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Thermophiles as a source of a-glucosidases suitable for production
of glucose syrups

Summary

a-Glucosidases release terminal, 1,4- and to lesser extend, 1,6- linked a-glu-
cose residues of disaccharides, oligosaccharides, and aryl-glucosides. Among
these, novel thermostable enzymes from hyperthermophiles and moderate
thermophiles have been investigated. The aim of this article is to demonstrate
different sources of thermostable a-glucosidases, as well as properties and suit-
ability of these enzymes for production of glucose at 90-100°C, e.g., during one
step process initiated by starch liquefaction using commercial a-amylase
(Termamyl®).
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1. Wprowadzenie

Do scukrzania skrobi podczas wytwarzania syropow glukozo-
wych stosuje sie zazwyczaj glukoamylaze (EC 3.2.1.3). Enzym
ten rozszczepiajgc wigzania a-1 ,4-glikozydowe oraz ze znacznie
mniejszg szybkoscig a-1,6- i a-1,3-glikozydowe oddziela reszty
glukozylowe od nieredukujgcego konca czasteczek amylozy,
amylopektyny i glikogenu (1). Skutkiem dtugotrwalej reakcji jest
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prawie catkowite scukrzenie skrobi. Szybkos$¢ hydrolizy maleje Jednak podczas
trwania procesu, m.in. wskutek zmian konformacji enzymu pod wptywem kationow
Ca™+ dodawanych do zawiesiny ziaren skrobiowych w celu zwigkszenia aktywnosci
i termostabilnosci a-amylazy z Bacillus licheniformis, Termamyl®© (2). Inng przyczyng
zmniejszenia szybkosci scukrzania Jest nasilajace sie hamowanie produktem reakcji
oraz nagromadzanie wolniej rozktadanych od skrobi matoczagsteczkowych oligosa-
charydow i dekstryn granicznych zawierajgcych wigzanie a-1,6-glikozydowe, wzgle-
dem ktorego enzym wykazuje niewielka aktywno$¢. Zawartos¢ glukozy w produkcie
obniza ponadto resynteza maltozy i izomaltozy wywotana wzrostem stezenia glukozy
w syropie oraz reakcje rewersji katalizowane przez transglukozydaze (EC 2.4.1.24)
znajdujaca sie niekiedy w niedostatecznie oczyszczonych, handlowych preparatach
glukoamylaz (1). Wytwarzane w tych reakcjach cukry sa mato podatne na oddzia-
tywanie glukoamylazy i kumulujg sie w syropie. Ich nagromadzanie mozna ograni-
czy¢ stosujac a-glukozydaze (maltaze) o preferencyjnej aktywnosci wzgledem mal-
tozy i matoczasteczkowych oligosacharyddéw. Istnieje mato dotychczas zbadana mo-
zliwos¢ zastgpienia glukoamylaz pululanazami (EC 3.2.1.41) i a-glukozydazami
(EC 3.2.1.20) wspotdziatajacymi ze sobg podczas scukrzania skrobi. Zaletg takiego
uktadu enzymatycznego Jest skrdcenie czasu trwania procesu, ograniczenie zanie-
czyszczenia wyrobu otigosacharydami tworzacymi sie wskutek rewersji glukozy oraz
podwyzszenie temperatury scukrzania, eliminujgce koniecznos¢ chtodzenia miesza-
niny reakcyjnej po zakonczeniu uptynniania prowadzonego w 95-105°C. Optymalna
temperatura dziatania stosowanych aktualnie glukoamylaz nie przekracza zazwy-
czaj 60-70°C. Natomiast znane sg Juz pochodzace z termofilnych drobnoustrojow
pululanazy i a-glukozydazy o maksymalnej aktywnosci w temperaturze ponad 100°C
(3). Zdolnos¢ katalizowania transglikozylacji przez niektére a-glukozydazy umozli-
wia zastosowanie tych enzymow w produkcji rozmaitych oligosacharydéw i ich po-
chodnych. Zwigzki te syntetyzowane metodami chemicznymi sg zanieczyszczone
pewng iloscig niepozadanych anomerdéw (4). Dla uzyskania produktéw prawie zupetnie
pozbawionych zanieczyszczen konieczne Jest Jednak poszukiwanie a-glukozydaz
0 Jeszcze lepszej stereospecyficznosci od dotychczas stosowanych.

2. Specyficznos¢ dziatania

a-Glukozydazy sa grupa enzymow roznigcych sie specyficznoscig i oddziela-
jacych reszty glukozylowe poprzez rozszczepienie wigzan a-l ,4-glikozydowych lub
z mniejszg aktywnoscig a-I ,6-glikozydowych od nieredukujacego konca czasteczek
disacharydow, oligosacharydéw lub niekiedy polisacharydéw. Enzymy te réznig sie
od glukoamylaz wzrastajgcg aktywnos$cig wzgledem matoczasteczkowych substra-
tow oraz zdolnoscig hydrolizowania maltozy, sacharozy i innych disacharydéw. Na-
tomiast aktywnos¢ glukoamylaz Jest najwieksza wzgledem polisacharydow i dos¢
szybko maleje w miare zmniejszania sie masy czasteczkowej substratu. Gtownym
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produktem reakcji katalizowanych przez a-glukozydazy jest glukoza. W przypadku
hydrolizy skrobi mozliwe jest jednak tworzenie sie pewnej ilosci maloczasteczko-
wych oligosacharydéw poprzez katalityczne oddziatywanie enzymu przylgczonego
podczas tworzenia sie kompleksu przejsciowego do nieredukujgcego konca
czasteczki polisacharydu na wigzanie glikozydowe w sgsiednim zwoju skrobiowej
helisy i uwolnienie jej fragmentu ztozonego z szesciu lub siedmiu reszt glukozylo-
wych (5). Ponadto podczas zaawansowanej hydrolizy maltozy i matoczasteczkowych
oligosacharyddw czes¢ wytworzonej glukozy jest zuzywana w reakcjach transgliko-
zylacji.

Zaleznie od pochodzenia a-glukozydazy dzielg sie na dwie grupy o odmiennej
specyficzno$ci substratowej. Do pierwszej nalezg a-glukozydazy hydrolizujace naj-
wydajniej sacharoze i glikozydy zawierajace alkilowe lub arylowe reszty aglikonu,
takie jak np. p-nitrofenylo-a-D-glukopiranozyd (pNPG) stosowany czesto do ozna-
czen aktywnosci tych enzymow. W grupie tej znajdujg sie tez a-glukozydazy dzia-
fajace na skrobie, amyloze lub oligosacharydy z wigzaniami a-l,6-glikozydowymi.
a-Glukozydazy drugiego typu zwane niekiedy maltazami, wykazujg najwiekszg ak-
tywnos$¢ w hydrolizie maltozy i izomaltozy oraz znacznie mniejszg wzgledem oligo-
sacharyddw. Zwierzece a-glukozydazy sg czesto kompleksem kilku biatek réznigcych
sie specyficznoscig substratowa. Ich przykfadem sg wystepujgce w jelicie cienkim
ptakéw i ssakdw heterodimery ztozone z dwdch rodzajow podjednostek o aktywno-
$ci sacharazy/izomaltazy oraz maltazy/glukoamylazy (6). Wszystkie roélinne a-glu-
kozydazy katalizujg z duzg aktywnoscig hydrolize matoczasteczkowych a-1,4-oligo-
sacharydow, roznig sie jednak do$¢ znacznie specyficznoscig dziatania wzgledem
oligosacharydéw o wiekszych czasteczkach oraz disacharydéw z wigzaniami a-1I,2-,
a-1,3- lub a-1,6-glikozydowymi. Wiekszos¢ tych enzymdw hydrolizuje skrobie roz-
puszczalng prawie z takg samg szybkoscig jak oligosacharydy, a niektére degradujg
takze ziarna skrobiowe lub katalizujg reakcje transglikozylacji przeksztatcajagce mal-
toze w izomaltoze zawierajgcg wigzania a-1,6-glikozydowe (7).

3. Fizjologiczne znaczenie a-glukozydaz

a-Glukozydazy sg wytwarzane w komorkach niektérych tkanek roslin i zwierzat
oraz w drobnoustrojach rozktadajgcych skrobie lub inne polisacharydy, rozwija-
jacych sie np. na butwiejacych szczatkach rodlin. Zdolnos¢ posredniego przyswaja-
nia polisacharydéw majg tylko te drobnoustroje, ktére wydzielajg do Srodowiska
pozakomorkowe amylazy, pululanazy celulazy lub inne hydrolazy glikozydéw degra-
dujagce makroczgsteczki substratu z wytworzeniem maltozy, izomaltozy, trehalozy,
celobiozy oraz matoczasteczkowych oligosacharydow. Dalszy metabolizm tych
zwigzkdéw nastepuje juz wewnatrz komoérek m.in. z udziatem a-glukozydaz znaj-
dujacych sie w cytoplazmie oraz w systemach btonowych mikroorganizmu (8).
W nielicznych przypadkach drobnoustrojowe a-glukozydazy sg enzymami pozako-
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moérkowymi. W kietkujgcych nasionach roélin i chloroplastach a-glukozydazy ini-
cjujg degradacje ziaren skrobiowych oraz hydrolizujg oligosacharydy i maltoze wy-
tworzone w reakcjach katalizowanych przez a- i p-amylazy (7).

Lizosomalna a-glukozydaza jest waznym ogniwem metabolizmu glikogenu ma-
gazynowanego w watrobie i miesniach szkieletowych cztowieka i zwierzat. Degra-
dacje tego polisacharydu katalizuje fosforylaza glikogenowa, ktérej dziatanie kon-
czy sie na rozgatezieniach czasteczek glikogenu. Odblokowanie dziatania fosforyla-
zy poprzez usuniecie reszt glukozy maskujgcych wigzanie a-1 ,6-glikozydowe, a na-
stepnie jego rozszczepienie i likwidacje rozgatezienia nastepuje kolejno pod wpltywem
transferazy oligosacharydow i a-glukozydazy. Brak a-glukozydazy jest przyczyng
genetycznie uwarunkowanego zaburzenia magazynowania glikogenu u niemowlat
zwanego chorobg Pompego. jej objawami sg zaktocenia pracy serca i ukfadu odde-
chowego prowadzace do zgonu nastepujacego zwykle przed uptywem dwach lat zy-
cia (9). a-Glukozydazy znajduja sie tez w soku jelitowym uczestniczac w trawieniu
dostarczanych z pokarmem polisacharydéw. Inaktywacje a-glukozydazy stosuje sie
w terapii insulino-niezaleznej cukrzycy. Aktywnym sktadnikiem stosowanego w tym
przypadku leku opracowanego przez firme Bayer jest akarboza, pochodna maltote-
traozy, oddziatujgca jako silny inhibitor a-glukozydazy i innych enzyméw amyloli-
tycznych (10).

4. Zrodta termostabilnych a-glukozydaz

Termostabilne enzymy amylolityczne sa wytwarzane przez niektore bakterie ro-
dzaju Bacillus, Clostridium, Thermotoga, Thermosipho, Fervidobacterium i Aquifex oraz
archebakterie wystepujace w rzedach Sulfolobales, Pyrodictales, Thermococcales, Ther-
moplasmales i Thermoproteales, pochodzace m.in. z goracych zrédet lub hydrotermal-
nych obszaréw dna morz i oceandw (11). W przeprowadzonych przez Legina i wsp.
badaniach wykazano, ze okoto 26% ogo6lnej ilosci 269 analizowanych drobnoustro-
jow rozwijajacych sie w temperaturze ponad 60°C wytwarza a-amylazy, pululanazy
i a-glukozydazy, umozliwiajace przyswajanie glikogenu znajdujgcego sie w mar-
twych organizmach zwierzecych osiadajgcych na dnie wymienionych zbiornikow
wodnych (12).

a-Glukozydazy przydatne do scukrzania syropu maltodekstrynowego wytworzo-
nego w etapie uptynniania skrobi powinny dziata¢ w temperaturze okoto 100°C przy
pH 5,5-6,0. Eliminuje to konieczno$¢ ochtadzania mieszaniny reakcyjnej i regulacji
jej kwasowosci przed dodaniem enzymu oraz zapobiega niepozgdanym reakcjom
brunatnienia w obojetnym lub alkalicznym S$rodowisku. Takie wiasciwosci majg
a-glukozydazy wytwarzane przez archebakterie Pyrococcus furiosus, Pyrococcus wo-
esei, Sulfolobus solfataricus, Thermococcus hydrothermalis, i kilka innych hipertermofil-
nych drobnoustrojéw (tab. 1). Charakterystyczng cechg a-glukozydaz wyizolowa-
nych z tych mikroorganizmdw jest wysoka optymalna temperatura dziatania wy-
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noszaca zaleznie od pochodzenia enzymu 85-115°C i podobna zaleznos$¢ aktywno-
$ci od kwasowosci Srodowiska reakcji. Wymienione a-glukozydazy dziataja najwy-
dajniej przy pH 5,0-5,5 z wyjatkiem enzymu z Therniococcus zilligii uzyskujacego naj-
wieksza aktywnos$¢ w srodowisku obojetnym (36). Enzymy pochodzace z termofil-
nych eubakterii majg mniejsza termostabilnos¢ i ulegaja szybkiej inaktywacji po
przekroczeniu optymalnej temperatury dziatania wynoszgcej zazwyczaj 60-75°C.
a-Glukozydazy wytwarzane przez hipertermofile nie sg jeszcze produkowane na
skale przemystowg, m.in. z powodu utrudnionej hodowli i matej wydajnosci bioma-
sy tych mikroorganizmdéw. Istotne znaczenie w metabolizmie hipertermofili ma siar-
ka elementarna, czesto dodawana do pozywek dla tlenowych lub beztlenowych ar-
chebakterii. Podczas rozwoju aerobowych hipertermofili nastepuje utlenienie siarki
do kwasu siarkowego przebiegajace w silnie kwasnym srodowisku o pH 2,0-3,0 (37).
Cze$¢ uzyskanej energii jest w tym przypadku zuzywana do usuwania z cytoplazmy
nadmiaru przenikajagcych ze Srodowiska protonéw, co zapobiega jej zakwaszeniu
i inaktywacji enzymow oraz denaturacji innych waznych fizjologicznie biatek. Mi-
kroorganizmy tlenowe nie przystosowaty sie do Srodowisk o temperaturze wyzszej
od 85°C m.in. wskutek zbyt matej dostepnosci tlenu wywotanej znacznym zmniej-
szeniem jego rozpuszczalnosci (38). Termofilne archebakterie, z wyjatkiem niekto-
rych Sulfolobales, rozwijajacych sie w temperaturach okoto 80°C, sg zazwyczaj obli-
gatoryjnymi beztlenowcami, czesto przyswajajagcymi siarke elementarng z wytwo-
rzeniem siarkowodoru lub innych jej zwigzkéw. Hipertermofilne heterotrofy moga
przyswaja¢ biatka i/lub polisacharydy, a zawartos¢ siarki w pozywece nie jest obliga-
toryjna. Jej wprowadzenie do srodowiska przyspiesza jednak znacznie rozwoj tych
drobnoustrojow wskutek zaniku wydzielania wytwarzanego podczas fermentacji
wodoru, dziatajacego jako inhibitor niektérych szlakéw metabolicznych. Produko-
wany w tym przypadku toksyczny i dziatajgcy korozyjnie siarkowodor jest niepo-
zgdanym produktem ubocznym hodowli mikroorganizmu.

Tabela 1
Zrédta i optymalne warunki dziatania niektérych drobnoustrojowych a-glukozydaz
Optymalna tem- Optymalne warunki Czas
Mikroorganizm Zrédtowy F::ir::s;?gzzi\;v;]j temperatudr:a'ama. \?végggaa:; Literatura
[°ci r°cl PH reakeji  yomperaturze
1 2 3 4 5 6
grzyby i drozdze:
Aspergillus niger 37 37 7,0 - (13)
Avreobasidium pullulans 28 60 4,0 - (14)
Candida albicans 37 37 6,0 - (15)
Brettanomyces lambicus 28 40 6,2 - (16)
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| 2 3 p 5 6

bakterie:

Bacillus F5 25 45 6,2 - 17)
Bacillus cereus 35 37 6,8 0,2 h/48°C (18)
Bacteroides thetaiotaomicron 37 37 6,5 - (19)
Clostridium acetobutylicum 37 37 7,0 - (20)
Tetrahymena thermophila 40 56 45 - (21)
Bacillus arnyloliquefaciens 37 40 53 1,0 h/40°C (22)
Bacillus caldovelox 60 50-60 5,5-6,0 1,0 h/70°C (23)
Bacillus thermoglucosidius 60 75 5,0-6,0 0,2 h/72°C (24)
Bacillus stearothermophilus 60 70 6,3 - (25)
Bacillus coagulans 60 50 6,8 - (26)
Bacillus caldotenax 65 70 6,0-6,8 0,2 h/70°C 27)
Thermoanaerobium Tok6-B ! - 79 6,0-7,0 0,4 h/76°C (28)
Bacillusjlavocaldarius 76 78 6,2 0,1 h/90°C (29)
Cl. thermohydrosulfuricum 65 75 5,0-55 0,5 h/75°C (30)
archebakterie:

Sulfolobus solfataricus 87 105 4,5-55 3,0 h/95°C (31)
Sulfolobus shibatae 81 85 55 - (32)
Pyrococcus furiosus 100 115 55 48 h/98°C (33)
Pyrococcus woesei 100 110 5,0-5,5 - (34)
Thermococcus hydrothermalis 85 110 5,0-5,5 27 h/96°C (35)

Pozywka stosowana do hodowli hipertermofili nie powinna zawiera¢ glukozy ani
wolnych aminokwaséw. Wynika to z reaktywnosci tych substancji w podwyzszonej
temperaturze powodujgcej wytwarzanie rozmaitych produktéw hamujacych rozwoj
mikroorganizméw (37). Archebakterie Pyrococcus furiosus i Thermococcus litoralis,
0 optymalnych temperaturach rozwoju 100 i 88°C, a zapewne i inne hipertermofile
nie wchianiaja glukozy tylko maltoze i matoczagsteczkowe peptydy. Zwigzki te sg
mniej termolabilne i dopiero wewnatrz komorek ulegaja degradacji w $rodowisku
zabezpieczajgcym przed niepozgdanymi przemianami wytworzonej glukozy. Tok-
syczne oddziatywanie produktow cieplnych przemian glukozy na drobnoustroje jest
prawdopodobnie jedng z przyczyn do$¢ rzadkiego wystepowania termofili wydzie-
lajacych pozakomorkowe a-glukozydazy.

Niewielka wydajnos¢ produkcji biomasy przez hipertermofile wytwarzajace ter-
mostabilne a-glukozydazy o pozadanych wiasciwosciach, konieczno$¢ prowadzenia
hodowli w podwyzszonej temperaturze w warunkach beztlenowych, oraz czesto
spotykane wydzielanie toksycznych i dziatajacych korozyjnie metabolitéw znacznie
utrudniajg pozyskanie biomasy mikroorganizméw w ilosci wystarczajacej do prze-
mystowej produkcji tych enzymoéw. Wyeliminowanie tych niedogodnosci oraz zwie-
kszenie wytwarzania enzymu w komorkach umozliwia ekspresja odpowiednich ge-
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noéw hipertermofili w mikroorganizmach mezofilnych. Do$¢ trudno wyttumaczy¢
malg ticzbe artykutdw o nadekespresji genow hipertermofitnych a-glukozydaz w ko-
morkach mezofilnych drobnoustrojéw. Dotychczas przeprowadzono tylko w petni
udang probe klonowania genu a-gtukozydazy z archebakterii Sulfolobus solfataricus
(39). Natomiast komérki drozdzy Saccharomyces cerevisiae transformowane plazmi-
dem z genem a-gtukozydazy z Thennococcus hydrothermalis wytwarzaty enzym o gor-
szej termostabitnosci od wyizolowanego z macierzystej bakterii (40). Proby ekspre-
sji rozmaitych genéw hipertermofili w mikroorganizmach mezofilnych sg zazwyczaj
udane, a wytworzone enzymy uzyskuja prawidtowg konformacje zapewniajgca ocze-
kiwane wiasciwosci katalityczne pomimo znacznie nizszej temperatury cytoplazmy,
w ktdrej przebiegajg modyfikacje potranslacyjne. W niektérych przypadkach enzy-
my hipertermofili enzymy po ich ekspresji w komorkach mezofili zmieniajg lub traca
aktywnos¢ oraz uzyskujag mniejszg termostabilno$¢. Gtdwng tego przyczyna jest nie-
prawidtowo$¢ modyfikacji potranslacyjnych spowodowana m.in. zanikiem tworze-
nia wewnatrz- iflub miedzyczasteczkowych wigzan disulfidowych oraz innych od-
dziatywan stabilizujacych czasteczki (41). Innym powodem uksztattowania niepra-
widtowej konformacji czasteczek moze tez by¢ brak w komérkach mezofilnego go-
spodarza odpowiednich biatek opiekuniczych. Uformowanie prawidtowej konforma-
cji i uzyskanie pierwotnych wiasciwosci katalitycznych zapewnia czesto inkubacja
enzymu w podwyzszonej temperaturze, zblizonej do temperatury Srodowiska roz-
woju macierzystego hipertermofila. Nalezy tez unika¢ izolowania i przechowywania
termostabilnych enzymdéw w zbyt niskiej temperaturze. Kilkugodzinna inkubacja
a-glukozydazy z Pyrococcus furiosus lub ekstraktu bezkomoérkowego, stuzacego do
jej otrzymywania w 4°C zmniejszata aktywnos$¢ enzymu prawie o 50%, prawdopo-
dobnie wskutek niepozadanej agregacji czasteczek biatka (33).

5. Wiasciwosci termostabilnych a-glukozydaz

Ze wzgledu na duza termostabilnos$¢ i wysokg temperature dziatania najbardziej
przydatne w przetworstwie skrobi s a-glukozydazy pochodzace ze ,,spokrewnio-
nych” wzajemnie archebakterii Pyrococcus furiosus i Pyrococcus woesei. Induktorem
syntezy enzymu w komdrkach Pyrococcus furiosus sg weglowodany, w ktérych wyste-
puja wigzania a-l,4-glikozydowe (33). Okoto )0% ogo6lnej ilosci wytworzonej a-glu-
kozydazy przechodzi do cieczy pohodowlanej, prawdopodobnie z powodu czescio-
wej lizy komorek drobnoustroju (33). Hipoteze te potwierdza pojawienie si¢ poza-
komérkowej aktywnosci enzymu dopiero w péznej fazie hodowli archebakterii (42).
W przeciwienstwie do wielu innych a-glukozydaz enzym wytwarzany przez Pyrococ-
cus furiosus jest zupetnie nieaktywny wzgledem skrobi oraz sacharozy i wykazuje
duza aktywno$¢ specyficzng hydrolizy maltozy (1760 U/mg biatka), znacznie wiekszg
niz izomaltozy (951 U/mg) i pNPG (287 U/mg). Aktywnos$¢ tej a-gtukozydazy niewiele
zmienia sie w zakresie od 105 do 115°C i maleje o okoto 50% po obnizeniu tempera-
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tury reakcji do 98°C (33). Czasteczka enzymu jest pojedynczym tancuchem polipep-
tydowym o masie czasteczkowej 125 kDa, wykazujagcym duza termostabilnos¢ za-
pewniajaca okoto 2-dobowy okres pétrwania aktywnosci w temperaturze 98°C (44).
Szybka inaktywacja kwasem diaminotetraoctowym (EDTA) wskazuje na oddziatywa-
nie niektorych kationdw jako aktywatoréw i/lub stabilizatoréw konformacji czaste-
czek enzymu (33,44). Produkcje a-glukozydazy z Pyrococcus fuhosus utrudnia nie-
wielka wydajnos¢ biomasy komorek, nie przekraczajaca 2,6 g/l, oraz koniecznos¢
prowadzenia hodowli w warunkach beztlenowych (43).

Podobng specyficznos¢ substratowa maja tez a-glukozydazy z Thermococcus hy-
drothermalis i acidofilnego hipertermofila Sulfolobus solfataricus przejawiajgce prefe-
rencyjng aktywnos¢ wobec maltozy i mniejsza wzgledem izomaltozy i innych disa-
charydéw z wigzaniami a-1 ,6-glikozydowymi oraz glikozyddw z arylowymi resztami
aglikonu (45,46). Wymienione enzymy katalizuja hydrolize oligosacharydéw zbudo-
wanych z 3 do 7 reszt glukozylowych, uwalniajgc glukoze i maltoze. Natomiast skro-
bia i wielkoczasteczkowe dekstryny nie sg przez nie degradowane. a-Glukozydaza
z Thermococcus hydrothernialis w 96°C przy pH 5,0-5,5 przejawia ponad 60% maksy-
malnej aktywnosci uzyskiwanej w 110°C. Stosunkowo niewielki czas pétrwania ak-
tywnosci tego enzymu (2 h) w 96°C moze by¢ zwiekszony do 27 h w przypadku 107
stezenia skrobi w $rodowisku reakcji (46). Wiasciwosci te umozliwiaja dobre
wspotdziatanie z aktywnag w podobnych warunkach termostabilng a-amylazg (Ter-
mamyl®), stosowang w celu wytworzenia ze skrobi matoczagsteczkowych maltodek-
stryn podatnych juz na oddziatywanie a-glukozydazy.

Natomiast a-glukozydaza z Sulfolobus solfataricus ma mniejszg termostabilno$é
pomimo dos¢ wysokiej optymalnej temperatury dziatania (105°C) o 20°C wyzszej od
temperatury naturalnego $rodowiska bytowania mikroorganizmu. Do$¢ krotki czas
pottrwania (3 h) tego enzymu w 95°C wskazuje na zréznicowanie czynnikdéw zapew-
niajacych cieplna opornos¢ biatek z Sulfolobus solfataricus oraz Pyrococcus furiosus
i Thermococcus hydrothermalis (31). a-Glukozydaza z Sulfolobus solfataricus jest enzy-
mem wewnatrzkomorkowym osiggajacym maksymalng aktywno$¢ przy pH 4,5-5,5,
znacznie wyzszym od kwasowosci srodowiska rozwoju wytwarzajacego ten enzym
drobnoustroju (tab. 1).

Eubakterie rodzaju Bacillus wytwarzajg a-glukozydazy mato przydatne w prze-
tworstwie skrobi ze wzgledu na dos¢ matg termostabilnos¢, niewiele wiekszg od
opornosci cieplnej stosowanych obecnie glukoamylaz. Okres pétrwania aktywnosci
zewnatrzkomdrkowego enzymu z Bacillus thermoglucosidius w temperaturze maksy-
malnej aktywnosci (72°C) wynosi zaledwie 10 minut (24). Sposrod mikroorgani-
zmOw rodzaju Bacillus najwiekszg termostabilno$¢ ma a-glukozydaza wytwarzana
przez Bacillus caldovelox, ktorej aktywnos¢ maleje o 50% dopiero po ! h termostato-
wania w 70°C (23). W przeprowadzonych przez nas badaniach wykazano natomiast,
przydatnos¢ skrajnie termofilnej, tlenowej eubakterii Thermus thermophilus HB-8 jako
zrédta wewnatrzkomorkowego enzymu o aktywnosci a-glukozydazy, ktérego czas
pottrwania w optymalnej temperaturze dziatania (85°C) wynosi okoto 2 h (47). Wy-
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mieniona bakteria jest dos¢ dobrym Zrddiem niektérych termostabilnych enzyméw
ze wzgledu na krdtki, wynoszacy okoto 35 minut czas generacji, zapewniajacy satys-
fakcjonujaca wydajnos¢ biomasy i mozliwo$¢ hodowli w warunkach tlenowych na
podtozach drozdzowo-peptonowych.

6. Podsumowanie

w dotychczas opublikowanych badaniach termostabilnych a-glukozydaz wska-
zano na mozliwos¢ ich stosowania zamiast glukoamylaz podczas jednoetapowego
wytwarzania syropu glukozowego bez koniecznosci podziatu procesu na prowadzo-
ne w réznych warunkach odrebne etapy uptynniania i scukrzania. W celu praktycz-
nego wykorzystania tej mozliwosci nalezy poszerzy¢ wiedze dotyczaca rozmaitych
zrodet termostabilnych a-glukozydaz, ze szczeg6lnym uwzglednieniem mato do-
tychczas zbadanej mozliwosci nadekspresji tych enzymow w rekombinowanych drob-
noustrojach mezofilnych. Utatwi to hodowle bakterii i zwiekszy wydajno$¢ wytwa-
rzania a-glukozydazy oraz umozliwi jej oczyszczanie poprzez niekosztowng ter-
miczng denaturacje i stracenie pozostatych termolabilnych biatek komdérkowych.
Nalezy tez dokonaé wyboru a-amylazy, a-glukozydazy i ewentualnie pululanazy
o takich optymalnych warunkach dziatania, ktére umozliwig ich wspétdziatanie pod-
czas jednoetapowej hydrolizy skrobi.

Koszty wydawnicze dofinansowano z funduszu grantu KBN nr PBZ-KBN/021/PO6/32.
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