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Suitability of Thermus ruber as a source of trehalose synthase

S u m m a r y

Thermus ruber is a producer of trehalose synthase, which catalyses the con-
version of maltose into trehalose by intramolecular transglucosylation. The spe-
cific activity of cell-free extract of Thermus ruber cultivated on a media without
saccharides was 0.016-0.028 U/mg protein and it increased up to 0.086 U/mg in
the presence of 0.5% maltose in the culture broth. The maximum degree of
maltose conversion of about 90% was achieved at 10% substrate concentration.
The trehalose synthase does not catalyse formation of trehalose from malto-
tetraose, maltohexaose and other oligosaccharides. The optimal temperature
for enzyme activity was 65°C. A maximum activity of the maltose
transglucosylation was performed at pH 6.5. The highest yield of trehalose
synthase was attained during cultivation of bacteria at 55°C for 48 h on media
composed of 0.5% peptone, 0.1% yeast extract and 0.5% maltose or starch.
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1. Wstêp

Rozwój biotechnologii umo¿liwi³ uzyskanie wielu produktów
u¿ytecznych w medycynie, farmacji, kosmetyce i produkcji ¿yw-
noœci. Jednym z nich jest trehaloza (�-D-glukopiranozylo-1,1-�-glu-
kopiranozyd), nieredukuj¹cy disacharyd zbudowany z cz¹ste-
czek glukozy po³¹czonych wi¹zaniem �-1,1-glikozydowym (1,2).
Cukier ten tworzy wi¹zania wodorowe z lipidami b³on biologicz-
nych i bia³kami, stabilizuj¹c ich strukturê podczas zamra¿ania,
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suszenia lub ogrzewania (3,4). Asocjacjê trehalozy u³atwia brak wystêpuj¹cego
w cz¹steczkach innych cukrów wi¹zania wodorowego pomiêdzy tlenem pierœcienia
glikozydowego a grup¹ hydroksylow¹ s¹siedniej jednostki strukturalnej, mo¿liwe s¹
zatem zmiany po³o¿enia reszt glukozy wzglêdem wi¹zania glikozydowego,
u³atwiaj¹ce dopasowanie kszta³tu cz¹steczek trehalozy do struktury makrocz¹ste-
czek z którymi tworz¹ kompleks (2). Znajduj¹ca siê w tych kompleksach trehaloza
wspó³dzia³a z dipolami wody w warstwie hydratacyjnej, wzmacniaj¹c jej oddzia-
³ywanie pogarszaj¹ce siê podczas odwadniania lub zamra¿ania. Inn¹ przyczyn¹ od-
dzia³ywania stabilizuj¹cego jest zdolnoœæ roztworów trehalozy do tworzenia po od-
wodnieniu bezpostaciowego szkliwa pu³apkuj¹cego makrocz¹steczki bez zmian ich
struktury, niszczonej wskutek krystalizacji w przypadku stosowania innych cukrów
(5,6). W³aœciwoœci te s¹ przyczyn¹ licznych zastosowañ trehalozy w biotechnologii,
medycynie i przemyœle spo¿ywczym. Cukier ten jest wykorzystywany m.in. jako sta-
bilizator szczepionek, enzymów, przeciwcia³ oraz organów przeznaczonych do
transplantacji (3). Zalet¹ trehalozy jako dodatku do ¿ywnoœci jest jej niewielka s³od-
koœæ i odpornoœæ na hydrolizê w kwaœnym œrodowisku (6). Zast¹pienie sacharozy
trehaloz¹ zapobiega reakcjom Maillarda pomiêdzy cz¹steczkami aldoz i bia³ek lub
aminokwasów. Sacharoza jest wprawdzie podobnie jak i trehaloza cukrem nieredu-
kuj¹cym, ale jest mniej odporna na oddzia³ywanie kwaœnego œrodowiska i podwy¿-
szonej temperatury. Wytworzone wskutek hydrolizy sacharozy, glukoza i fruktoza,
maj¹ silne w³aœciwoœci redukuj¹ce i reaguj¹ z grupami aminowymi bia³ek. Ze wzglê-
du na du¿¹ przydatnoœæ trehalozy, konieczne jest opracowanie prostych i niekosz-
townych sposobów jej otrzymywania, wydajniejszych od stosowanej zazwyczaj eks-
trakcji wymienionego cukru z poddanych stresowi termicznemu komórek dro¿d¿y,
lub innych mikroorganizmów. Trehalozê ekstrahuje siê wodnym roztworem etanolu
lub kwasu trichlorooctowego, a nastêpnie odbia³cza uzyskany ekstrakt (7).

Szlaki metaboliczne biosyntezy trehalozy s¹ zró¿nicowane w zale¿noœci od ro-
dzaju drobnoustroju (8). W komórkach dro¿d¿y, grzybów i niektórych bakterii, bio-
syntezê trehalozy rozpoczyna przy³¹czenie glukozy uwolnionej z urydyno-difosfo-
glukozy do glukozo-6-fosforanu. Produktem nastêpnej reakcji katalizowanej przez
syntazê trehalozo-6-fosforanu (EC 2.4.1.15) jest urydynodifosforan i trehalozo-6-fos-
foran, przekszta³cany nastêpnie w trehalozê i fosforan (9).

Drugi szlak syntezy trehalozy, wykorzystywany przez Sulfolobus shibatae, Sulfolobus

solfataricus, Rhizobium i Brevibacterium, polega na jej wytwarzaniu z maltooligosacha-
rydów (10). Tê drogê biosyntezy trehalozy katalizuje: syntaza maltooligotrehalozy
i trehalozydaza. Pierwszy enzym izomeryzuje znajduj¹ce siê w koñcowej czêœci
cz¹steczki oligosacharydu wi¹zanie �-1,4- na �-1,1-glikozydowe. Wytworzony pro-
dukt rozpada siê nastêpnie pod wp³ywem trehalozydazy na trehalozê i cz¹steczkê
maltooligosacharydu pomniejszon¹ o dwie reszty glukozylowe i cykl ten powtarza
siê a¿ do niemal zupe³nego przekszta³cenia oligosacharydu w trehalozê (11).

Niektóre bakterie rodzaju Thermus i Pimelobacter sp. uzyskuj¹ trehalozê poprzez
transglikozylacjê maltozy katalizowan¹ przez syntazê trehalozy (�-D-glukozylotrans-
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ferazê maltozy) (12,13). Ta w³aœnie �-D-glukozylotransferaza (EC 5.4.99.16) jest naj-
lepszym biokatalizatorem w przemys³owej produkcji trehalozy, ze wzglêdu na mo¿-
liwoœæ jej wydajnego wytwarzania z ³atwo dostêpnych syropów maltozowych, np.
w reaktorze przep³ywowym z immobilizowanym enzymem. W tym artykule przed-
stawiono ocenê przydatnoœci ma³o dotychczas zbadanej termofilnej bakterii Thermus

ruber jako Ÿród³a syntazy trehalozy.

2. Materia³y i metody

2.1. Szczep i hodowla mikroorganizmu

Szczep Thermus ruber (DSM 1279) przygotowano zgodnie z zaleceniami Deut-
sche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen, zawieszaj¹c liofilizowane
komórki bakterii w 1 ml pod³o¿a peptonowego z wyci¹giem dro¿d¿owym, zawie-
raj¹cego: 0,5% peptonu, 0,1% wyci¹gu dro¿d¿owego oraz wodê. Tak przygotowan¹
zawiesinê przenoszono nastêpnie do 5 ml pod³o¿a o takim samym sk³adzie i inku-
bowano przez 3-5 dni w temperaturze 55°C. Do niektórych hodowli stosowano wy-
mienione pod³o¿e wzbogacone 0,5% dodatkiem skrobi lub innych wêglowodanów.
Porcje pod³o¿a (pH 8,0) o objêtoœci 1000 ml sterylizowano w kolbach Erlenmayera
o pojemnoœci 2000 ml w temp. 121°C przez 30 min i zaszczepiano. Hodowlê drob-
noustroju prowadzono przez 24 lub 48 godz., bez dodatkowego napowietrzania
w termostatowanej wytrz¹sarce typu ECOTRON w temperaturze 50, 55 lub 60°C,
z szybkoœci¹ wstrz¹sania 160 obrotów/min. Biomasê komórek odwirowywano przez
15 min (9000×g), zamra¿ano i przechowywano w temp. -18°C przez okres nie prze-
kraczaj¹cy 3 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 fosforanowo-cytrynianowego (pH 6,5) zawieraj¹cego 1 �M ditiotre-
itolu. Otrzyman¹ zawiesinê wirowano przez 15 min (9000×g) i w uzyskanym super-
natancie oznaczano zawartoœæ bia³ka metod¹ Bradford (14) oraz aktywnoœæ syntazy
trehalozy.
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2.3. Oznaczanie aktywnoœci syntazy trehalozy

Aktywnoœæ syntazy trehalozy oznaczano dodaj¹c 5 ml ekstraktu bia³ek komórko-
wych Thermus ruber do 10 ml 30 mM roztworu maltozy w 0,1 M buforze fosforano-
wo-cytrynianowym (pH 6,5) i prowadzono reakcjê w ró¿nych temperaturach, w za-
kresie od 50 do 85°C. Po up³ywie odpowiedniego czasu, reakcjê zatrzymywano przez
oziêbienie próbki w wodzie z lodem. Podczas oznaczeñ aktywnoœci enzymu w zale¿-
noœci od odczynu œrodowiska reakcji, stosowano 0,1 M bufory cytrynianowo-fosfora-
nowe w zakresie pH od 5,0 do 8,0. Wymianê buforu przeprowadzano stosuj¹c dializê
przez b³onê VISKING (ang. dialysis tubing 27/32) o zdolnoœci rozdzielczej 12-19 kDa
(Serva Feinbiochemica, Niemcy). Zawartoœæ produktów konwersji maltozy okreœlano
stosuj¹c zestaw HPLC z kolumn¹ APS-2 Hypersil (Thermo Electron Corporation) i de-
tektorem refraktometrycznym (La Chrom L-7490, Merck). Przed naniesieniem na ko-
lumnê, próbki oczyszczano przez termiczne str¹cenie bia³ek (110°C), adsorpcjê po-
zosta³oœci na wêglu aktywnym i filtracjê przez 0,2 �m Puradisc™ filter (Whatman).
Chromatogram rozwijano w temperaturze 25°C stosuj¹c jako fazê ruchom¹ miesza-
ninê acetonitryl/woda (3:1, v/v) przep³ywaj¹c¹ z szybkoœci¹ 0,6 ml/min. Jako wzorce
stosowano roztwory: maltozy, trehalozy i glukozy o stê¿eniach 10 mg/ml. Jednostk¹
aktywnoœci syntazy trehalozy jest taka iloœæ enzymu, która w optymalnych warun-
kach reakcji katalizuje wytwarzanie 1 �mola trehalozy/min.

2.4. Oznaczanie termostabilnoœci

Termostabilnoœæ syntazy trehalozy oznaczano porównuj¹c aktywnoœci roztwo-
rów enzymu w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 6,0 lub 7,0 inkubo-
wanych temperaturach zmienianych w zakresie od 40 do 80°C przez 1 godz., z ak-
tywnoœci¹ nie ogrzewanych prób kontrolnych. Aktywnoœæ syntazy trehalozy w pró-
bach badanych i kontrolnych oznaczano jak opisano w rozdziale 2.3, w temperatu-
rze 65°C w pH 6,5.

3. Omówienie wyników

W wyniku identyfikacji produktów konwersji maltozy katalizowanej ekstraktem
bia³ek komórkowych Thermus ruber przeprowadzonej metod¹ HPLC wykazano wy-
twarzanie trehalozy i glukozy (rys. 1). Nie stwierdzono natomiast tworzenia trehalo-
zy w przypadku, gdy jako substrat reakcji stosowano maltotetraozê, maltoheksaozê
lub skrobiê. Z badañ innych autorów wynika, ¿e cukry te s¹ przekszta³cane na treha-
lozê przez enzymy wystêpuj¹ce w komórkach Sulfolobus shibatae, Arthrobacter sp.
i kilku innych mikroorganizmów (15). Œwiadczy to o wystêpowaniu w komórkach
Thermus ruber syntazy trehalozy (EC 5.4.99.16), katalizuj¹cej wytwarzanie trehalozy
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poprzez izomeryzacjê wystêpuj¹cego w maltozie wi¹zania �-1,4- do �-1,1-glikozy-
dowego, bo syntaza trehalozy nie wykazuje aktywnoœci enzymatycznej w obecnoœci
takich substratów jak maltotetraoza i inne oligosacharydy oraz amyloza i amylopek-
tyna (13). Reakcja izomeryzacji jest odwracalna i przy nadmiernym stê¿eniu trehalo-
zy mo¿e prowadziæ do spadku wydajnoœci procesu wskutek odtwarzania maltozy.
Produktem ubocznym tych reakcji jest zawsze pewna iloœæ glukozy (16).

Ogólna aktywnoœæ syntazy trehalozy przypadaj¹ca na litr hodowli zale¿y od wy-
dajnoœci biomasy i od iloœci enzymu we frakcji bia³ek komórkowych. Najwiêksz¹ iloœæ
mokrej biomasy (5,95 g/l pod³o¿a) uzyskiwano po 48 godz. hodowli w temperaturze
55°C. Skutkiem podwy¿szenia temperatury hodowli bakterii do 60 lub 65°C by³o
zmniejszenie biomasy komórek do 3,75 g/l oraz 2,78 g/l p³ynu pohodowlanego. Po
przekroczeniu optymalnej temperatury wzrostu bakterii nastêpowa³o te¿ doœæ
znaczne obni¿enie wydajnoœci syntazy trehalozy uzyskiwanej z jednego litra pod³o¿a
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Rys. 1. Chromatogram (HPLC) produktów (glukoza-Glu, trehaloza-Tre) uzyskanych po 15 min (A)
oraz 120 min (B) konwersji maltozy (Mal) katalizowanej bia³kami komórkowymi Thermus ruber w temp.
65°C w pH 6,5.
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(tab. 1). G³ówn¹ tego przyczyn¹ jest zmniejszenie iloœci biomasy, na co wskazuj¹ nie-
wielkie (w granicach 0,016-0,028 U/mg bia³ka) zmiany aktywnoœci specyficznej bada-
nych ekstraktów, wskazuj¹ce na podobn¹ zawartoœæ syntazy trehalozy we frakcji
bia³ek komórkowych Thermus ruber. Wzbogacenie pod³o¿a peptonowego z wyci¹-
giem dro¿d¿owym, 0,5% dodatkiem sacharozy, trehalozy lub skrobi zwiêksza³o wy-
dajnoœæ syntazy trehalozy uzyskiwanej z jednego litra hodowli odpowiednio o 64,
161 oraz 269,8% wartoœci uzyskiwanej bez udzia³u tych cukrów (tab. 2). Najwiêkszy,
oko³o 3,9-krotny wzrost wydajnoœci powodowa³a maltoza. Wyniki przedstawione
w tabeli 2 wskazuj¹, ¿e dominuj¹ce znaczenie ma wzrost zawartoœci syntazy trehalo-
zy w puli bia³ek komórkowych. Pod wp³ywem cukrów dodanych do pod³o¿a nastêpu-
je wprawdzie zwiêkszenie iloœci biomasy, ale nie jest ono tak du¿e jak przyrost spe-
cyficznej aktywnoœci syntazy trehalozy w wyekstrahowanych bia³kach.

T a b e l a 1

Zale¿noœæ wydajnoœci syntazy trehalozy (U/l pod³o¿a) od temperatury i czasu hodowli Thermus ruber

na pod³o¿u peptonowym zawieraj¹cym wyci¹g dro¿d¿owy

Temperatura (°C)
Aktywnoœæ ogólna (U/l pod³o¿a) po czasie:

24 godz. 48 godz.

50 1,34 ± 0,11 1,75 ± 0,14

55 2,95 ± 0,20 3,59 ± 0,09

60 3,10 ± 0,10 1,38 ± 0,05

65 1,28 ± 0,06 0,99 ± 0,08

Wyniki s¹ œredni¹ z 3 odrêbnych hodowli ± odchylenie standardowe.

T a b e l a 2

Wp³yw wêglowodanów dodanych do pod³o¿a peptonowego zawieraj¹cego wyci¹g dro¿d¿owy na wydajnoœæ

biomasy Thermus ruber i aktywnoœæ specyficzn¹ syntazy trehalozy w ekstrakcie bia³kowym

Rodzaj wêglowodanu
Aktywnoœæ specyficzna

(U/mg bia³ek)
Aktywnoœæ wzglêdna

(%)

Wzglêdny wzrost wydajnoœci (%):

enzymu
(U/l pod³o¿a)

biomasy
(g/l pod³o¿a)

próba kontrolna 0,022 ± 0,006 100,0 100,0 100,0

maltoza 0,086 ± 0,002 390,9 391,4 115,7

trehaloza 0,053 ± 0,004 240,8 261,0 126,3

skrobia 0,064 ± 0,002 290,9 369,8 134,5

sacharoza 0,028 ± 0,007 127,2 164,0 124,6

Prezentowane wyniki s¹ œredni¹ z trzech oznaczeñ ± odchylenie standardowe. Wydajnoœæ biomasy bakterii w próbie kon-
trolnej bez 0,5 % dodatku wêglowodanów wynosi³a 5,95 g/l pod³o¿a.
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P³yn pohodowlany zagêszczony przez ultrafiltracjê nie wykazywa³ aktywnoœci
konwersji maltozy, co wskazuje, ¿e syntaza trehalozy jest enzymem wewn¹trzko-
mórkowym. Aktywnoœci enzymu nie stwierdzono te¿ we frakcji bia³ek uwolnionych
z przestrzeni peryplazmatycznej pod wp³ywem 8% roztworu lizozymu w 0,4 M bufo-
rze maleinowym o pH 6,0.

Syntaza trehalozy z Thermus ruber ma najwy¿sz¹ aktywnoœæ w temperaturze
65°C, podobnie jak analogiczne enzymy z Thermus aquaticus (65°C) oraz Thermus

thermophilus (65°C) (12,17). Ni¿sza jest natomiast optymalna temperatura dzia³ania
(20°C) syntazy trehalozy z Pimelobacter sp. R48 (13). Po³owiczny zanik aktywnoœci
enzymu z Thermus ruber nastêpowa³ po 60 min ogrzewania w 0,1 M buforze fosfora-
nowo-cytrynianowym o temp. 65°C. Podwy¿szenie temperatury inkubacji do 70°C
powodowa³o prawie zupe³n¹ inaktywacjê preparatu (tab. 3). W celu ograniczenia
cieplnej inaktywacji biokatalizatora podczas d³ugotrwa³ego procesu wskazane
jest zatem obni¿enie temperatury reakcji do oko³o 60°C, przy której enzym zacho-
wuje, po 1 godz. ogrzewania, oko³o 80% pocz¹tkowej aktywnoœci. Zmiana pH bu-
foru w zakresie od 6,0 do 7,0 nie wp³ywa³a w istotnym stopniu na termostabilnoœæ
enzymu. Syntaza trehalozy z Thermus ruber nie ró¿ni siê pod wzglêdem optymalnej
kwasowoœci œrodowiska reakcji od analogicznego enzymu z Thermus aquaticus (12)
i osi¹ga maksymaln¹ aktywnoœæ przy pH 6,5. Wy¿sze jest natomiast optymalne pH
dzia³ania syntazy trehalozy z Pimelobacter sp. R48 (13), równe 7,5.

T a b e l a 3

Zmiany aktywnoœci syntazy trehalozy we frakcji bia³ek Thermus ruber ogrzewanych przez 1 godz.

w 0,1 M buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH 6,0 lub 7,0

pH
Aktywnoœæ wzglêdna (%) po inkubacji w temperaturze (°C)

40 45 50 55 60 65 70

6,0 100 98,6 ± 1,6 95,6 ± 1,3 88,8 ± 1,7 79,7 ± 1,5 37,8 ± 1,1 0,0

7,0 100 97,5 ± 2,5 92,4 ± 1,3 86,2 ± 1,6 75,7 ± 1,3 52,9 ± 1,4 0,0

Przedstawione wyniki s¹ œredni¹ z 4 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.

Maksymalny, prawie 90% stopieñ konwersji uzyskiwano przy 10% stê¿eniu malto-
zy po oko³o 2 godz. reakcji w temperaturze 60°C przy pH 6,5 (rys. 2). Dalsze zwiêk-
szanie stê¿enia substratu nie powodowa³o ju¿ wzrostu wydajnoœci reakcji przypusz-
czalnie z powodu odtwarzania maltozy w reakcji odwrotnej, nasilaj¹cej siê wskutek
nagromadzenia trehalozy.
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4. Podsumowanie

Termofilna bakteria Thermus ruber mo¿e byæ wykorzystana jako Ÿród³o enzymu
katalizuj¹cego wytwarzanie trehalozy na drodze izomeryzacji wystêpuj¹cego w mal-
tozie wi¹zania �-1,4-glikozydowego. Zdolnoœæ katalizowania transglikozylacji z wy-
tworzeniem wi¹zania �-1,1-glikozydowego ma równie¿ syntaza maltooligotrehalo-
zy wystêpuj¹ca np. w komórkach Sulfolobus shibatae. Wymienione enzymy ró¿ni¹ siê
jednak specyficznoœci¹ substratow¹. Syntaza maltooligotrehalozy nie dzia³a na mal-
tozê, izomeryzuj¹c jedynie koñcowe wi¹zanie �-1,4-glikozydowe w cz¹steczkach
maltooligosacharydów, do oddzielenia reszt glukozylowych po³¹czonych wi¹zaniem
�-1,1-glikozydowym niezbêdne jest zatem wspó³dzia³anie odrêbnego enzymu.
W przeciwieñstwie do syntazy maltooligotrehalozy, syntaza trehalozy (EC
5.4.99.16) nie powoduje konwersji maltooligosacharydów, wytwarzaj¹c trehalozê
w jednoetapowej reakcji transglikozylacji maltozy. Mo¿liwoœæ produkcji wymienio-
nego disacharydu w reakcji katalizowanej tylko jednym enzymem ma du¿e znacze-
nie dla przemys³u ze wzglêdu na znaczne uproszczenie procesu.

Maksymalny stopieñ konwersji substratu przy udziale syntazy trehalozy z Thermus

ruber wynosi oko³o 90% i jest o 10% wiêkszy ni¿ w przypadku stosowania analogicz-
nego enzymu z Pimelobacter sp. R48 (13). Wskazuje to na wiêksze przesuniêcie rów-
nowagi reakcji w kierunku wytwarzania trehalozy, spowodowane podwy¿szeniem
temperatury procesu do oko³o 60°C. Wzrost stopnia konwersji substratu w przypad-
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Rys. 2. Zale¿noœæ stopnia konwersji maltozy od jej stê¿enia w œrodowisku. Reakcja by³a katalizowa-
na przez 2 godz. inkubacjê roztworu maltozy z ekstraktem bia³ek komórkowych Thermus ruber w temp.
60°C, pH 6,5.
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ku stosowania enzymów o wy¿szej termostabilnoœci stwierdzono tak¿e w przypad-
ku innych izomeraz nie ulegaj¹cych zbyt szybko inaktywacji w podwy¿szonej tem-
peraturze (18). Enzym z Thermus ruber, podobnie jak inne dotychczas zbadane synta-
zy trehalozy, wykazuje niewielk¹ aktywnoœæ hydrolityczn¹, czego skutkiem jest za-
nieczyszczenie produktu pewn¹ iloœci¹ glukozy. Pomimo to syntaza trehalozy jest
najlepszym enzymem do wytwarzania trehalozy, m.in. ze wzglêdu na dostêpnoœæ
maltozy, któr¹ mo¿na ³atwo uzyskaæ ze skrobi. O przydatnoœci Thermus ruber jako
Ÿród³a enzymu katalizuj¹cego wytwarzanie trehalozy decyduje te¿ stosunkowo wy-
dajna hodowla bakterii przebiegaj¹ca w warunkach tlenowych. Zalet¹ s¹ ponadto ni-
skie wymagania pokarmowe tego drobnoustroju, umo¿liwiaj¹ce jego rozwój w nie-
skomplikowanych pod³o¿ach bez wytwarzania szkodliwych metabolitów. Podwy¿-
szona temperatura hodowli Thermus ruber zapobiega zanieczyszczeniu hodowli nie-
po¿¹danymi mikroorganizmami (19).
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