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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. Wstęp

a-Glukozydazy są grupą enzymów oddzielających reszty glu- 
kozylowe poprzez rozszczepienie wiązań a-l ,4-glikozydowych 
lub z mniejszą aktywnością a-l ,6-glikozydowych od strony nie- 
redukującego końca cząsteczek disacharydów, oligosacharydów 
lub niekiedy polisacharydów. Enzymy te w przeciwieństwie do
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glukoamylaz charakteryzują się wzrastającą aktywnością względem małocząstecz- 
kowych substratów oraz zdolnością hydrolizowania maltozy, sacharozy i innych di- 
sacharydów. Aktywność glukoamylaz jest natomiast największa względem polisa
charydów i dość szybko maleje w miarę zmniejszania się masy cząsteczkowej sub- 
stratu (1).

Skutkiem tego jest spowolnienie przebiegu zaawansowanego scukrzania skrobi 
przeprowadzanego w celu uzyskania syropów glukozowych. Nagromadzeniu się 
malocząsteczkowych oligosacharydów mato wydajnie hydrolizowanych przez glu- 
koamylazę można ewentualnie zapobiec wprowadzając do środowiska reakcji 
a-glukozydazę. Warunkiem synergistycznego oddziaływania obu enzymów jest jed
nak podobieństwo ich optymalnych warunków działania. a-Glukozydazy wspoma
gające działanie powszechnie stosowanych glukoamylaz powinny zatem wykazywać 
największą aktywność w temperaturze około 60°C przy pH 4,5 (2).

Jednym ze źródeł takiego enzymu może być termofilna bakteria Thermus ruber. 
jest ona gramujemnym, nie wytwarzającym endospor tlenowcem, którego komórki 
mają postać pałeczek o długości 3-6 pm i szerokości 0,5-0,8 pm. Kolonie tej bakterii 
charakteryzują się różową barwą pochodzącą od karotenoidów pełniących funkcję 
fotoprotektorów (3). Podobnie jak inne szczepy z rodzaju Thermus nie wytwarzają 
przetrwałników, jak też wici. Ich zewnętrzna warstwa ściany komórkowej ma struk
turę falistą spowodowaną licznymi wgłębieniami (4). W centralnej części komórki 
tego termofila znajduje się duży nukleoid, zaś mezosomy z aktywnie działającą de
hydrogenazą i ciałka tłuszczowe są w częściach peryferyjnych. Ściana komórkowa 
składa się z zewnętrznej błony i sztywnej warstwy peptydoglikanu. Błona zewnętrz
na umożliwia kontakt między zewnętrznymi i wewnętrznymi warstwami ściany ko
mórki dzięki obecności w niej nieregularnych wgłębień (5).

Gatunek Thermus ruber, podobnie jak Thermus silvanus i Thermus chliarophilus, był 
do tej pory zaliczany do rodzaju Thermus. Badania filogenetyczne 16S rRNA, jak rów
nież analiza profilu polarnych lipidów i składu hydroksykwasów tłuszczowych przy
czyniły się do wyodrębnienia nowego rodzaju Meiothermus (6). Pomiędzy poszcze
gólnymi gatunkami rodzaju Meiothermus podobieństwo sekwencji 16S rRNA prze
kracza 88%, zaś między rodzajami Thermus i Meiothermus jest mniejsze od 88%. Za
kres temperatur rozwoju bakterii rodzaju Meiothermus mieści się 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 największy przyrost biomasy uzyskiwano w 55°C 
przy pH 8,0.

Bakterie T. ruber wyizolowano z gorących źródeł (od 50 do 65°C, pH 6,5-7,3) 
Kamczatki (4). Szczepy znalezione na terenach Islandii charakteryzują się różo
wym zabarwieniem (8). 7. ruber rozwija się w warunkach tlenowych, lecz dwa zi
dentyfikowane szczepy mogą rosnąć w warunkach beztlenowych w obecności azo
tanów (V). Szczepy te prawdopodobnie wytwarzają reduktazę azotanów, która 
umożliwia im wykorzystanie azotanów (V) jako akceptora elektronów (9). Charak
teryzują się one wrażliwością na kanamycynę i antybiotyki P-laktamowe. Bakterie
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T. ruber wykorzystują Jako źródło węgla węglowodany (fruktoza maltoza manno- 
za, sacharoza), sole kwasów karboksylowych i alkohole (8). Większość szczepów 
tego gatunku ma zdolność hydrolizy elastyny, fibryny, żelatyny oraz rozkładu ar- 
butyny, eskuliny, p-nitrofenylo-a-glukopiranozydu (GlcapNp) i p-nitrofenylo-p-glu- 
kopiranozydu (GlcPpNp), Przyswajają D-celobiozę, D-ksylozę, D-trehalozę, D-man- 
nitol, D-sorbitol, maltozę, laktozę, sacharozę. L-asparaginę, L-glutaminian, L-sery- 
nę. L-prolinę i L-argininę. Bakterie te przejawiają aktywność katalazy, a-galaktozy- 
dazy i syntazy trehalozy oraz mają zdolność utleniania tiosiarczanu do siarczanu 
(VI) (10,11). W przeprowadzonych badaniach wykazano, że ekstrakt białek komór
kowych tego drobnoustroju katalizuje hydrolizę maltozy oraz GlcapNp. W przed
stawionych wynikach badań wskazuje się, że mało dotychczas zbadana termofilna 
bakteria T. ruber może być też źródłem a-glukozydazy użytecznej do wytwarzania 
syropów glukozowych.

2. Materiały i metody

2.1. Szczep i hodowla mikroorganizmu

Szczep T. ruber (DSM 1279) ożywiano zgodnie z procedurą zalecaną przez pro
ducenta, zawieszając liofilizowane komórki bakterii w 1 ml podłoża zawierającego: 
0,5% peptonu, 0,1% wyciągu drożdżowego, 0,1% skrobi oraz wodę. Tak przygoto
waną zawiesinę przenoszono następnie do 5 ml podłoża o takim samym składzie 
i inkubowano przez 3-5 dni w temperaturze 55°C. Porcje podłoża (pH 8,0) o objęto
ści 1000 ml umieszczano w kolbach Erlenmayera o pojemności 2000 ml, sterylizo
wano w temperaturze 121°C przez 30 min i zaszczepiano. Hodowlę drobnoustroju 
prowadzono przez 48 godz. bez dodatkowego napowietrzania w termostatowanej 
wstrząsarce typu ECOTRON w temperaturze 55°C z szybkością wstrząsania 160 cy
kli/min. Biomasę komórek odwirowywano przez 15 min (9000xg), zamrażano 
i przechowywano w -18°C przez okres nie przekraczający trzech dni.

2.2. Ekstrakcja białek komórkowych

Do 10 g zamrożonej biomasy dodawano 20 g Aluminy A-5 (Sigma, St. Louis, MO, 
USA) i rozcierano przez 15 min w moździerzu (4°C) wprowadzając stopniowo 70 ml 
0,01 M buforu fosforanowego (pH 6,0) zawierającego w 1 litrze 1 mmol ditiotreitolu 
(DTT) i 1 mmol MgS04. Otrzymaną zawiesinę wirowano przez 15 min (9000 Xg) 
i w uzyskanym supernatancie oznaczano zawartość białka metodą Bradford (12) 
oraz aktywność a-glukozydazy. Ten sposób izolacji powoduje stratę około 22% 
a-glukozydazy wytwarzanej podczas hodowli T. ruber, która znajduje się w odwiro
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wanej pozostałości komórek. Zastosowanie ultradźwięków nie miało znaczącego 
wpływu na poprawę wydajności a-glukozydazy (wyniki nie pubłikowane).

2.3. Oznaczanie aktywności a-glukozydazy względem />-nitrofenylo-p-głukopi- 
ranozydu

Aktywność a-glukozydazy oznaczano metodą Constantino i wsp. (13), polega
jącą na oznaczaniu p-nitrofenołu uwolnionego podczas hydrolizy roztworu GłcapNp 
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym. W porównaniu ze standardową pro
cedurą stężenie GlcapNp obniżono do 5 mM, było to możliwe, bo stężenia substra- 
tu przekraczające 1,5 mM nie powodowały zwiększenia szybkości reakcji (14). Do 
przygotowania roztworu GlcapNp stosowano bufor fosforanowo-cytrynianowy o pH 6,0, 
przy którym a-glukozydaza z 7. ruber ma największą aktywność (rozdz. 2.5). W celu 
wykonania oznaczenia do probówek zawierających 2,5 ml wstępnie ogrzanego do 
65°C substratu dodawano 0,5 ml ekstraktu białek komórkowych (otrzymano wg pro
cedury podanej w rozdz. 2.2.). Po upływie 5 min reakcję przerywano dodając 1 ml
1 M roztworu Na2C03 i mierzono absorpcję (A405) względem analogicznie ogrzewa
nej próby odniesienia, zawierającej zamiast roztworu enzymu 0,5 ml buforu fosfora- 
nowo-cytrynianowego o pH 6,0. Stężenie uwolnionego p-nitrofenolu obliczano sto
sując jego molowy współczynnik absorpcji wynoszący 16,86 x 10^ M*^. Jako jednost
kę aktywności (U) przyjęto ilość enzymu hydrolizującą w ciągu jednej minuty 1 pmol 
substratu w temperaturze 65°C przy pH 6,0.

Oznaczenia zmian aktywności a-glukozydazy podczas hodowli 7. ruber przepro
wadzano bez izolacji enzymu z komórek. W celu zwiększenia przepuszczalności 
błony 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 pl chloroformu 
i 10 pl 1% roztworu SDS. Zawartość probówek dokładnie mieszano przez 30 s (Vor
tex) i ogrzewano 60 min w 65°C. Następnie dodawano 0,4 ml 5 mM roztworu 
GlcapNp w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 6,0). Po upływie 10 min 
reakcję zatrzymywano dodając 1 ml 1 M roztworu Na2C03. Komórki odwirowywano 
(9000 xg, 5 min) i mierzono absorpcję supernatantu (A405) względem analogicznie 
przygotowanej i ogrzewanej próby odniesienia zawierającej zamiast zawiesiny ko
mórek 0,5 ml czystego podłoża, jako jednostkę aktywności (U) przyjęto ilość enzy
mu, wykazywaną przez 1 ml zawiesiny komórek, hydrolizującą w ciągu jednej minu
ty 1 pmol substratu w temperaturze 65°C przy pH 6,0.
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2.4. Oznaczenie aktywności a-glukozydazy względem disacharydów i oligosa- 
charydów

Ilość glukozy uwolnionej podczas hydrolizy różnych oligosacharydów lub disa
charydów określano metodą Huggeta i Nixona (15), stosując odczynnik A zawie
rający 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 
objętości 100 ml. Prowadzoną w 65°C hydrolizę inicjowano dodając 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 upływie określonego czasu reakcję zatrzymywano przez ozię
bienie próbek w wodzie z lodem. Analogicznie ogrzewano próby odniesienia zawie
rające 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
stępnie po ich oziębieniu mierzono absorpcję przy długości fali 415 nm względem 
analogicznie przygotowanych próbek odniesienia. Stężenie glukozy (fimol/ml) obli
czano z równania regresji krzywej wzorcowej wyznaczonej w zakresie stężeń gluko
zy do 0,125 pmol/ml. Jako jednostkę aktywności (U) przyjęto ilość enzymu, która 
w czasie 1 min uwalnia z substratu w warunkach reakcji 1 pmol glukozy, Do oblicze
nia aktywności specyficznej zawartość białek oznaczano metodą Bradford (12).

2.5. Warunki działania i badanie wpływu temperatury i pH na stabilność enzymu

Zależność aktywności a-glukozydazy od pH reakcji oznaczano w 65°C stosując 
5 mM roztwory GlcapNp w 0,1 M buforach fosforanowo-cytiynianowych o pH od 5,0 
do 8,0. Wpływ temperatury na aktywność enzymu określano, stosując roztwór sub
stratu o pH 6,0 i zmieniając temperaturę reakcji w zakresie od 50 do 85°C. Termosta- 
bilność a-glukozydazy określano mierząc spadek aktywności 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 aktywności en
zymu dokonywano według procedury podanej w rozdziale 2.3, Badając wpływ pH na 
stabilność 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 następnie oznaczano stopień hydrolizy GlcapNp (wg 2.3).

2.6. Wpływ niektórych węglowodanów na aktywność a-glukozydazy

Badanie wpływu niektórych cukrów konkurujących z GlcapNp o centrum katali
tyczne a-glukozydazy z T. ruber przeprowadzano wprowadzając do substratu, przygo
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towanego według procedury podanej w rozdziale 2.3, glukozę, galaktozę, fruktozę, 
ksylozę, laktozę, maltozę, sacharozę lub trehalozę w ilości niezbędnej do uzyskania 
w środowisku reakcji określonych stężeń wymienionych cukrów. Oznaczenia aktyw
ności przeprowadzano według procedury podanej w rozdziale 2.3 mierząc absorpcję 
względem prób odniesienia, do których zamiast roztworu enzymu wprowadzono rów
noważną objętość roztworu cukru o danym stężeniu w 0,1 M buforze fosforanowo-cy- 
trynianowym o pH 6,0. Zmiany aktywności określano jako procent aktywności analo
gicznie badanych prób kontrolnych, do których nie wprowadzono węglowodanów.

3. Omówienie wyników

3.1. Warunki działania i termostabilność a-glukozydazy z Thermus ruher

Termofilna bakteria 7. ruber charakteryzuje się umiarkowaną szybkością rozwoju 
i podobnie jak w przypadku innych gatunków należących do rodzaju Thermus (16), 
czas trwania fazy wykładniczego wzrostu wynosi około 24-30 godz., podczas, której 
ODsoo wzrasta do wartości 1,2. Na rysunku 1 przedstawiono zależność przyrostu

1.4

1,2

1

0.8

0,6

- - 0,4

- - 0.2

Rys. 1. Przyrost biomasy (■) i zmiany poziomu hydrolizy GIcapNp (♦) podczas hodowli Thermus ruber 
w temp. 55°C.
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Rys. 2. Wpływ temperatury rekcji (pH 6,0) na aktywność a-glukozydazy z Thermus ruber. Wyniki są 
średnią z 5 oznaczeń ± odchylenie standardowe.

ilości komórek bakterii i aktywności a-glukozydazy od czasu trwania hodowli. 
Współczynnik korelacji pomiędzy wymienionymi zmiennymi wynosi 0,98. Sugeruje 
to, że przyrost aktywności enzymatycznej jest spowodowany zwiększeniem ilości 
komórek, a nie wzrostem ilości wytwarzanego przez poszczególne komórki enzy
mu. Największą wydajność biomasy komórek T. ruber wynoszącą około 6 g/l cieczy 
pohodowlanej uzyskano po zakończeniu hodowli prowadzonej w temperaturze 
55°C na podłożu o składzie podanym w rozdziałe 2.1 (14).

W przeprowadzonych badaniach wykazano, że ekstrakt białek komórkowych 
z T. ruber katalizuje hydrolizę GlcapNp z aktywnością wynoszącą około 0,25 U/mg 
białka. Jednym z cełów tej pracy była ocena przydatności wymienionej a-glukozyda
zy do zwiększenia stopnia scukrzania skrobi podczas łącznego wykorzystania han
dlowego preparatu glukoamylazy i wyizolowanego enzymu. a-Glukozydaza z T. ruber 
osiąga największą aktywność 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 aktywności w temperaturze powyżej 
80°C, a nawet około 100°C są wytwarzane przez hipertermofilne archeony: Pyrococcus 
woesei, Pyrococcus furiosus i Sulfolobus solfataricus (13,18,19). W temperaturze 50°C 
a-glukozydaza z T. ruber wykazuje około 40% maksymalnej aktywności. Po prze
kroczeniu optymalnej temperatury działania enzymu następował dość szybki spa
dek jego aktywności, która w temp. 75°C wynosiła 30% maksymalnej wartości 
(rys. 2).
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Temperatura [°C]

Rys. 3. Termostabilność a-glukozydazy z Thermus ruber inkubowanej przez 1 godz. w buforze 
o pH 6,0 (♦) lub pH 7,0 (■). Wyniki są średnią z 5 oznaczeń ± odchylenie standardowe.

W badaniach termostabilności a-glukozydazy z T. ruber wykazano, że po 1 godz. 
inkubacji w 70°C w środowisku buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 6,0 lub 
7,0 następowała całkowita inaktywacja ekstraktu białek komórkowych. Natomiast 
w zakresie temperatur od 40 do 65°C badany enzym zachowywał ponad 90% aktyw
ności początkowej (rys. 3). Pod względem wrażliwości na temperaturę badana 
a-glukozydaza jest tak samo przydatna do wytwarzania syropów glukozowych jak 
preparat AMG 300L, który traci całkowicie aktywność już po 30 min ogrzewania 
w 80°C. Inkubacja enzymu w buforach o pH 6,0 lub pH 7,0 nie miała zasadniczo 
wpływu na termostabilność badanego białka. Po jednej godzinie w 65°C a-glukozy
daza z T. ruber wykazuje większą termostabilność od charakteryzujących się po
dobną temperaturą działania a-glukozydaz z Chaetomium thermophilum i Geobacillus 
thermodenitrificans (20,21).

Ponieważ pod względem optymalnego pH działania, wynoszącego 6,0 a-głuko- 
zydaza z T. ruber tylko nieznacznie różni się od a-amylazy z Bacillus licheniformis 
(Termamył®) o maksymalnej aktywności przy pH 6,3, to można ją wykorzystać bez 
potrzeby regulacji pH pomiędzy etapami upłynniania i scukrzania skrobi (22). Za
chowanie przez badany enzym około 80^ aktywności w dość szerokim zakresie pH 
od 5,3-7,0 (rys. 4) stwarza też możłiwość jego współdziałania z rekombinowaną 
a-amylazą z P. woesei (23). Nie zaobserwowano także istotnych różnic w wartości 
optymalnego pH pomiędzy a-glukozydazami wytwarzanymi przez T. ruber (pH 6,0) 
i Thermus thermophilus HB-8 (pH 6,2) (24).
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Rys. 4. Wpływ pH środowiska reakcji na aktywność a-glukozydazy z Thermus ruber. Wyniki są śred
nią z 5 oznaczeń ± odchylenie standardowe.

Rys. 5. Zmiany aktywności a-glukozydazy z Thermus ruber po inkubacji w temp. 55°C przez 0,5 godz. 
(•), 1 godz. (♦) i 2 godz. (A) w buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH od 4,5 do 8,0. Wyniki są 
średnią z 5 oznaczeń ± odchylenie standardowe.
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a-Glukozydaza z 7. ruber przejawia dużą odporność na zmiany kwasowości śro
dowiska i po jednej godzinie inkubacji w buforach o pH w zakresie od 5,5 do 8,0 za
chowuje prawie nie zmienioną aktywność (rys. 5). Dopiero dwugodzinna inkubacja 
powoduje obniżenie aktywności o około 10°ó początkowej wartości.

3.2. Właściwości a-glukozydazy z Thermus ruber

Charakterystyczną cechą a-glukozydazy z 7. ruber jest około 35-krotnie większa 
aktywność katalizowania hydrolizy GlcapNp niż maltozy. Do grupy a-glukozydaz 
o preferencyjnej aktywności względem glikozydów zawierających alkilowe lub ary- 
lowe reszty aglikonu należy też analogiczny enzym pochodzący z 7. thermophilus 
(24,25). Hydroliza maltotriozy zachodziła z podobną szybkością jak maltozy, a w przy
padku innych maltooligosacharydów szybkość reakcji malała wraz ze wzrostem ma
sy cząsteczkowej substratu (tab. 1).

Tabela 1

Specyficzność substratowa a-glukozydazy z Thermus ruber

Substrat Szybkość hydrolizy 
(10-3 U/mg) Względna szybkość 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

Preedstawione wyniki są średnią z czterech serii oznaczeń ± odchylenie standardowe.

a-Glukozydazy, w odróżnieniu od glukoamylaz, charakteryzują się wzrastającą 
aktywnością względem małocząsteczkowych substratów, co sugeruje możliwość 
poprawy katalizowania hydrolizy skrobi przez jednoczesne wykorzystanie gluko- 
amylazy oraz a-glukozydazy. W celu sprawdzenia współdziałania preparatu AMG 
300L z ekstraktem białek komórkowych 7. ruber, przeprowadzono oznaczenia 
działania samego preparatu AMG 300L, działania ekstraktu białek komórkowych 
z 7. ruber oraz współdziałania obu enzymów (rys. 6). Hydrolizę \% roztworu skrobi 
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,0 prowadzono przez 1 godz. 
w temperaturze 60°C. Parametry te stanowią wartości średnie pomiędzy optymalny
mi warunkami działania a-glukozydazy z 7. ruber i handlowego preparatu AMG 
300L. Działanie badanej a-glukozydazy określano stosując ekstrakt białek komórko
wych zagęszczony przez ultrafiltrację.
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Czas [min]

Rys. 6. Ilość glukozy uwalnianej podczas hydrolizy 1% roztworu skrobi w obecności: 5,4 U/ml AMG 
300 L + 4,0 U/ml zatężonego ekstraktu (♦); 9,4 U/ml AMG 300 L (▲); 5,4 U/ml AMG 300L (■). Wyniki są 
średnią z 4 oznaczeń ± odchylenie standardowe.

Równoczesne zastosowanie handlowego preparatu glukoamylazy (5,4 U/ml) oraz 
preparatu a-glukozydazy z T. ruber (4 U/ml) spowodowało już po 15 min reakcji 
wzrost ilości wytwarzanej glukozy o około 19%, w porównaniu z działaniem takiej 
samej ilości jednostek aktywności (9,4 U/ml) samej glukoamylazy (rys. 6). Po około 
40 min procesu katalizowanego tylko glukoamylazą (9,4 U/ml) następował ponadto 
spadek zawartości glukozy w mieszaninie reakcyjnej (spowodowany reakcją rewer
sji), którego nie zaobserwowano w przypadku stosowania analogicznej ilości jedno
stek (9,4 U/ml) mieszaniny glukoamylazy i a-glukozydazy. Świadczy to o możliwości 
wykorzystania a-glukozydazy z T. ruber w celu zwiększenia wydajności scukrzania 
syropów skrobiowych.

3-3. Wpływ cukrów prostych i złożonych na aktywność a-glukozydazy

Niektóre cukry podobne strukturalnie do substratu mogą działać jako kompety- 
tywne inhibitory a-glukozydaz, wiążąc się odwracalnie z centrum katalitycznym en
zymu i blokując jego dostęp dla cząsteczek GlcapNp. Największy wpływ na aktyw
ność hydrolizy tego substratu wywiera glukoza powodująca przy 50 mM stężeniu 
zmniejszenie aktywności a-glukozydazy z T. ruber o 70% aktywności próby kontrol
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nej nie zawierającej wymienionego cukru. Podobnie, jak badany enzym, a-glukozy- 
dazy z Thermoanaerobium Tok6-Bl i T. thermophilus tracą przy 50 mM stężeniu gluko
zy odpowiednio 70 i 67% aktywności próby kontrolnej (26,27). Słabsze oddziaływa
nie inaktywujące na badaną a-glukozydazę wywiera także ksyloza i galaktoza. 
W niektórych przypadkach zmniejszenie aktywności a-glukozydazy następujące do
piero przy wyższych stężeniach cukrów może być spowodowane nasilającym się 
tworzeniem wiązań wodorowych pomiędzy grupami hydroksylowymi cukrów a po
larnymi ugrupowaniami białek, co powoduje zmiany struktur wodnych otaczających 
cząsteczki enzymu. Maltoza powoduje natomiast niewielką aktywację badanego en
zymu (tab. 2). Fruktoza, sacharoza, laktoza i trehaloza nie zmieniają istotnie aktyw
ności a-glukozydazy z T. ruber. Można to tłumaczyć łatwiejszym wiązaniem cząste
czek enzymu z GlcapNp niż ze wspomnianymi cukrami podczas tworzenia aktywne
go kompleksu.

Tabela 2

Wpływ róinych cukrów na xmiany aktywności a-glukozydazy z Thermus ruber

Cukier
Aktywność względna (%] przy stężeniu 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 są średnią z 4 oznaczeń ± odchylenie standardowe.

3. Podsumowanie

Termofilna bakteria T. ruber może być przydatna jako źródło termostabilnej 
a-glukozydazy m.in. ze względu na satysfakcjonującą wydajność biomasy wyno
szącą około 6 g/l pożywki i możliwość hodowli drobnoustroju w tlenowych warun
kach na nieskomplikowanych i mało kosztownych podłożach zawierających ekstrakt 
drożdżowy i pepton K. a-Glukozydaza ma największą aktywność przy kwasowości 
środowiska zbliżonej do optymalnych warunków działania preparatów termostabil- 
nych a-amylaz stosowanych powszechnie do upłynniania skrobi. Dzięki zastosowa
niu mieszaniny handlowego preparatu AMG 300L oraz a-glukozydazy z T. ruber uzy
skuje się większą szybkość scukrzania, w porównaniu z działaniem takiej samej ilo
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ści jednostek aktywności samej glukoamylazy, podczas którego przy większym stę
żeniu produktu szybkość scukrzania malała spowodowana reakcją rewersji, jedno
czesne zastosowanie tych enzymów stwarza zatem możliwość poprawy wydajności 
scukrzania syropów skrobiowych.
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