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Ocena przydatnosci bakterii
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uzytecznej do wytwarzania
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Evaluation of Thermus ruher as a source of thermostable
a-glucosidase useful for production of glucose syrups

Summary

Thermus ruber produces a-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-a-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 a-glucosidase
from Thermus ruber.
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1. Wstep

a-Glukozydazy sa grupa enzyméw oddzielajgcych reszty glu-
kozylowe poprzez rozszczepienie wigzan a-l,4-glikozydowych
lub z mniejszg aktywnoscig a-1 ,6-glikozydowych od strony nie-
redukujgcego konca czasteczek disacharydow, oligosacharydéw
lub niekiedy polisacharydéw. Enzymy te w przeciwienstwie do


mailto:synowiec@chem.pg.gda.pl

Ocena przydatnosci bakterii Thennus ruber jako zrédta termostabilnej a-glukozydazy

glukoamylaz charakteryzuja sie wzrastajgcg aktywnoscia wzgledem matoczastecz-
kowych substratéw oraz zdolnosScia hydrolizowania maltozy, sacharozy i innych di-
sacharydow. Aktywnos¢ glukoamylaz jest natomiast najwieksza wzgledem polisa-
charyddéw i dos¢ szybko maleje w miare zmniejszania sie masy czgsteczkowej sub-
stratu (1).

Skutkiem tego jest spowolnienie przebiegu zaawansowanego scukrzania skrobi
przeprowadzanego w celu uzyskania syropéw glukozowych. Nagromadzeniu sie
maloczasteczkowych oligosacharydéw mato wydajnie hydrolizowanych przez glu-
koamylaze mozna ewentualnie zapobiec wprowadzajgc do Srodowiska reakcji
a-glukozydaze. Warunkiem synergistycznego oddziatywania obu enzyméw jest jed-
nak podobienstwo ich optymalnych warunkéw dziatania. a-Glukozydazy wspoma-
gajace dziatanie powszechnie stosowanych glukoamylaz powinny zatem wykazywaé
najwiekszg aktywnos$¢ w temperaturze okoto 60°C przy pH 4,5 (2).

Jednym ze Zrédet takiego enzymu moze byé termofilna bakteria Thermus ruber.
jest ona gramujemnym, nie wytwarzajgcym endospor tlenowcem, ktérego komorki
maja posta¢ pateczek o dtugosci 3-6 pm i szerokosci 0,5-0,8 pm. Kolonie tej bakterii
charakteryzujg sie rézowg barwg pochodzgcg od karotenoidéw petnigcych funkcje
fotoprotektoréw (3). Podobnie jak inne szczepy z rodzaju Thermus nie wytwarzajg
przetrwatnikéw, jak tez wici. Ich zewnetrzna warstwa $ciany komorkowej ma struk-
ture falista spowodowang licznymi wgtebieniami (4). W centralnej czesci komérki
tego termofila znajduje sie duzy nukleoid, zas mezosomy z aktywnie dzialajaca de-
hydrogenaza i ciatka tluszczowe sg w czeéciach peryferyjnych. Sciana komérkowa
skiada sie z zewnetrznej btony i sztywnej warstwy peptydoglikanu. Btona zewnetrz-
na umozliwia kontakt miedzy zewnetrznymi i wewnetrznymi warstwami sciany ko-
morki dzieki obecnosci w niej nieregularnych wgtebien (5).

Gatunek Thermus ruber, podobnie jak Thermus silvanus i Thermus chliarophilus, byt
do tej pory zaliczany do rodzaju Thermus. Badania filogenetyczne 16S rRNA, jak réw-
niez analiza profilu polarnych lipidéw i sktadu hydroksykwaséw ttuszczowych przy-
czynity sie do wyodrebnienia nowego rodzaju Meiothermus (6). Pomiedzy poszcze-
g6lnymi gatunkami rodzaju Meiothermus podobienstwo sekwencji 16S rRNA prze-
kracza 88%, za$ miedzy rodzajami Thermus i Meiothermus jest mniejsze od 88%. Za-
kres temperatur rozwoju bakterii rodzaju Meiothermus miesci sie 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 najwiekszy przyrost biomasy uzyskiwano w 55°C
przy pH 8,0.

Bakterie T. ruber wyizolowano z goracych Zrodet (od 50 do 65°C, pH 6,5-7,3)
Kamczatki (4). Szczepy znalezione na terenach Islandii charakteryzujag sie rézo-
wym zabarwieniem (8). 7. ruber rozwija sie w warunkach tlenowych, lecz dwa zi-
dentyfikowane szczepy moga rosng¢ w warunkach beztlenowych w obecnosci azo-
tandw (V). Szczepy te prawdopodobnie wytwarzajg reduktaze azotanow, ktora
umozliwia im wykorzystanie azotanéw (V) jako akceptora elektronéw (9). Charak-
teryzuja sie one wrazliwoscig na kanamycyne i antybiotyki P-laktamowe. Bakterie
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T. ruber wykorzystuja Jako Zrodto wegla weglowodany (fruktoza maltoza manno-
za, sacharoza), sole kwasow karboksylowych i alkohole (8). Wigkszo$¢ szczepdw
tego gatunku ma zdolnos$¢ hydrolizy elastyny, fibryny, zelatyny oraz rozktadu ar-
butyny, eskuliny, p-nitrofenylo-a-glukopiranozydu (GlcapNp) i p-nitrofenylo-p-glu-
kopiranozydu (GIcPpNp), Przyswajajg D-celobioze, D-ksyloze, D-trehaloze, D-man-
nitol, D-sorbitol, maltoze, laktoze, sacharoze. L-asparaging, L-glutaminian, L-sery-
ne. L-proline i L-arginine. Bakterie te przejawiajg aktywnos¢ katalazy, a-galaktozy-
dazy i syntazy trehalozy oraz majg zdolno$¢ utleniania tiosiarczanu do siarczanu
(V1) (10,11). W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze ekstrakt biatek komor-
kowych tego drobnoustroju katalizuje hydrolize maltozy oraz GlcapNp. W przed-
stawionych wynikach badan wskazuje sig, ze mato dotychczas zbadana termofilna
bakteria T. ruber moze by¢ tez zrodtem a-glukozydazy uzytecznej do wytwarzania
syropéw glukozowych.

2. Materialy i metody

2.1. Szczep i hodowla mikroorganizmu

Szczep T. ruber (DSM 1279) ozywiano zgodnie z procedurg zalecang przez pro-
ducenta, zawieszajac liofilizowane komorki bakterii w I ml podtoza zawierajacego:
0,5% peptonu, 0,1% wyciggu drozdzowego, 0,1% skrobi oraz wode. Tak przygoto-
wang zawiesine przenoszono nastepnie do 5 ml poditoza o takim samym skiadzie
i inkubowano przez 3-5 dni w temperaturze 55°C. Porcje podtoza (pH 8,0) o objeto-
§ci 1000 ml umieszczano w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 2000 ml, sterylizo-
wano w temperaturze 121°C przez 30 min i zaszczepiano. Hodowle drobnoustroju
prowadzono przez 48 godz. bez dodatkowego napowietrzania w termostatowanej
wstrzgsarce typu ECOTRON w temperaturze 55°C z szybkoscig wstrzasania 160 cy-
kli/min. Biomase komoérek odwirowywano przez 15 min (9000xg), zamrazano
i przechowywano w -18°C przez okres nie przekraczajgcy trzech dni.

2.2. Ekstrakcja biatek komdrkowych

Do 10 g zamrozonej biomasy dodawano 20 g Aluminy A-5 (Sigma, St. Louis, MO,
USA) i rozcierano przez 15 min w mozdzierzu (4°C) wprowadzajac stopniowo 70 ml
0,01 M buforu fosforanowego (pH 6,0) zawierajgcego w 1 litrze I mmol ditiotreitolu
(DTT) i 1 mmol MgS04. Otrzymana zawiesing wirowano przez 15 min (9000 Xg)
i w uzyskanym supernatancie oznaczano zawarto$¢ biatka metoda Bradford (12)
oraz aktywnos¢ a-glukozydazy. Ten spos6b izolacji powoduje strate okoto 22%
a-glukozydazy wytwarzanej podczas hodowli T. ruber, ktéra znajduje sie w odwiro-

136 PRACE EKSPERYMENTALNE



Ocena przydatnosci bakterii Thermus ruber jako Zrédta termostabilnej a-gkikozydazy

wanej pozostatosci komoérek. Zastosowanie ultradzwiekOw nie miato znaczacego
wplywu na poprawe wydajnosci a-glukozydazy (wyniki nie pubtikowane).

2.3. Oznaczanie aktywnosci a-glukozydazy wzgledem />-nitrofenylo-p-gtukopi-
ranozydu

Aktywnos$¢ a-glukozydazy oznaczano metoda Constantino i wsp. (13), polega-
jaca na oznaczaniu p-nitrofenotu uwolnionego podczas hydrolizy roztworu GicapNp
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym. W poréwnaniu ze standardowsg pro-
cedurg stezenie GlcapNp obnizono do 5 mM, byto to mozliwe, bo stezenia substra-
tu przekraczajagce 1,5 mM nie powodowaty zwiekszenia szybkosci reakcji (14). Do
przygotowania roztworu GlcapNp stosowano bufor fosforanowo-cytrynianowy o pH 6,0,
przy ktérym a-glukozydaza z 7. ruber ma najwiekszg aktywno$¢ (rozdz. 2.5). W celu
wykonania oznaczenia do probowek zawierajacych 2,5 ml wstepnie ogrzanego do
65°C substratu dodawano 0,5 ml ekstraktu biatek komdrkowych (otrzymano wg pro-
cedury podanej w rozdz. 2.2.). Po uptywie 5 min reakcje przerywano dodajac 1 ml
1 M roztworu Na2C03 i mierzono absorpcje (A405) wzgledem analogicznie ogrzewa-
nej proby odniesienia, zawierajgcej zamiast roztworu enzymu 0,5 ml buforu fosfora-
nowo-cytrynianowego o pH 6,0. Stezenie uwolnionego p-nitrofenolu obliczano sto-
sujac jego molowy wspoétczynnik absorpcji wynoszacy 16,86 x 10* M**, Jako jednost-
ke aktywnosci (U) przyjeto ilos¢ enzymu hydrolizujgcg w ciggu jednej minuty 1 pmol
substratu w temperaturze 65°C przy pH 6,0.

Oznaczenia zmian aktywnosci a-glukozydazy podczas hodowli 7. ruber przepro-
wadzano bez izolacji enzymu z komérek. W celu zwiekszenia przepuszczalnosci
btony cytoplazmatycznej do 0,5 ml zawiesiny komorek pobieranej podczas hodowli
drobnoustroju i umieszczonej w szczelnie zamykanych probéwkach, dodawano
2 ml 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 6,0 oraz 100 pl chloroformu
i 10 pl 1% roztworu SDS. Zawartos¢ probéwek doktadnie mieszano przez 30 s (Vor-
tex) i ogrzewano 60 min w 65°C. Nastepnie dodawano 0,4 ml 5 mM roztworu
GlcapNp w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 6,0). Po uptywie 10 min
reakcje zatrzymywano dodajac 1 ml 1 M roztworu Na2C03. Komérki odwirowywano
(9000 xg, 5 min) i mierzono absorpcje supernatantu (A405) wzgledem analogicznie
przygotowanej i ogrzewanej proby odniesienia zawierajgcej zamiast zawiesiny ko-
morek 0,5 ml czystego podtoza, jako jednostke aktywnosci (U) przyjeto ilos¢ enzy-
mu, wykazywang przez | ml zawiesiny komérek, hydrolizujaca w ciggu jednej minu-
ty 1| pmol substratu w temperaturze 65°C przy pH 6,0.
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2.4. Oznaczenie aktywnosci a-glukozydazy wzgledem disacharydéw i oligosa-
charydéw

llos¢ glukozy uwolnionej podczas hydrolizy réznych oligosacharydéw lub disa-
charydéw okreslano metodg Huggeta i Nixona (15), stosujac odczynnik A zawie-
rajacy 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
objetosci 100 ml. Prowadzong w 65°C hydrolize inicjowano dodajac 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 uptywie okreslonego czasu reakcje zatrzymywano przez ozie-
bienie prébek w wodzie z lodem. Analogicznie ogrzewano préby odniesienia zawie-
rajace zamiast roztworu enzymu 0,5 ml 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego
0 pH 6,0. Do | ml uzyskanych hydrolizatow lub préby odniesienia dodawano 3 ml
odczynnika A. Badane probki ogrzewano przez 30 min w temperaturze 40°C, a na-
stepnie po ich oziebieniu mierzono absorpcje przy dtugosci fali 415 nm wzgledem
analogicznie przygotowanych prébek odniesienia. Stezenie glukozy (fimol/ml) obli-
czano z réwnania regresji krzywej wzorcowej wyznaczonej w zakresie stezen gluko-
zy do 0,125 pmol/ml. Jako jednostke aktywnosci (U) przyjeto ilos¢ enzymu, ktéra
w czasie 1 min uwalnia z substratu w warunkach reakcji | pmol glukozy, Do oblicze-
nia aktywnosci specyficznej zawarto$¢ biatek oznaczano metodg Bradford (12).

2.5. Warunki dziatania i badanie wptywu temperatury i pH na stabilno$¢ enzymu

Zalezno$¢ aktywnosci a-glukozydazy od pH reakcji oznaczano w 65°C stosujac
5 mM roztwory GlcapNp w 0,1 M buforach fosforanowo-cytiynianowych o pH od 5,0
do 8,0. Wptyw temperatury na aktywnos$¢ enzymu okreslano, stosujgc roztwaor sub-
stratu o pH 6,0 i zmieniajac temperature reakcji w zakresie od 50 do 85°C. Termosta-
bilno$¢ a-glukozydazy okreslano mierzac spadek aktywnos$ci 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 aktywnosci en-
zymu dokonywano wedtug procedury podanej w rozdziale 2.3, Badajac wptyw pH na
stabilno$¢ enzymu, roztwory a-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 nastepnie oznaczano stopieh hydrolizy GlcapNp (wg 2.3).

2.6. Wplyw niektorych weglowodanéw na aktywno$¢ a-glukozydazy

Badanie wptywu niektérych cukréw konkurujacych z GlcapNp o centrum katali-
tyczne a-glukozydazy z T. ruber przeprowadzano wprowadzajac do substratu, przygo-
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towanego wedtug procedury podanej w rozdziale 2.3, glukoze, galaktoze, fruktoze,
ksyloze, laktoze, maltoze, sacharoze lub trehaloze w ilosci niezbednej do uzyskania
w $rodowisku reakcji okreslonych stezen wymienionych cukrow. Oznaczenia aktyw-
nosci przeprowadzano wedtug procedury podanej w rozdziale 2.3 mierzgc absorpcje
wzgledem préb odniesienia, do ktérych zamiast roztworu enzymu wprowadzono réw-
nowazng objetos$¢ roztworu cukru o danym stezeniu w 0,1 M buforze fosforanowo-cy-
trynianowym o pH 6,0. Zmiany aktywnos$ci okreslano jako procent aktywnosci analo-
gicznie badanych préb kontrolnych, do ktérych nie wprowadzono weglowodandw.

3. Omdéwienie wynikow

3.1. Warunki dziatania i termostabilnos$¢ a-glukozydazy z Thermus ruher

Termofilna bakteria 7. ruber charakteryzuje sie umiarkowanga szybkoscia rozwoju
i podobnie jak w przypadku innych gatunkéw nalezacych do rodzaju Thermus (16),
czas trwania fazy wyktadniczego wzrostu wynosi okoto 24-30 godz., podczas, ktérej
ODsoo wzrasta do wartosci 1,2. Na rysunku ! przedstawiono zalezno$¢ przyrostu

14

1,2

0.8
0,6
-- 04

- 02

Rys. 1. Przyrost biomasy (m) i zmiany poziomu hydrolizy GlcapNp (¢) podczas hodowli Thermus ruber
w temp. 55°C.
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Rys. 2. Wptyw temperatury rekcji (pH 6,0) na aktywnos$¢ a-glukozydazy z Thermus ruber. Wyniki sg
$rednig z 5 oznaczen % odchylenie standardowe.

ilosci komérek bakterii i aktywnosci a-glukozydazy od czasu trwania hodowli.
Wspotczynnik korelacji pomiedzy wymienionymi zmiennymi wynosi 0,98. Sugeruje
to, ze przyrost aktywnosci enzymatycznej jest spowodowany zwiekszeniem ilosci
komoérek, a nie wzrostem ilosci wytwarzanego przez poszczegblne komorki enzy-
mu. Najwieksza wydajno$¢ biomasy komoérek T. ruber wynoszaca okoto 6 g/l cieczy
pohodowlanej uzyskano po zakoriczeniu hodowli prowadzonej w temperaturze
55°C na podiozu o skifadzie podanym w rozdziate 2.1 (14).

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze ekstrakt biatek komdrkowych
z T. ruber katalizuje hydrolize GlcapNp z aktywno$cig wynoszacg okoto 0,25 U/mg
biatka. Jednym z cetéw tej pracy byta ocena przydatnosci wymienionej a-glukozyda-
zy do zwiekszenia stopnia scukrzania skrobi podczas tacznego wykorzystania han-
dlowego preparatu glukoamylazy i wyizolowanego enzymu. a-Glukozydaza z T. ruber
osigga najwieksza aktywnos¢ w temperaturze 65°C (rys. 2), czyli podobnej jak pre-
parat enzymatyczny AMG 300L (glukoamylaza z Aspergillus niger) (17). Najbardziej
termostabilne a-glukozydazy o maksymalnej aktywnosci w temperaturze powyzej
80°C, a nawet okoto 100°C sg wytwarzane przez hipertermofilne archeony: Pyrococcus
woesei, Pyrococcus furiosus i Sulfolobus solfataricus (13,18,19). W temperaturze 50°C
a-glukozydaza z T. ruber wykazuje okoto 40% maksymalnej aktywnosci. Po prze-
kroczeniu optymalnej temperatury dziatania enzymu nastepowat dos¢ szybki spa-
dek jego aktywnosci, ktora w temp. 75°C wynosita 30% maksymalnej wartosci

(rys. 2).
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Temperatura [°C]

Rys. 3. Termostabilnos¢ a-glukozydazy z Thermus ruber inkubowanej przez 1 godz. w buforze
0 pH 6,0 (#) lub pH 7,0 (m). Wyniki sg $rednig z 5 oznaczen + odchylenie standardowe.

W badaniach termostabilnosci a-glukozydazy z T. ruber wykazano, ze po 1 godz.
inkubacji w 70°C w srodowisku buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 6,0 lub
7,0 nastepowata catkowita inaktywacja ekstraktu biatek komérkowych. Natomiast
w zakresie temperatur od 40 do 65°C badany enzym zachowywat ponad 90% aktyw-
nosci poczatkowej (rys. 3). Pod wzgledem wrazliwosci na temperature badana
a-glukozydaza jest tak samo przydatna do wytwarzania syropéw glukozowych jak
preparat AMG 300L, ktéry traci catkowicie aktywnos¢ juz po 30 min ogrzewania
w 80°C. Inkubacja enzymu w buforach o pH 6,0 lub pH 7,0 nie miala zasadniczo
wptywu na termostabilno$¢ badanego biatka. Po jednej godzinie w 65°C a-glukozy-
daza z T. ruber wykazuje wigksza termostabilno$é¢ od charakteryzujacych sie po-
dobng temperatura dziatania a-glukozydaz z Chaetomium thermophilum i Geobacillus
thermodenitrificans (20,21).

Poniewaz pod wzgledem optymalnego pH dziatania, wynoszgcego 6,0 a-gtuko-
zydaza z T. ruber tylko nieznacznie rézni sie od a-amylazy z Bacillus licheniformis
(Termamyi®) o maksymalnej aktywnosci przy pH 6,3, to mozna jg wykorzysta¢ bez
potrzeby regulacji pH pomiedzy etapami uptynniania i scukrzania skrobi (22). Za-
chowanie przez badany enzym okoto 80" aktywnosci w dos¢ szerokim zakresie pH
od 5,3-7,0 (rys. 4) stwarza tez moztiwos¢ jego wspétdziatania z rekombinowang
a-amylaza z P. woesei (23). Nie zaobserwowano takze istotnych réznic w wartosci
optymalnego pH pomiedzy a-glukozydazami wytwarzanymi przez T. ruber (pH 6,0)
i Thermus thermophilus HB-8 (pH 6,2) (24).
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Rys. 4. Wptyw pH $rodowiska reakcji na aktywno$¢ a-glukozydazy z Thermus ruber. Wyniki sg $red-
nig z 5 oznaczen % odchylenie standardowe.

Rys. 5. Zmiany aktywnosci a-glukozydazy z Thermus ruber po inkubacji w temp. 55°C przez 0,5 godz.
(=), | godz. (#) i 2 godz. (A) w buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH od 4,5 do 8,0. Wyniki sa
$rednig z 5 oznaczen + odchylenie standardowe.
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a-Glukozydaza z 7. ruber przejawia duza odporno$é¢ na zmiany kwasowosci $ro-
dowiska i po jednej godzinie inkubacji w buforach o pH w zakresie od 5,5 do 8,0 za-
chowuje prawie nie zmieniong aktywnos¢ (rys. 5). Dopiero dwugodzinna inkubacja
powoduje obnizenie aktywnosci o okoto 10% poczatkowej wartosci.

3.2. Wiasciwosci a-glukozydazy z Thermus ruber

Charakterystyczng cecha a-glukozydazy z 7. ruber jest okoto 35-krotnie wieksza
aktywnos$¢ katalizowania hydrolizy GlcapNp niz maltozy. Do grupy a-glukozydaz
o preferencyjnej aktywnosci wzgledem glikozydéw zawierajacych alkilowe lub ary-
lowe reszty aglikonu nalezy tez analogiczny enzym pochodzacy z 7. thermophilus
(24,25). Hydroliza maltotriozy zachodzita z podobng szybkoscig jak maltozy, a w przy-
padku innych maltooligosacharyddéw szybkos$¢ reakcji malata wraz ze wzrostem ma-
sy czasteczkowej substratu (tab. 1).

Tabela 1

Specyficzno$¢ substratowa a-glukozydazy z Thermus ruber

Szybkos¢ hydrolizy

Substrat (103 Uimg) Wzgledna szybko$¢ hydrolizy (%)
maltoza 1,27 + 0,01 100,0
maltotrioza 121 + 0,02 95,3
maltotetraoza 0,99 + 0,01 88,0
maltopentaoza 0,71 + 0,01 55,9
maltoheksaoza 051 = 0,01 40,2

Preedstawione wyniki sa $rednig z czterech serii oznaczeri + odchylenie standardowe.

a-Glukozydazy, w odréznieniu od glukoamylaz, charakteryzujg sie wzrastajaca
aktywnos$cig wzgledem matoczasteczkowych substratow, co sugeruje mozliwos$¢
poprawy katalizowania hydrolizy skrobi przez jednoczesne wykorzystanie gluko-
amylazy oraz a-glukozydazy. W celu sprawdzenia wspoétdziatania preparatu AMG
300L z ekstraktem biatek komorkowych 7. ruber, przeprowadzono oznaczenia
dziatania samego preparatu AMG 300L, dziatania ekstraktu biatek komorkowych
z 7. ruber oraz wspoétdziatania obu enzymoéw (rys. 6). Hydrolize \% roztworu skrobi
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,0 prowadzono przez ! godz.
w temperaturze 60°C. Parametry te stanowia wartosci $rednie pomiedzy optymalny-
mi warunkami dziatania a-glukozydazy z 7. ruber i handlowego preparatu AMG
300L. Dziatanie badanej a-glukozydazy okreslano stosujac ekstrakt biatek komaorko-
wych zageszczony przez ultrafiltracje.
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Czas [min]

Rys. 6. llo$¢ glukozy uwalnianej podczas hydrolizy 1% roztworu skrobi w obecnosci: 5,4 U/ml AMG
300 L + 4,0 U/ml zatezonego ekstraktu (¢); 9,4 U/ml AMG 300 L (a); 5,4 U/ml AMG 300L (m). Wyniki sa
$rednig z 4 oznaczeh + odchylenie standardowe.

Réwnoczesne zastosowanie handlowego preparatu glukoamylazy (5,4 U/ml) oraz
preparatu a-glukozydazy z T. ruber (4 U/ml) spowodowato juz po 15 min reakcji
wzrost ilosci wytwarzanej glukozy o okoto 19%, w poréwnaniu z dziataniem takiej
samej ilosci jednostek aktywnosci (9,4 U/ml) samej glukoamylazy (rys. 6). Po okoto
40 min procesu katalizowanego tylko glukoamylaza (9,4 U/ml) nastepowat ponadto
spadek zawartosci glukozy w mieszaninie reakcyjnej (spowodowany reakcjg rewer-
sji), ktérego nie zaobserwowano w przypadku stosowania analogicznej ilosci jedno-
stek (9,4 U/ml) mieszaniny glukoamylazy i a-glukozydazy. Swiadczy to o mozliwosci
wykorzystania a-glukozydazy z T. ruber w celu zwiekszenia wydajnosci scukrzania
syropéw skrobiowych.

3-3. Wplyw cukréw prostych i ztozonych na aktywnos$¢ a-glukozydazy

Niektore cukry podobne strukturalnie do substratu mogg dziata¢ jako kompety-
tywne inhibitory a-glukozydaz, wigzac sie odwracalnie z centrum katalitycznym en-
zymu i blokujac jego dostep dla czgsteczek GlcapNp. Najwiekszy wpltyw na aktyw-
nos¢ hydrolizy tego substratu wywiera glukoza powodujaca przy 50 mM stezeniu
zmniejszenie aktywnosci a-glukozydazy z T. ruber o 70% aktywnos$ci préby kontrol-
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nej nie zawierajgcej wymienionego cukru. Podobnie, jak badany enzym, a-glukozy-
dazy z Thermoanaerobium Tok6-Bl i T. thermophilus tracag przy 50 mM stezeniu gluko-
zy odpowiednio 70 i 67% aktywnosci préby kontrolnej (26,27). Stabsze oddziatywa-
nie inaktywujace na badang a-glukozydaze wywiera takze ksyloza i galaktoza.
W niektérych przypadkach zmniejszenie aktywnosci a-glukozydazy nastepujace do-
piero przy wyzszych stezeniach cukréw moze by¢ spowodowane nasilajgcym sie
tworzeniem wigzan wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi cukréw a po-
larnymi ugrupowaniami biatek, co powoduje zmiany struktur wodnych otaczajgcych
czasteczki enzymu. Maltoza powoduje natomiast niewielkg aktywacje badanego en-
zymu (tab. 2). Fruktoza, sacharoza, laktoza i trehaloza nie zmieniajg istotnie aktyw-
nosci a-glukozydazy z T. ruber. Mozna to ttumaczy¢ tatwiejszym wigzaniem czaste-
czek enzymu z GlcapNp niz ze wspomnianymi cukrami podczas tworzenia aktywne-
go kompleksu.

Tabela 2
Wplyw réinych cukréw na xmiany aktywnosci a-glukozydazy z Thermus ruber
Aktywnos¢ wzgledna (%] przy stezeniu cukru
Cukier
10 mM 20 mM 50 mM
glukoza 55,0 = 0,78 445 + 10 30,3 = 057
galaktoza 90,5 + 0,89 88,1 + 0,66 843 + 12
fruktoza 97,5 = 0,39 941 + 0,78 93,0 = 0,59
ksyloza 955 + 0,39 86,2 + 0,63 76,3 + 0,77
sacharoza 97,8 + 0,36 97,2 £ 15 97,3 £ 0,86
laktoza 99,7 = 11 975 + 11 955 + 0,71
trehaloza 102,7 + 0,81 99,9 + 11 982 = 12
maltoza 107,9 = 0,59 112,1 + 0,66 1139 + 0,78

Wyniki sa $rednig z 4 oznaczen % odchylenie standardowe.

3. Podsumowanie

Termofilna bakteria T. ruber moze byé przydatna jako Zrodio termostabilnej
a-glukozydazy m.in. ze wzgledu na satysfakcjonujgca wydajnos¢ biomasy wyno-
szgcg okoto 6 g/l pozywki i mozliwos¢ hodowli drobnoustroju w tlenowych warun-
kach na nieskomplikowanych i mato kosztownych podtozach zawierajacych ekstrakt
drozdzowy i pepton K. a-Glukozydaza ma najwiekszg aktywnos$¢ przy kwasowosci
srodowiska zblizonej do optymalnych warunkéw dziatania preparatow termostabil-
nych a-amylaz stosowanych powszechnie do uptynniania skrobi. Dzieki zastosowa-
niu mieszaniny handlowego preparatu AMG 300L oraz a-glukozydazy z T. ruber uzy-
skuje sie wieksza szybkos¢ scukrzania, w pordwnaniu z dziataniem takiej samej ilo-
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§ci jednostek aktywnosci samej glukoamylazy, podczas ktdrego przy wiekszym ste-
zeniu produktu szybkos$¢ scukrzania malata spowodowana reakcjg rewersji, jedno-
czesne zastosowanie tych enzymow stwarza zatem mozliwos¢ poprawy wydajnosci
scukrzania syropéw skrobiowych.

Literatura

© 0o~

11

12
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

21

22
23.
24.
25.
26.
27.

146

Krasikov V. V., Karelov D. V., Firsov L. M., (2001), Biochemistry, 66, 267-281.

Kennedy J. F., Cabalda V. M., White C. A., (1988), TIBTECH, 6, 184-189.

Loginova L. G., Egorova L. A., Golovacheva R. S., Seregina L. M., (1984), Int.J. System. Bacteriol., 34,
498-499.

Loginova L. G., Bogdanova T. |, (1977), Mikrobiologiia, 46, 342-345.

Shadrina 1. A., Moshkovtseva A. V., Kostrikina N. A., Loginova L. G., Bogdanova T. 1., (1982), Mikro-
biologia, 51, 611-615.

Pires A. L., Albuquerque L., Tiago 1, Nobre M. F., Empadinhas N., Ven'ssimo A., Da Costa M. S.,
(2005), FEMS Microbiol. Lett., 245, 39-45.

Nobre M. F., Triiper FIl. G., Da Costa M. S., (1996), Int. J. Syst. Bacteriol., 46, 604-606.

Sharp R. J., Williams R. A. D., (1988), Appl. Environ. Microbiol., 54, 2049-2053.

Tenreiro S., Nobre M. F., Da Costa M. S., (1995), Int. J. Syst. Bacteriol., 45, 633-639.

Chung A. P., Rainey F., Nobre M. F., BurghardtJ., Da Costa M. S., (1997), Int. j. Syst. Bacteriol., 47,
1225-1230.

Sinkiewicz 1, Synowiecki J., (2008), Biotechnologia, 1(80), 168-176.

Bradford M. M., (1976), Anal. Blochem., 72, 248-254.

Constantino H. R., Brown S. Fl., Kely R. M., (1990), J. Bacteriol., 172, 3654-3660.

Sinkiewicz 1., (2008), Uzytecznos¢ niektérych enzyméw bakterii Thermus ruber w przetworstwie sachary-
déw zywnosci, rozprawa doktorska, Politechnika Gdanska, Gdansk.

Huggett A. S. C., Nixon D. A, (1955), Blochem. J., 66, 12-19.

Sonnieitner B., Cometta S., Fiechter A., (1981), Eur. J. Appl. Microbiol. BiotechnoL, 15, 75-82.
James J. A, Lee B. H., (1997), j. Food Blochem., 21, 1-52.

Rolfsmeier M., Blum P., (1995), j. Bacteriol., 177, 482-485.

Vieille C., Zeikus G. J., (2001), Microbiol. Molecular Biol. Rev., 65(1), 1-43.

Ezeji T. C., Bahl Fl, (2006), j. BiotechnoL, 125, 27-38.

Giannesi G. C., Polizei M. T., Terenzi Fl. F.,Jorgej. A., (2006), Process Biochem., 41,1729-1735.
Crabb W. D., ShettyJ. K, (1999), Curr. Opin. Microbiol., 2, 252-256.

Grzybowska B., Szweda P., Synowiecki J., (2004), Mol. BiotechnoL, 26, 101-109.

Zdziebto A., Synowiecki J., (2002), Food Chem., 79, 485-491.

Wimmer B., Lottspeich F., Ritter J., Bronnenmeier K., (1997), Biochem. J., 328, 581-586.

Plant A. R., Parratt S., Daniel R. M., Morgan H. W., (1988), Biochem. J., 255, 865-868.

Zdziebto A., (2005), Bakteria Thermus thermophilus HB8 jako zrédio enzymdw uzytecznych w przetwor-
stwie sacharydow, rozprawa doktorska. Politechnika Gdanska, Gdansk.

PRACE EKSPERYMENTALNE



