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Suitability of Thermus ruber as a source of trehalose synthase
Summary

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

Key words:
trehalose synthase, Thermus ruber, maltose, trehalose, intramolecular
transglucosylation.

1. Wstep

Rozwdj biotechnologii umozliwil uzyskanie wielu produktow
uzytecznych w medycynie, farmacji, kosmetyce i produkcji zyw-
nosci. Jednym z nich jest trehaloza (a-D-glukopiranozylo-1,1-a-glu-
kopiranozyd), nieredukujgcy disacharyd zbudowany z czaste-
czek glukozy potaczonych wigzaniem a-1,1-glikozydowym (1,2).
Cukier ten tworzy wigzania wodorowe z lipidami bton biologicz-
nych i biatkami, stabilizujgc ich strukture podczas zamrazania,
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suszenia lub ogrzewania (3,4). Asocjacje trehalozy utatwia brak wystepujacego
w czasteczkach innych cukréw wigzania wodorowego pomiedzy tlenem pierScienia
glikozydowego a grupa hydroksylowa sasiedniej jednostki strukturalnej, mozliwe sa
zatem zmiany polozenia reszt glukozy wzgledem wigzania glikozydowego,
utatwiajgce dopasowanie ksztattu czasteczek trehalozy do struktury makroczaste-
czek z ktérymi tworza kompleks (2). Znajdujaca sie w tych kompleksach trehaloza
wspotdziata z dipolami wody w warstwie hydratacyjnej, wzmacniajac jej oddzia-
lywanie pogarszajace sie podczas odwadniania lub zamrazania. Inng przyczyna od-
dziatywania stabilizujgcego jest zdolnos$¢ roztworéw trehalozy do tworzenia po od-
wodnieniu bezpostaciowego szkliwa putapkujacego makroczasteczki bez zmian ich
struktury, niszczonej wskutek krystalizacji w przypadku stosowania innych cukrow
(5,6). Wiasciwosci te sg przyczyng licznych zastosowan trehalozy w biotechnologii,
medycynie i przemysle spozywczym. Cukier ten jest wykorzystywany m.in. jako sta-
bilizator szczepionek, enzymoéw, przeciwciatl oraz organéw przeznaczonych do
transplantacji (3). Zaletg trehalozy jako dodatku do zywnosci jest jej niewielka stod-
ko$¢ i odpornos$¢ na hydrolize w kwasnym $rodowisku (6). Zastapienie sacharozy
trehalozg zapobiega reakcjom Maillarda pomiedzy czasteczkami aldoz i biatek lub
aminokwaséw. Sacharoza jest wprawdzie podobnie jak i trehaloza cukrem nieredu-
kujacym, ale jest mniej odporna na oddziatywanie kwasnego $rodowiska i podwyz-
szonej temperatury. Wytworzone wskutek hydrolizy sacharozy, glukoza i fruktoza,
maja silne wiasciwosci redukujace i reaguja z grupami aminowymi biatek. Ze wzgle-
du na duzg przydatnosc¢ trehalozy, konieczne jest opracowanie prostych i niekosz-
townych sposobow jej otrzymywania, wydajniejszych od stosowanej zazwyczaj eks-
trakcji wymienionego cukru z poddanych stresowi termicznemu komérek drozdzy,
lub innych mikroorganizméw. Trehaloze ekstrahuje sie wodnym roztworem etanolu
lub kwasu trichlorooctowego, a nastepnie odbiatcza uzyskany ekstrakt (7).

Szlaki metaboliczne biosyntezy trehalozy sa zréznicowane w zaleznosci od ro-
dzaju drobnoustroju (8). W komérkach drozdzy, grzybéw i niektérych bakterii, bio-
synteze trehalozy rozpoczyna przylaczenie glukozy uwolnionej z urydyno-difosfo-
glukozy do glukozo-6-fosforanu. Produktem nastepnej reakgji katalizowanej przez
syntaze trehalozo-6-fosforanu (EC 2.4.1.15) jest urydynodifosforan i trehalozo-6-fos-
foran, przeksztalcany nastepnie w trehaloze i fosforan (9).

Drugi szlak syntezy trehalozy, wykorzystywany przez Sulfolobus shibatae, Sulfolobus
solfataricus, Rhizobium i Brevibacterium, polega na jej wytwarzaniu z maltooligosacha-
rydéw (10). Te droge biosyntezy trehalozy katalizuje: syntaza maltooligotrehalozy
i trehalozydaza. Pierwszy enzym izomeryzuje znajdujace sie w koncowej czesci
czasteczki oligosacharydu wiazanie a-1,4- na a-1,1-glikozydowe. Wytworzony pro-
dukt rozpada sie nastepnie pod wptywem trehalozydazy na trehaloze i czgsteczke
maltooligosacharydu pomniejszong o dwie reszty glukozylowe i cykl ten powtarza
sie az do niemal zupetnego przeksztatcenia oligosacharydu w trehaloze (11).

Niektére bakterie rodzaju Thermus i Pimelobacter sp. uzyskuja trehaloze poprzez
transglikozylacje maltozy katalizowang przez syntaze trehalozy (a-D-glukozylotrans-
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feraze maltozy) (12,13). Ta wtasnie a-D-glukozylotransferaza (EC 5.4.99.16) jest naj-
lepszym biokatalizatorem w przemystowej produkgji trehalozy, ze wzgledu na moz-
liwos$¢ jej wydajnego wytwarzania z fatwo dostepnych syropéw maltozowych, np.
w reaktorze przeptywowym z immobilizowanym enzymem. W tym artykule przed-
stawiono ocene przydatno$ci mafo dotychczas zbadanej termofilnej bakterii Thermus
ruber jako zrédta syntazy trehalozy.

2. Materialy i metody

2.1. Szczep i hodowla mikroorganizmu

Szczep Thermus ruber (DSM 1279) przygotowano zgodnie z zaleceniami Deut-
sche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen, zawieszajac liofilizowane
komoérki bakterii w 1 ml podtoza peptonowego z wyciggiem drozdzowym, zawie-
rajgcego: 0,5% peptonu, 0,1% wyciagu drozdzowego oraz wode. Tak przygotowang
zawiesine przenoszono nastepnie do 5 ml podtoza o takim samym skfadzie i inku-
bowano przez 3-5 dni w temperaturze 55°C. Do niektorych hodowli stosowano wy-
mienione podtoze wzbogacone 0,5% dodatkiem skrobi lub innych weglowodanéw.
Porcje podioza (pH 8,0) o objetosci 1000 ml sterylizowano w kolbach Erlenmayera
o pojemnosci 2000 ml w temp. 121°C przez 30 min i zaszczepiano. Hodowle drob-
noustroju prowadzono przez 24 lub 48 godz., bez dodatkowego napowietrzania
w termostatowanej wytrzasarce typu ECOTRON w temperaturze 50, 55 lub 60°C,
z szybkoS$cig wstrzgsania 160 obrotéw/min. Biomase komoérek odwirowywano przez
15 min (9000 X g), zamrazano i przechowywano w temp. -18°C przez okres nie prze-
kraczajacy 3 dni.

2.2. Ekstrakcja biatek komérkowych

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 fosforanowo-cytrynianowego (pH 6,5) zawierajgcego 1 uM ditiotre-
itolu. Otrzymang zawiesine wirowano przez 15 min (9000X g) i w uzyskanym super-
natancie oznaczano zawartos$¢ biatka metodg Bradford (14) oraz aktywnos$¢ syntazy
trehalozy.
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2.3. Oznaczanie aktywnoSci syntazy trehalozy

Aktywno$¢ syntazy trehalozy oznaczano dodajac 5 ml ekstraktu biatek komorko-
wych Thermus ruber do 10 ml 30 mM roztworu maltozy w 0,1 M buforze fosforano-
wo-cytrynianowym (pH 6,5) i prowadzono reakcje w réznych temperaturach, w za-
kresie od 50 do 85°C. Po uptywie odpowiedniego czasu, reakcje zatrzymywano przez
oziebienie préobki w wodzie z lodem. Podczas oznaczen aktywnos$ci enzymu w zalez-
nosci od odczynu srodowiska reakgji, stosowano 0,1 M bufory cytrynianowo-fosfora-
nowe w zakresie pH od 5,0 do 8,0. Wymiane buforu przeprowadzano stosujac dialize
przez btone VISKING (ang. dialysis tubing 27/32) o zdolnoSci rozdzielczej 12-19 kDa
(Serva Feinbiochemica, Niemcy). Zawarto$¢ produktow konwersji maltozy okreslano
stosujgc zestaw HPLC z kolumng APS-2 Hypersil (Thermo Electron Corporation) i de-
tektorem refraktometrycznym (La Chrom L-7490, Merck). Przed naniesieniem na ko-
lumne, prébki oczyszczano przez termiczne stracenie biatek (110°C), adsorpcje po-
zostatosci na weglu aktywnym i filtracje przez 0,2 pm Puradisc™ filter (Whatman).
Chromatogram rozwijano w temperaturze 25°C stosujac jako faze ruchoma miesza-
nine acetonitryl/woda (3:1, v/v) przeptywajaca z szybkos$cia 0,6 ml/min. Jako wzorce
stosowano roztwory: maltozy, trehalozy i glukozy o stezeniach 10 mg/ml. Jednostka
aktywnos$ci syntazy trehalozy jest taka ilo$¢ enzymu, ktéra w optymalnych warun-
kach reakgji katalizuje wytwarzanie 1 pumola trehalozy/min.

2.4. 0znaczanie termostabilno$ci

Termostabilno$¢ syntazy trehalozy oznaczano poréwnujgc aktywnosci roztwo-
réow enzymu w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 6,0 lub 7,0 inkubo-
wanych temperaturach zmienianych w zakresie od 40 do 80°C przez 1 godz., z ak-
tywnoscia nie ogrzewanych préb kontrolnych. Aktywno$¢ syntazy trehalozy w pro-
bach badanych i kontrolnych oznaczano jak opisano w rozdziale 2.3, w temperatu-
rze 65°C w pH 6,5.

3. Oméwienie wynikéw

W wyniku identyfikacji produktéow konwersji maltozy katalizowanej ekstraktem
biatek komoérkowych Thermus ruber przeprowadzonej metoda HPLC wykazano wy-
twarzanie trehalozy i glukozy (rys. 1). Nie stwierdzono natomiast tworzenia trehalo-
zy w przypadku, gdy jako substrat reakcji stosowano maltotetraoze, maltoheksaoze
lub skrobie. Z badan innych autoréw wynika, ze cukry te sg przeksztatcane na treha-
loze przez enzymy wystepujace w komoérkach Sulfolobus shibatae, Arthrobacter sp.
i kilku innych mikroorganizméw (15). Swiadczy to o wystepowaniu w komérkach
Thermus ruber syntazy trehalozy (EC 5.4.99.16), katalizujacej wytwarzanie trehalozy
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Rys. 1. Chromatogram (HPLC) produktow (glukoza-Glu, trehaloza-Tre) uzyskanych po 15 min (A)
oraz 120 min (B) konwersji maltozy (Mal) katalizowanej biatkami komoérkowymi Thermus ruber w temp.
65°C w pH 6,5.

poprzez izomeryzacje wystepujacego w maltozie wigzania a-1,4- do a-1,1-glikozy-
dowego, bo syntaza trehalozy nie wykazuje aktywnosci enzymatycznej w obecnosci
takich substratéw jak maltotetraoza i inne oligosacharydy oraz amyloza i amylopek-
tyna (13). Reakcja izomeryzacji jest odwracalna i przy nadmiernym stezeniu trehalo-
zy moze prowadzi¢ do spadku wydajnosci procesu wskutek odtwarzania maltozy.
Produktem ubocznym tych reakgji jest zawsze pewna ilo$¢ glukozy (16).

Ogolna aktywnos$¢ syntazy trehalozy przypadajaca na litr hodowli zalezy od wy-
dajnosci biomasy i od ilo$ci enzymu we frakgji biatek komoérkowych. Najwiekszg ilos¢
mokrej biomasy (5,95 g/l podtoza) uzyskiwano po 48 godz. hodowli w temperaturze
55°C. Skutkiem podwyzszenia temperatury hodowli bakterii do 60 lub 65°C byto
zmniejszenie biomasy komoérek do 3,75 g/l oraz 2,78 g/l ptynu pohodowlanego. Po
przekroczeniu optymalnej temperatury wzrostu bakterii nastepowalo tez dos¢
znaczne obnizenie wydajnosci syntazy trehalozy uzyskiwanej z jednego litra podioza
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(tab. 1). Gléwna tego przyczyna jest zmniejszenie ilosci biomasy, na co wskazuja nie-
wielkie (w granicach 0,016-0,028 U/mg biatka) zmiany aktywnoS$ci specyficznej bada-
nych ekstraktéw, wskazujace na podobng zawartos¢ syntazy trehalozy we frakgji
biatek komoérkowych Thermus ruber. Wzbogacenie podioza peptonowego z wycia-
giem drozdzowym, 0,5% dodatkiem sacharozy, trehalozy lub skrobi zwiekszato wy-
dajnos$¢ syntazy trehalozy uzyskiwanej z jednego litra hodowli odpowiednio o 64,
161 oraz 269,8% wartoSci uzyskiwanej bez udziatu tych cukrow (tab. 2). Najwiekszy,
okoto 3,9-krotny wzrost wydajnosci powodowata maltoza. Wyniki przedstawione
w tabeli 2 wskazujg, ze dominujgce znaczenie ma wzrost zawartosci syntazy trehalo-
zy w puli biatek komo6rkowych. Pod wptywem cukréw dodanych do podtoza nastepu-
je wprawdzie zwiekszenie iloSci biomasy, ale nie jest ono tak duze jak przyrost spe-
cyficznej aktywno$ci syntazy trehalozy w wyekstrahowanych biatkach.

Tabela 1

Zaleino$¢ wydajnos$ci syntazy trehalozy (U/1 podioza) od temperatury i czasu hodowli Thermus ruber
na podiozu peptonowym zawierajacym wyciag drozdiowy

Aktywno$¢ ogélna (U/l podioza) po czasie:
Temperatura (°C)
24 godz. 48 godz.
50 1,34 = 0,11 1,75 = 0,14
55 2,95 £ 0,20 3,59 = 0,09
60 3,10 = 0,10 1,38 £ 0,05
65 1,28 = 0,06 0,99 = 0,08

Wyniki sg Srednig z 3 odrebnych hodowli = odchylenie standardowe.

Tabela 2

Wplyw weglowodanéw dodanych do podioia peptonowego zawierajacego wyciag droidzowy na wydajno$é
biomasy Thermus ruber i aktywnos¢ specyficzng syntazy trehalozy w ekstrakcie biatkowym

Wzgledny wzrost wydajnoSci (%):
Rodzai wedlowodanu Aktywnos¢ specyficzna | Aktywnos¢ wzgledna :
) Weg (U/mg biatek) (%) enzymu biomasy
(U/1 podtoza) (g/1 podioza)
préba kontrolna 0,022 + 0,006 100,0 100,0 100,0
maltoza 0,086 = 0,002 390,9 391,4 115,7
trehaloza 0,053 + 0,004 240,8 261,0 126,3
skrobia 0,064 = 0,002 290,9 369,8 134,5
sacharoza 0,028 + 0,007 127,2 164,0 124,6

Prezentowane wyniki sa Srednig z trzech oznaczeni + odchylenie standardowe. Wydajno$¢ biomasy bakterii w prébie kon-
trolnej bez 0,5 % dodatku weglowodanéw wynosita 5,95 g/l podioza.
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Plyn pohodowlany zageszczony przez ultrafiltracje nie wykazywat aktywnosci
konwersji maltozy, co wskazuje, ze syntaza trehalozy jest enzymem wewnatrzko-
moérkowym. Aktywnosci enzymu nie stwierdzono tez we frakcji biatek uwolnionych
z przestrzeni peryplazmatycznej pod wptywem 8% roztworu lizozymu w 0,4 M bufo-
rze maleinowym o pH 6,0.

Syntaza trehalozy z Thermus ruber ma najwyzszg aktywno$¢ w temperaturze
65°C, podobnie jak analogiczne enzymy z Thermus aquaticus (65°C) oraz Thermus
thermophilus (65°C) (12,17). Nizsza jest natomiast optymalna temperatura dziatania
(20°C) syntazy trehalozy z Pimelobacter sp. R48 (13). Polowiczny zanik aktywnosci
enzymu z Thermus ruber nastepowatl po 60 min ogrzewania w 0,1 M buforze fosfora-
nowo-cytrynianowym o temp. 65°C. Podwyzszenie temperatury inkubacji do 70°C
powodowalo prawie zupetng inaktywacje preparatu (tab. 3). W celu ograniczenia
cieplnej inaktywacji biokatalizatora podczas dlugotrwalego procesu wskazane
jest zatem obnizenie temperatury reakcji do okoto 60°C, przy ktorej enzym zacho-
wuje, po 1 godz. ogrzewania, okoto 80% poczatkowej aktywnosci. Zmiana pH bu-
foru w zakresie od 6,0 do 7,0 nie wptywata w istotnym stopniu na termostabilnos$¢
enzymu. Syntaza trehalozy z Thermus ruber nie r6zni sie pod wzgledem optymalne;j
kwasowosci srodowiska reakcji od analogicznego enzymu z Thermus aquaticus (12)
i osigga maksymalng aktywnos$c¢ przy pH 6,5. Wyzsze jest natomiast optymalne pH
dziatania syntazy trehalozy z Pimelobacter sp. R48 (13), rébwne 7,5.

Tabela 3

Zmiany aktywno$ci syntazy trehalozy we frakcji biatek Thermus ruber ogrzewanych przez 1 godz.
w 0,1 M buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH 6,0 lub 7,0

Aktywnos¢ wzgledna (%) po inkubacji w temperaturze (°C)
i 40 45 50 55 60 65 70
6,0 100 98,6 £ 1,6 | 956 = 1,3 | 888 = 1,7 | 79,7 = 1,5 | 378 = 1,1 0,0
7,0 100 975+ 251|924+ 13862 +1,6|757*13|529=*14 0,0

Przedstawione wyniki sg Srednia z 4 oznaczenn = odchylenie standardowe.

Maksymalny, prawie 90% stopien konwersji uzyskiwano przy 10% stezeniu malto-
zy po okofo 2 godz. reakcji w temperaturze 60°C przy pH 6,5 (rys. 2). Dalsze zwiek-
szanie stezenia substratu nie powodowato juz wzrostu wydajnosci reakgcji przypusz-
czalnie z powodu odtwarzania maltozy w reakcji odwrotnej, nasilajgcej sie wskutek
nagromadzenia trehalozy.
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Rys. 2. Zalezno$¢ stopnia konwersji maltozy od jej stezenia w sSrodowisku. Reakcja byta katalizowa-

na przez 2 godz. inkubacje roztworu maltozy z ekstraktem biatek komérkowych Thermus ruber w temp.
60°C, pH 6,5.

4. Podsumowanie

Termofilna bakteria Thermus ruber moze by¢ wykorzystana jako zrodlo enzymu
katalizujgcego wytwarzanie trehalozy na drodze izomeryzacji wystepujgcego w mal-
tozie wigzania a-1,4-glikozydowego. Zdolnos¢ katalizowania transglikozylacji z wy-
tworzeniem wigzania a-1,1-glikozydowego ma réwniez syntaza maltooligotrehalo-
zy wystepujaca np. w komorkach Sulfolobus shibatae. Wymienione enzymy réznig sie
jednak specyficznoS$cig substratowg. Syntaza maltooligotrehalozy nie dziata na mal-
toze, izomeryzujac jedynie koncowe wiazanie o-1,4-glikozydowe w czgsteczkach
maltooligosacharydéw, do oddzielenia reszt glukozylowych potaczonych wigzaniem
a-1,1-glikozydowym niezbedne jest zatem wspoéldziatanie odrebnego enzymu.
W przeciwienstwie do syntazy maltooligotrehalozy, syntaza trehalozy (EC
5.4.99.16) nie powoduje konwersji maltooligosacharydow, wytwarzajac trehaloze
w jednoetapowej reakgcji transglikozylacji maltozy. Mozliwos$¢ produkcji wymienio-
nego disacharydu w reakgji katalizowanej tylko jednym enzymem ma duze znacze-
nie dla przemystu ze wzgledu na znaczne uproszczenie procesu.

Maksymalny stopien konwersji substratu przy udziale syntazy trehalozy z Thermus
ruber wynosi okoto 90% i jest o 10% wiekszy niz w przypadku stosowania analogicz-
nego enzymu z Pimelobacter sp. R48 (13). Wskazuje to na wieksze przesuniecie row-
nowagi reakcji w kierunku wytwarzania trehalozy, spowodowane podwyzszeniem
temperatury procesu do okoto 60°C. Wzrost stopnia konwersji substratu w przypad-
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ku stosowania enzymow o wyzszej termostabilnos$ci stwierdzono takze w przypad-
ku innych izomeraz nie ulegajacych zbyt szybko inaktywacji w podwyzszonej tem-
peraturze (18). Enzym z Thermus ruber, podobnie jak inne dotychczas zbadane synta-
zy trehalozy, wykazuje niewielka aktywnos¢ hydrolityczna, czego skutkiem jest za-
nieczyszczenie produktu pewng iloscig glukozy. Pomimo to syntaza trehalozy jest
najlepszym enzymem do wytwarzania trehalozy, m.in. ze wzgledu na dostepnos¢
maltozy, ktérg mozna tatwo uzyskaé ze skrobi. O przydatnos$ci Thermus ruber jako
zrodla enzymu katalizujacego wytwarzanie trehalozy decyduje tez stosunkowo wy-
dajna hodowla bakterii przebiegajgca w warunkach tlenowych. Zaleta sa ponadto ni-
skie wymagania pokarmowe tego drobnoustroju, umozliwiajgce jego rozwoj w nie-
skomplikowanych podtozach bez wytwarzania szkodliwych metabolitow. Podwyz-
szona temperatura hodowli Thermus ruber zapobiega zanieczyszczeniu hodowli nie-
pozadanymi mikroorganizmami (19).
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