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1. Wstep

ikroorganizmy rozwijajace sie w temperaturach dochodzgcych nawet do

100°C sg ostatnio tematem wielu badan zmierzajacych do wyjasnienia
przyczyn termostabilnosci oraz okreslenia mozliwosci praktycznego wykorzy-
stania tego zjawiska. Termofile wytwarzajg m.in. aktywne w ekstremalnych
warunkach enzymy stwarzajgce nowe mozliwosci zastosowann w procesach
technologicznych, w ktérych ich mato odporne analogi zawodzag. Aktualnie ter-
mostabilne enzymy majg stosunkowo niewiele zastosowan, co wynika m.in.
z niepelnej jeszcze wiedzy o ich wilasciwosciach, jak tez z trudnosci prowa-
dzenia hodowli termofili w duzej skali. Intensywne badania w tym zakresie
sa jednak prowadzone w wielu krajach w tym w Stanach Zjednoczonych, Niem-
czech i Japonii.

2. Zr6dta termostabilnych enzymow

Termostabilne enzymy sa wytwarzane zaréwno przez termofile umiarko-
wane rozwijajace sie, np. w fermentujacym komposcie, kiszonkach i innych
Srodowiskach o podwyzszonej temperaturze, jak tez przez zyjagce w gorgcych
zrodtach i wulkanicznych obszarach dna oceandw termofile skrajne rosnagce
w temperaturze 65-80°C oraz hipertermofile o optymalnej temperaturze roz-
woju przekraczajgcej 80°C. Jedna z najwyzszych optymalnych temperatur
rozwoju (113°C) przejawiaja kolonie Pyrolobus fumaris rosngce pod zwiekszo-
nym cisnieniem jeszcze w 120°C (1). Niektore glebinowe termofitle przez}rwajg
kréotki czas nawet w 250°C (2). Przetrwanie szoku termicznego umoziiwia
indukowana obecnoscig zdenaturowanych biatek synteza chaperonin i spe-
cyficznej proteazy hydrolizujgcej zdenaturowane biatka. Po utworzeniu kom-
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pleksu z uszkodzonymi biatkami czynniki te odtwarzajg ich rodzimg konfor-
macje lub hydrolizujg biatka w przypadku zbyt duzych zmian denaturacyj-
nych (3). Wedtlug istniejageyeh hipotez przyczyng cieptoopomosci bakterii ter-
mofilnych jest tez: duza termostabilnos¢ bialek i kwasoéw nukleinowych,
szybka resynteza zdenaturowanych termicznie makroczasteezek oraz inna
budowa btony cytoplazmatycznej, ktérej lipidy zawierajg rozgatezione diugo-
tancuchowe, nasycone kwasy tluszczowe lub sg zastgpione — u archebak-
terii — eterami glicerolowymi izoprenoidéw alkilowych (4). W niektérych ba-
daniach wskazuje sie na duzy wplyw cieploopomosei btony eytoplazmatyez-
nej i innych membran komdérkowyeh na maksymalng temperature wzrostu
mikroorganizmow. Eubakterie Themnus thermophilus rozwijajgee sie do tem-
peratury 85°C zawierajg kwasy nukleinowe i enzymy nie ulegajgace jeszcze
w tych warunkach cieplnej denaturacji. Zaobserwowano natomiast zmiany
fizykochemiezne bton lipidowo-biatkowych (5).

Termofile wystepuja wsréd eubakterii oraz archebakterii metanogennyeh,
halofilnyeh i termokwasolubnych. W grupie termofilnyeh drobnoustrojéw
znajduja sie zaréwno litotrofy jak i heterotrofy oraz tlenowee i beztlenowee.
Hipertermofile nalezg najezeseiej do archebakterii, ktére ogdlnie okreslane sg
mianem ekstermofili. Mozliwos¢ hodowli bakterii w skali wystarezajacej do
produkcji enymow zalezy od: wrazliwosci na tlen, metabolizmu bakterii i zwia-
zanego z tym skiladu podtoza oraz od toksyeznosci i oddziatywania korozyjnego
wydzielanyeh produktéw. Tylko niektére hipertermofile sg tlenowcami, ale
dwa z nieh: Pyrobaculum aerophilum i Aquifex pyrophilus rozwijajg sie najle-
piej przy stezeniu tlenu nie przkraezajagcym 1% (6). W naturalnym Srodowisku
rozwoju hipertermofile asymiluja gtdwnie siarke elementarng, siarczki, siar-
czyny i siarczany, wodor, tiosiarczany oraz tlenek wegla, wydalajac niekiedy
toksyezne lub silnie korodujgce metabolity, jak np. siarkowodér lub wytwa-
rzany przez SulfolobiLS solfatancus kwas siarkowy (7). Wiekszos$¢ heterotro-
powych termofili moze jednak przyswaja¢ biatka, a niektdre z nieh réwniez
weglowodany. Wytwarzajgee enzymy aktywne do temperatury okoto 120°C ar-
chebakterie Pyrococcus furiosiis dobrze rozwijaja sie na podtozach zawieraja-
cych ekstrakt drozdzowy, pepton, kazeine i skrobie lub maltoze, produkujae
kwas octowy, wodoér i dwutlenek wegla (8). W przypadku wystepowania w pod-
tozu siarki elementarnej, zamiast wodoru wytwarzany jest siarkowodor. Zwie-
ksza to prawie dwukrotnie wydajnos¢ biomasy wskutek wyeliminowania ze
Srodowiska wodoru dzialajgcego jako inhibitor wzrostu tych bakterii (8).

Wytwarzanie niepozadanyeh metabolitéw i wysoka temperatura rozwoju
utrudniaja hodowle hipertermofili uzyteeznyeh w produkeji enzymoéw o szcze-
golnie duzej eieploopomosei. Sklonowanie genu kodujgeego synteze termo-
stabilnego enzymu do mikroorganizmu mezofilnego zapewni roz*gzanie tego
problemu: pozwoli na obnizenie temperatury hodowli, zwiekszenie w>"dajno-
Sei biomasy i wyeliminowanie niepozadanych produktdéw oraz na uzyskanie
znacznej nadekspresji wytwarzania enzymu nawet do 30% ogodlnej ilosei bia-
tek komoérkowych (9). Przy wiekszej nadekspresji moze nastgpi¢ zakideenie
translaeji i w konsekwencji czesto Smier¢ komoérek (10). Wytworzony enzym
jest jedynym termostabilnym biatkiem w komdrce i pozostaje w roztworze
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po cieplnym strgceniu innych biatek. Umozliwia to oczyszczenie enzymu
w stopniu podobnym jak przy zastosowaniu kolumny z DEAE celulozg (11),

3.Przyczyny termostabilnosci

Termostabilne enzymy tylko w niewielkim stopniu réznig sie pod wzgle-
dem skiadu aminokwasowego i konformaeji czgsteczek od ich analogéw wy-
twarzanych przez psychrofile i mezofile. Sg one jednak niekiedy zbudowane
z innej liczby podjednostek. Najczesciej obserwuje sie zastgpienie niektorych
reszt seryny i glicyny alaning, lizyny argining, seryny treoning i izoleucyny
waling (12). Konsekwencja tych zmian jest zwiekszenie udzialu w czasteez-
kaeh biatka domen hydrofobowych i obszaréw o konformacji a-helisy. Te
niewielkie réznice moga jednak zasadniczo zmienia¢ termostabilnos¢ enzy-
mow. Utrzymywanie trzecio- i czwartorzedowej konformacji bialek zalezy nie
tylko od tgcznej energii wigzan stabitizujgeych strukture, wynoszacej srednio
1000 kJ/mol, ale réwniez od oddziatywan destabilizujgcych wywotanych
ogrzewamiem oraz rozmaitymi czynnikami fizycznymi i chemicznymi. Rodzi-
my stan wielu biatek jest zaehowany dzieki ré6zniey entalpii swobodnej za-
ledwie okoto 40-80 kj/mol (13). Zatem, nawet niewielki wzrost liczby sta-
bilizujacych biatko wigzan wodorowych, jonowych, mostkéw soilnych oraz
oddzialywan van der Waalsa i hydrofobowych moze spowodowac¢ znaczne
zwiekszenie termostabilnosci. Z obliczen termod}mamicznych wynika, ze
zmiana energii swobodnej o kilka kd/mol wywotana, np. powstaniem w czg-
steczce tylko jednego odpowiednio zlokalizowanego wigzania wodorowego lub
oddziatywania hydrofobowego okoto 10-krotnie wydtuza okres pdéttrwania nie-
zdenaturowanego biatka w temperaturze 70°C (14). Silne oddziatywania hy-
drofobowe wystepujace u wiekszosci termostabilnych enzymoéw zwiekszaja
odpornos¢ ezagsteczek na zmiany struktury, zmniejszajac przez to w™yw sit
entropii ze strony srodowiska o podwyzszonej temperaturze (15).

Najezesciej wzrost termostabilnosei jest skutkiem wspoétdziatania wietu
czynnikdbw. Wytwarzana przez ekstremainie termofilng bakterie Pyrococcus
furiosus ferredoksyna rézni sie od analogicznych enzymdw organizmdéw me-
zofilnyeh wiekszg iloSeig wigzan wodorowych w czasteczce, rozmieszczeniem
niektéryeh reszt alaniny oraz dlugoseig domen o konformaeji faldowej i a-helisy
(16). Strukture niektéryeh termostabilnych enzymow stabilizujg mostki solne
wytworzone z udzialem dwuwartoseiowych kationéw, najezeseiej jonoéw wa-
pnia tub magnezu. leh wystepowanie pomiedzy resztami lizyny w pozycjach
88 i 385 tancucha polipeptydowego jest m.in. przyczyna roznic termostabil-
nosci a-amylaz wytwarzanych przez Bacillus amyloliquefaciens i Bacillus li-
cheniformis (17). Usuniecie mostkdw solnych zréwmuje cieptoopornos¢ nie-
ktérych termostabilnych enzyméw z analogieznymi enzymami organizmow
mezofilnych (18), Przyczyna wzrostu termostabilnosci jest niekiedy wbudo-
wanie eny”mu w strukture biatkowo-lipidowych membran lub tez jego unie-
ruehomienie na powierzchni membran lieznymi oddziatywaniami elektro-
statycznymi lub hydrofobowymi (19). U niektérych drobnoustrojow stabili-
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zacja a-amylaz, proteaz i innych enzymoéw zewnatrzkomoérkowych nastepuje
poprzez ich zwigzanie z zewnetrzng warstwg Sciany komorkowej (12). Hy-
droliza wielkoczgsteczkowego substratu zachodzi w tym przypadku nie w pod-
fozu, a na powierzchni komorek. Zwiekszenie cisnienia hydrostatycznego za-
zwyczaj stabilizuje konformacje enzymdéw i przypuszczalnie innych biatek
termofili gtebinowych (20). Jest to zapewne jedna z przyczyn zaobserwowa-
nego pod zwiekszonym cisnieniem wzrostu o 2-3°C optymalnej temperatury
rozwoju Pyrococcus furiosus. W przedstawionych informacjach wskazuje sie,
ze przyczyna termostabilnosci enzymow nie jest tylko ich szczegdlna budowa,
lecz wspoétdziatanie wielu rozmaitych czynnikéw spotykanych takze u innych
biatek.

4. Aktywnosc¢ i wiasciwosci

Wytwarzane przez rozmaite termofile enzymy o tej samej funkcji katali-
tycznej roznig sie aktywnoscig wilasciwg, optymailng temperaturg reakcji
i termostabilnoscig, optymalnym pH reakcji, jak réwniez wrazliwoscia na
dziatanie aktywatordéw i inhibitorébw oraz selektywnoscia dziatania.

Termostabilne enzymy wykazuja w optymalnej temperaturze rozwoju wy-
twarzajacych je mikroorganizméw 80-100% maksymalnej aktywnosci. Tylko
w nielicznych przypadkach, jak np. u Themnus thermophilus réznice w za-
kresie optymalnej temperatury reakcji enzymatycznej i rozwoju mikroorga-
nizmow dochodzg do 17-20°C (21). Wytwarzane przez ekstremalne termofile
i hipertermofile enzymy sg bardzo mato aktywne w temperaturze optymal-
nego dziatania ich odpowiednikdw petnigcych te sama funkcje katalityczna,
wyizolowanych z mikroorganizmoéw mezofilnych. Przyktadem jest (3-galakto-
zydaza hipertermofilnej archebakterii Sulfolobus solfatancus, ktéra w opty-
malnej temperaturze dziatania analogicznego enzymu z Escherichia coli ma
tylko 5% maksymalnej aktywnosci osigganej w 100°C (22). Przyczyna tych
réznic sa niejednakowe ilosci energii, ktérg nalezy dostarczy¢ w celu zmniej-
szenia sztywnosci struktury czasteczek i umozliwienia im przez to fluktuaciji
konformacyjnych. Fluktuacje te zapewniajg niezbedny dla przeprowadzenia
reakcji enzymatycznej stopien swobody grup funkcyjnych centrum aktywne-
go. Nastepuje to jednak w réznych temperaturach, zaleznie od termostabil-
nosci zdeterminowanej sztywnoscig struktury czgsteczek. Podobienstwo sto-
pni swobody grup funkcyjnych wystepuje w optymalnych temperaturach dzia-
tania u analogicznych enzyméw wytwarzanych przez mezofile i termofile (15).
W przypadku niektérych termostabilnych enzymow prostoliniowy wykres wy-
razonej rownaniem Arrheniusa funkcji okreslajgcej zaleznos¢ aktywnosci wia-
Sciwej od temperatury reakcji ma zatamanie przejawiajace sie u (j-gatakto-
zydazy z Sulfolobus solfataricus w temperaturze 65°C (22). Powyzej tej tem-
peratury nastepuje tez znaczne zmniejszenie energii aktywacji z 74,5 kj/mol
do 29,8 kJd/mol (22). Skokowy wzrost aktywnosci po przekroczeniu okreslo-
nej temperatury mozna prawdopodobnie ttumaczy¢ zaistnieniem korzystnej
dla dziatania enzymu zmiany konformacji jego czasteczek. Ograniczenie swo-
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body zmian konformaciji poprzez zwiekszenie sztywnosci struktury czasteczek
jest tez jedng z przyczyn spadku aktywnosci enzymow po ich unieruchomie-
niu na nierozpuszczalnych nosnikach.

Niewielkie przekroczenie optymalnej temperatury dziatania termostabil-
nych enzymoéw wywotuje znaczny spadek aktywnosci. Tak mata réznica tem-
peratury optymalnego dziatania i cieplnej denaturacji wskazuje, ze nawet
niezbyt duze zwiekszenie niezbednych dla dziatania enzymu fluktuacji kon-
fonnacyjnych nieodwracalnie zmienia strukture czasteczek. Jest to przyczng
male] termotolerancyjnosci termostabilnych enzymoéw, czyli braku mozliwosci
aktywnego dziatania w szerokim zakresie temperatur. Uzyskanie duzej termo-
stabilnosci poprzez usztywnienie konformaciji czgsteczek odbywa sie kosztem
zmniejszenia aktywnosci w nizszych temperaturach w ktérych wiekszos¢ cza-
steczek enz}rmu nie ma juz dostatecznej swobody zmian konformacyjnych.
Fluktuacje konformacyjne nie sag jedynym czbmnikiem wptywajacym na aktyw-
nos¢ termostabitnych enzymoéw. Duze znaczenie majg tez zatezne od tempe-
ratury zmiany szybkosci rozpadu kompleksu enzym-substrat, stopnia dena-
turacji enzymu i jego powinowactwa do substratu oraz aktywatoréw i inhi-
bitorow, jak tez zmiany stopnia dysocjacji: enzymu, substratéw, zwigzkow
posrednich i koncowych produktéw reakciji.

Termostabilne enzymy réznig sie znacznie zaleznoscig opornosci cieplnej
od pH, skiadu jonowego i sity jonowej srodowiska oraz od obecnosci stabili-
zatorow, ktérymi sg w niektérych przypadkach czasteczki substratu, two-
rzace kompleks z enzymem. Z dotychczas zbadanych enzymdéw najwiekszag
termostabilnos¢ maja a-amylazy z Pyrococcus furiosiis i Pyrococcus woesei,
zachowujgce 50% poczatkowej aktywnosci po 2 h inkubacji w temperaturze
120°C (23,24). Prawie zupeiny zanik aktywnosci enzymu z Pyrococcus woesei
nastepowat dopiero po okoto 90 min autokiawowania w 130°C (24). Duza
termostabitnos¢ ma takze wytwarzana przez Pyrococcus furiosus P-glukozy-
daza, ktérej okresy poHrwania w temperaturach 100°C i 110°C wynosza
odpowiednio 85 h i 13 h. Jest ona jednak niezwykle zalezna od srodowiska
i zastgpienie uzytego do badan bufor*u Tris/HCI buforem fosforanowym o tym
samym pH 5,0 zmniejsza okres poéltrwania w temperaturze 110°C az do 30
min (8). Tak duze oddzialywanie stabilizujgce prébowano ttumaczy¢ podo-
bienstwem znajdujgcego sie w buforze tri(hydroksymetylo)aminometanu do
wystepujacego w komodrkach naturalnego stabilizatora enzymu. Stabilizato-
rem P-amylazy z Clostridium thermosulphurogen.es sg jony Ca***, ktoérych usu-
niecie wywotuje szybkag inaktywacje enzymu w temperaturze 80°C (25). Sktad
jonowy Srodowiska nie ma natomiast zadnego wplywu na stabilnos¢ a-amy-
lazy z Pyrococcus woesei (24).

R&znice optymalnego pH dzialania wystepuja zaréwno wsréd rozmaitych
enzymow tego samego mikroorganizmu jak i u réznigcych sie pochodzeniem
enzymow o tej samej funkcji katalitycznej. Wiekszos¢ termostabilnych enzy-
mow przejawia maksymalng aktlrwnosé w granicach pH 4,5 - 7,5, zblizonych
do odczynu optymalnego dla wzrostu wytwarzajacych je mikroorganizmow.
Niektore termofile, jak np. Thermoplasma acidophilus lub Sulfolobus solfata-
ricus rozwijaja sie najlepiej w bardzo kwasnym s$rodowisku o pH 2,0 i 3,0
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(1,4). Duza kwasowo$¢ Srodowiska rozwoju Sulfolobus solfatariciLS nie ma
jednak istotnego wpltywu na optymalne pH dzieitania p-galaktozydazy (pH
6,2) i innych enzymdow wytwarzanych poprzez te archebakterie (22,26). Wy-
nika to z zupelnie innej kwasowosci cjdoplazmy niz Srodowiska rozwoju,
zapewnionej selektywnym transportem jondw przez btone cytoplazmatycznag
oraz ograniczeniem samoistnego przenikania protonéw do wnetrza komorek
przez silnie hydrofobowe skladniki sciany komérkowej. WSréd enzymoéw tego
samego pochodzenia wystepuja niekiedy dos¢ duze réznice optymalnego pH
zaobserwowane, np. u a-amylazy (pH 7,0) i (3-galaktozydazy z Pyrococcus
furiosiLS (pH 5,0). Mozna je ttumaczy¢ zmianami stezenia jonéw wodorowych
w sgsiedztwie bton retikulum endoplazmatycznego i innych bton komodrko-
wych. Zwigzane z nimi enzymy sa dostosowane do wartosci pH zdetermino-
wanych gestoscia, rozmieszczeniem i stopniem jonizacji grup funkcyjnych
na powierzchni bton. Enzymy wytwarzane przez termofilne halofile uzyskujg
duza aktywnosc¢ i termostabilnos¢ dopiero przy zwiekszonym stezeniu chlor-
ku sodu w Srodowisku.

5. Niektére zastosowania

Prowadzenie proceséw biotechnologicznych z udzialem enzymoéw mikro-
organizmow termofilnych jest korzystne ze wzgledu na duzg szybkos¢ i wy-
dajnos¢ reakcji, zwiekszenie rozpuszczalnosci niektérych substratow oraz ma-
ta mozliwos¢ kontaminacji srodowiska reakciji, trudnej do unikniecia w du-
zych fermentorach i w reaktorach przeplywowych z unieruchomionym enzy-
mem. Przy uzyciu termostabilnych enzymoéw nalezy sie jednak liczy¢ z pew-
nym zwiekszeniem kosztu energii zuzytej na prowadzenie procesu w podwyz-
szonej temperaturze,

Termostabilne a-amylazy sg powszechnie stosowane do uptynniania i scu-
krzania skrobi w pierwszym etapie wytwarzania syropu glukozowego lub fru-
ktozowego, maltozy, cyklodekstiyn i etanolu. Na koszty procesu w duzym
stopniu wplywa zuzycie enzymu i stezenie roztworu skrobi od ktérego zalezy
ilos¢ wody odparowywanej podczas zageszczania produktu. Zastosowanie ter-
mostabilnych a-amylaz umozliwia prowadzenie reakcji w temperaturze 80-
90°C ograniczajacej niekorzystne zelowanie i wzrost lepkosci 30-40% roz-
tworu skrobi oraz zapewniajacej strgcenie pozostatosci biatlek zanieczyszcza-
jacych substrat. Najczesciej stosowana a-amylaza z Bacillus subtilis ma zb34
maitg termostabilnosé. Aby zwiekszy¢ wydajnos¢ reakcji dodaje sie ja niekiedy
w dwoéch porcjach — na poczatku i podczas trwania procesu, co znacznie
zwieksza zuzycie enzymu. Podejmowane sg proby prowadzenia procesu w tem-
peraturze 120-140°C, umozliwiajacej dalsze zwiekszenie stezenia skrobi (27).
Ich powodzenie zalezy jednak od zastosowania a-amylaz o wiekszej termo-
stabilnosci niz dotychczas uzywane.

Termostabilne M-mannozydazy hydrolizujgce hemicelulozy umozliwiaja le-
psze wykorzystanie zt6z ropy naftowej (28). W tym celu do szybu pompuje
sie mieszanine piasku z roztworem gumy guarowej z Cyamposts tetragonales
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i hydrolizujgcego ja enzymu, nieaktdrwnego w niskiej temperaturze. Wytwo-
rzone eksplozjg tadunku wybuchowego szczeliny, stopniowo wypelnia piasek
zachowujacy zdolnos¢ penetracji ztoza dzieki domieszce hemicelulozy. Roz-
ktad gumy guarowej hamujacej przenikanie ropy przez wypetnione piaskiem
szczeliny nastepuje po uaktywnieniu enzymu w podwyzszonej temperaturze
skat otaczajacych szyb.

Zastosowanie termostabilnej polimerazy DNA z Thermus thermophilus lub
Themnus aquaticus umozliwito znaczne uproszczenie i zautomatyzowanie te-
chniki PCR poprzez wyeliminowanie koniecznosci uzupetniania enzymu po
kazdej wysokotemperaturowej fazie cyklu replikacji fragmentéw DNA (29,30).
Podane przyktady nie wyczerpuja wszystkich mozliwych zastosowan termo-
stabilnych enzymoéw, ktére moga stuzy¢ np. do wytwarzania cyklodekstryn,
syropu glukozowo-galaktozydowego z serwatki, syntezy rozmaitych oligosa-
chaiydéw, oraz do produkcji biosensoréw z unieruchomionym enzymem umo-
zliwiajgcych jakosciowe i ilosciowe oznaczanie analitobw w podwyzszonej tem-
peraturze.

Autor dziekuje prof. Z. E. Sikorskiemu za krytyczng ocene i uwagi dotyczgce niniejszego
opracowania.
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Preparation, properties and suitability of thermostable enzymes

Summary

Some enzymes from extreme thermophiles and hyperthermophiles have half-lives up to 13
h at temperatures above 100°C. They are suitable for starch and whey processing, oil mining,
PCR technique and oligosaccharides simthesis. The differences in structure and function between
these very stable and the prevailing less stable enzyme forms are relatively small and are com-
parable with those differences found among enzymes of similar stability. The relationship of
both conformational stability and enzymatic activity with protein flexibility suggests that stability
at temperatures far above those which are optimum for the growth of microorganism is rather
unlikely.
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