus ruber jako Ÿród³a termostabilnej �-glukozydazy

BIOTECHNOLOGIA 2 (85) 134-146 2009 143

D
o

w
nl

o
ad

ed
 f

ro
m

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Równoczesne zastosowanie handlowego preparatu glukoamylazy (5,4 U/ml) oraz

preparatu �-glukozydazy z T. ruber (4 U/ml) spowodowa³o ju¿ po 15 min reakcji

wzrost iloœci wytwarzanej glukozy o oko³o 19%, w porównaniu z dzia³aniem takiej

samej iloœci jednostek aktywnoœci (9,4 U/ml) samej glukoamylazy (rys. 6). Po oko³o

40 min procesu katalizowanego tylko glukoamylaz¹ (9,4 U/ml) nastêpowa³ ponadto

spadek zawartoœci glukozy w mieszaninie reakcyjnej (spowodowany reakcj¹ rewer-

sji), którego nie zaobserwowano w przypadku stosowania analogicznej iloœci jedno-

stek (9,4 U/ml) mieszaniny glukoamylazy i �-glukozydazy. Œwiadczy to o mo¿liwoœci

wykorzystania �-glukozydazy z T. ruber w celu zwiêkszenia wydajnoœci scukrzania

syropów skrobiowych.

3.3. Wp³yw cukrów prostych i z³o¿onych na aktywnoœæ �-glukozydazy

Niektóre cukry podobne strukturalnie do substratu mog¹ dzia³aæ jako kompety-

tywne inhibitory �-glukozydaz, wi¹¿¹c siê odwracalnie z centrum katalitycznym en-

zymu i blokuj¹c jego dostêp dla cz¹steczek Glc�pNp. Najwiêkszy wp³yw na aktyw-

noœæ hydrolizy tego substratu wywiera glukoza powoduj¹ca przy 50 mM stê¿eniu

zmniejszenie aktywnoœci �-glukozydazy z T. ruber o 70% aktywnoœci próby kontrol-
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Rys. 6. Iloœæ glukozy uwalnianej podczas hydrolizy 1% roztworu skrobi w obecnoœci: 5,4 U/ml AMG

300 L + 4,0 U/ml zatê¿onego ekstraktu (�); 9,4 U/ml AMG 300 L (�); 5,4 U/ml AMG 300L (�). Wyniki s¹

œredni¹ z 4 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.
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nej nie zawieraj¹cej wymienionego cukru. Podobnie, jak badany enzym, �-glukozy-

dazy z Thermoanaerobium Tok6-B1 i T. thermophilus trac¹ przy 50 mM stê¿eniu gluko-

zy odpowiednio 70 i 67% aktywnoœci próby kontrolnej (26,27). S³absze oddzia³ywa-

nie inaktywuj¹ce na badan¹ �-glukozydazê wywiera tak¿e ksyloza i galaktoza.

W niektórych przypadkach zmniejszenie aktywnoœci �-glukozydazy nastêpuj¹ce do-

piero przy wy¿szych stê¿eniach cukrów mo¿e byæ spowodowane nasilaj¹cym siê

tworzeniem wi¹zañ wodorowych pomiêdzy grupami hydroksylowymi cukrów a po-

larnymi ugrupowaniami bia³ek, co powoduje zmiany struktur wodnych otaczaj¹cych

cz¹steczki enzymu. Maltoza powoduje natomiast niewielk¹ aktywacjê badanego en-

zymu (tab. 2). Fruktoza, sacharoza, laktoza i trehaloza nie zmieniaj¹ istotnie aktyw-

noœci �-glukozydazy z T. ruber. Mo¿na to t³umaczyæ ³atwiejszym wi¹zaniem cz¹ste-

czek enzymu z Glc�pNp ni¿ ze wspomnianymi cukrami podczas tworzenia aktywne-

go kompleksu.

T a b e l a 2

Wp³yw ró¿nych cukrów na zmiany aktywnoœci �-glukozydazy z Thermus ruber

Cukier
Aktywnoœæ wzglêdna [%] przy stê¿eniu cukru

10 mM 20 mM 50 mM

glukoza 55,0 ± 0,78 44,5 ± 1,0 30,3 ± 0,57

galaktoza 90,5 ± 0,89 88,1 ± 0,66 84,3 ± 1,2

fruktoza 97,5 ± 0,39 94,1 ± 0,78 93,0 ± 0,59

ksyloza 95,5 ± 0,39 86,2 ± 0,63 76,3 ± 0,77

sacharoza 97,8 ± 0,36 97,2 ± 1,5 97,3 ± 0,86

laktoza 99,7 ± 1,1 97,5 ± 1,1 95,5 ± 0,71

trehaloza 102,7 ± 0,81 99,9 ± 1,1 98,2 ± 1,2

maltoza 107,9 ± 0,59 112,1 ± 0,66 113,9 ± 0,78

Wyniki s¹ œredni¹ z 4 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.

3. Podsumowanie

Termofilna bakteria T. ruber mo¿e byæ przydatna jako Ÿród³o termostabilnej

�-glukozydazy m.in. ze wzglêdu na satysfakcjonuj¹c¹ wydajnoœæ biomasy wyno-

sz¹c¹ oko³o 6 g/l po¿ywki i mo¿liwoœæ hodowli drobnoustroju w tlenowych warun-

kach na nieskomplikowanych i ma³o kosztownych pod³o¿ach zawieraj¹cych ekstrakt

dro¿d¿owy i pepton K. �-Glukozydaza ma najwiêksz¹ aktywnoœæ przy kwasowoœci

œrodowiska zbli¿onej do optymalnych warunków dzia³ania preparatów termostabil-

nych �-amylaz stosowanych powszechnie do up³ynniania skrobi. Dziêki zastosowa-

niu mieszaniny handlowego preparatu AMG 300L oraz �-glukozydazy z T. ruber uzy-

skuje siê wiêksz¹ szybkoœæ scukrzania, w porównaniu z dzia³aniem takiej samej ilo-
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œci jednostek aktywnoœci samej glukoamylazy, podczas którego przy wiêkszym stê-

¿eniu produktu szybkoœæ scukrzania mala³a spowodowana reakcj¹ rewersji. Jedno-

czesne zastosowanie tych enzymów stwarza zatem mo¿liwoœæ poprawy wydajnoœci

scukrzania syropów skrobiowych.
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