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Characterization of bacteria of the genus Thermus and their biotech-
nological importance

Summary

Gram-negative, aerobic bacteria of the genus Thermus which have been iso-
lated from many natural and artificial, thermal environments are used as
a source of thermostable restriction nucleases and DNA polymerase, as well as
can be exploited for the production of many other enzymes with a great indus-
trial importance. The strains belonging to the genus Thermus utilize carbohy-
drates, amino acids, carboxylic acids and peptides and their optimal growth
temperatures ranged from 55 to 85°C. This review is focused on the adaptation
of Thermus strains to thermostability and on characterisation and possible appli-
cation of their enzymes.
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1. Wstep

Rozwoj technologii enzymatycznych jest przyczyna poszuki-
wania nowych biokatalizatorow o wtasciwosciach zapewniaja-
cych zwiekszenie wydajnosci oraz udoskonalenie wykorzystywa-
nych aktualnie proceséw lub umozliwiajacych zastosowanie no-
wych sposobéw przetwarzania surowcow. Niezbedne do tych
celow enzymy o unikatowych niekiedy wtasciwosciach mozna
uzyska¢ z mato dotychczas zbadanych drobnoustrojow zyjacych
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w ekstremalnych warunkach srodowiska (1). Jednakze, pomimo duzych nakladéw
pracy i poniesionych kosztéow enzymy z ekstremofili znalazly do tej pory niewiele
praktycznych zastosowan, miedzy innymi ze wzgledu na niewystarczajacy niekiedy
postep badan w tym zakresie.

Wsrod ekstremofili drobnoustroje termofilne i ich enzymy, nazywane niekiedy
termozymami wbudzaja zainteresowanie ze wzgledu na duzg stabilno$¢ umozliwia-
jaca prowadzenie reakcji w podwyzszonej temperaturze. Skutkiem tego jest popra-
wa szybkosci i wydajnosci reakgji, zwiekszenie rozpuszczalnosci niektérych substra-
tow oraz ograniczenie lub nawet wyeliminowanie mozliwosci zanieczyszczenia $ro-
dowiska reakcji niepozgdanymi drobnoustrojami rosngcymi niekiedy w duzych fer-
mentorach i reaktorach przeptywowych z unieruchomionym enzymem (2,3). Zaletg
podwyzszenia temperatury procesu jest tez mozliwos¢ zwiekszenia stezenia i ob-
nizenia lepkosci roztworéw substratu. Przy uzyciu takich enzymoéw nalezy sie jed-
nak liczy¢ ze wzrostem kosztu energii zuzytej na prowadzenie procesu w podwyz-
szonej temperaturze (4).

2. Wyst¢powanie bakterii rodzaju Thermus

Mato dotychczas wykorzystywanym zrédiem termostabilnych enzymoéw sa bak-
terie rodzaju Thermus, wyizolowane z obojetnych lub alkalicznych goracych Zrodet
i gtebinowych, hydrotermalnych srodowisk, jak réwniez ze sztucznych zbiornikow
wodnych. Wiele szczepow uzyskano z Narodowego Parku Yellowstone (USA) i No-
wej Zelandii, znaleziono je tez w Japonii, w goracych, ptytkich wodach Islandii, Ke-
nii, na Azorach oraz na terenach rzecznych Portugalii, Wielkiej Brytanii, Rosji, Taj-
landii i Czech. Szczepy Thermus ruber o optymalnej temperaturze rozwoju 60°C wy-
stepujg m. in. w goracych zrédtach Kamczatki i Islandii (5).

Pierwszy gatunek rodzaju Thermus, ktory nazwano Thermus aquaticus odkryli
w 1969 r. Brock i Freeze, w goracych zrédtach Narodowego Parku Yellowstone
w USA (6). Dwa lata p6zniej Oshima i Imahori wyizolowali bakterie Thermus thermophilus
HB8 (7). Szczepy z gatunku Thermus filiformis pochodza z Nowej Zelandii (8), nato-
miast Thermus scotoductus znaleziono najpierw w gorgcych, zawierajacych zwiazki
siarki Zrédtach Islandii (9). Bakterie nalezgce do rodzaju Thermus sa tez czesto spo-
tykane w obojetnych srodowiskach wodnych o podwyzszonej temperaturze, jak np.
ciepta woda wodociagowa, przemyslowe systemy wodne i gorace $cieki.

3. Morfologia
Gatunki z rodzaju Thermus sg gramujemnymi, bakteriami tlenowymi, ktére nie wy-

twarzajg przetrwalnikéw i nie majg zdolnosci poruszania sie, bo nie posiadajg rzesek.
Wiekszo$¢ gatunkéw tworzy kolonie zolte, czerwone, pomaranczowe lub niekiedy
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r6zowe, ale w miejscach pozbawionych $wiatta mozna tez spotkaé szczepy rosngce
w postaci bezbarwnych badz brazowych kolonii. Charakterystyke niektérych gatun-
kéw tego rodzaju zamieszczono w tabeli. Barwa poszczegélnych gatunkow zalezy od
ich pochodzenia i dostepnosci Swiatta. Bakterie Thermus scotoductus znalezione w Sel-
foss na Islandii, jak tez w goracych $ciekach w USA, odznaczajq sie brakiem pigmentu,
podczas gdy inne szczepy tego drobnoustroju, majg brazowe zabarwienie (10). Bakte-
rie rodzaju Thermus sg paleczkami o $rednicy od 0,5 do 0,8 um i dlugosci 5-10 pm. Wy-
izolowane z naturalnych srodowisk przybierajg forme dos$¢ diugich filamentow utwo-
rzonych przez potaczenie pojedynczych komoérek. Po przeniesieniu do pozywki, ten-
dencja do tworzenia dtugich wtokien zanika i bakterie wystepuja jako pojedyncze ko-
morki lub taczg sie w krotkie wiokniste agregaty (6). W starszych hodowlach znajduja
sie niekiedy kuliste agregaty (ang. rotund bodies) o Srednicy 10-20 pum, zawierajace kil-
ka komorek otoczonych wspo6lng zewnetrzng btong. Mozliwos¢ formowania takich
struktur wykazuje okoto 70% zbadanych dotychczas gatunkow Thermus (6).

Tabela
Charakterystyka niektérych bakterii rodzaju Thermus
Cecha Thermus Thermus Thermus Thermis ruber Thermus
aquaticus Sfiliformis thermophilus silvanus

barwa kolonii 70ita z6ita ciemnozoita czerwona pomaranczowa
ksztaft komérek pateczki pateczki pateczki pateczki pateczki
Srednica komorek (pm) 0,5-0,8 0,5-0,8 0,5-0,8 0,5-0,8 0,5-0,8
rzeski - - - - -
ruchliwo$é - - - - -
Sciana komorkowa + + + + +
zakres temperatur wzrostu (°C) 40-79 37-80 55-85 50-65 40-65
optymalna temperatura (°C) 70-72 73-74 70-75 55-60 54-55
zakres pH wzrostu 6,0-9,5 6,0-8,6 nie 0znacz. nie 0znacz. 5,0-10
optymalne pH wzrostu 7,5-7,8 7,0-7,5 7,2 8,0 8,0-8,5
redukeja azotan6w - - + + -
hydroliza:
arbutyny - + + + -
elastyny + - + + +
kazeiny + - - - +
7rédta literaturowe ©) ® 5) (76) (77

Na podstawie analizy podobienstw sekwencji 16S rRNA doprowadzono do po-
dziatu gatunkow zaliczonych do rodzaju Thermus na dwie grupy. Do jednej z nich
(zachowujgcej nazwe Thermus) naleza obecnie drobnoustroje charakteryzujace sie
optymalnymi temperaturami wzrostu w granicach 65-80°C, drugg grupe tworzg na-
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tomiast zabarwione na czerwono i rozwijajace sie najlepiej w temp. 50-65°C bakte-
rie Thermus ruber, Thermus silvanus i Thermus chliarophilus, ktore zaklasyfikowano do
nowo utworzonego rodzaju Meiothermus (11).

4. Sposoby odiywiania i warunki wzrostu

Bakterie Thermus spp. r6znig sie znacznie optymalng temperaturg (55-85°C) i pH
(6,5-10) wzrostu (tab.). Gatunki bytujace w temp. przekraczajgcej 70°C majg zo6lte
zabarwienie kolonii, natomiast gatunki o optymalnej temperaturze wzrostu okoto
60°C wyrd6zniaja sie rézowym lub pomaranczowym zabarwieniem (12). Kilka gatun-
koéw Thermus rozwija sie najlepiej w 70-75°C przy pH 7,0-7,8. Wyjatek stanowi Thermus
thermophilus, ktéry zachowuje zdolno$¢ do wzrostu nawet w 80-85°C (5). Obnizenie
temperatury do okolo 37°C prawie catkowicie hamuje wzrost bakterii rodzaju Thermus
(30). Wiekszos¢ bakterii Thermus spp. pochodzi ze zrédet alkalicznych, przy czym
optymalne pH ich wzrostu wynosi okofo 7,5 (13,14).

Drobnoustroje Thermus sg zaliczane do $ci$le tlenowych chemoorganotroféw ko-
rzystajacych w naturalnym srodowisku z substancji organicznych wytwarzanych przez
inne mikroorganizmy. W ostatnich latach odkryto bakterie Thermus scotoductus utle-
niajgce tiosiarczany do siarczanéw (VI) i z tego powodu zaklasyfikowano je do fakul-
tatywnych miksotroféw (12,15). Pomimo ze bakterie rodzaju Thermus sa tlenowcami
to niektére ekstremalnie termofilne gatunki moga rosng¢ bez dostepu tlenu, dzieki
zdolnosci do przenoszenia elektron6w na znajdujgce sie w podtozu jony azotanowe
lub siarczanowe. Cechy tej nie posiada Thermus aquaticus, Thermus filiformis i inne ga-
tunki nie redukujgce azotanéw (V) do azotanéw (lll) (16).

Zrédlem wegla w hodowli Thermus spp. moze by¢ glukoza, sacharoza, maltoza
oraz octany, cytryniany i bursztyniany, a zZrodtem azotu sole amonowe, pepton lub
ekstrakt drozdzowy. Wymagania pokarmowe poszczeg6lnych gatunkéw sg zrozni-
cowane, ale wiele z nich dobrze przyswaja elastyne, fibryne, kazeine, zelatyne oraz
proline i kwas glutaminowy. Przy nadmiernej zawartosci substancji organicznych
w pozywce nastepuje zahamowanie ich wzrostu (17). Procesy metaboliczne szcze-
pow Thermus sg podobne jak u innych drobnoustrojow tlenowych i sktadajg sie m.
in. z cyklu kwasow trikarboksylowych. W przypadku dostepnosci w pozywce soli
kwasow karboksylowych, niektorych aminokwaséw lub innych substancji kataboli-
zowanych do octanu wykorzystywany jest tez cykl glioksalowy przebiegajacy z udzia-
tem liazy izocytrynianowej i dehydrogenazy NADH (18).

Szczepy Thermus mozna przechowywac przez wiele lat w temp. -80°C lub
w ciekltym azocie, w podiozu zawierajagcym 10-15% glicerolu. Komorki liofilizowane
moga by¢ przechowywane przez 18 lat, a umieszczone na podtozu z agarem przezy-
wajg okoto miesigca w temp. 4°C (5). Podczas hodowli istotne jest dobre napowie-
trzanie podtoza ze wzgledu na obnizenie rozpuszczalnosci tlenu w podwyzszonej
temperaturze wzrostu tych drobnoustrojow.
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5. Budowa struktur powierzchniowych

Gatunki Thermus moga zy¢ w biotopach o podwyzszonej temperaturze m. in.
dzieki zwiekszonej odpornosci cieplnej struktur powierzchniowych. Sciana komér-
kowa Thermus spp. ma wielowarstwowa strukture o cechach wspélnych dla bakterii
gramdodatnich i gramujemnych (19). Podobnie jak u gramujemnych drobnoustro-
jow do bfony cytoplazmatycznej przylega ciensza w poréwnaniu z bakteriami gram-
dodatnimi warstwa peptydoglikanu (mureiny) zbudowanego z naprzemianlegle uto-
zonych reszt N-acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego. Czasteczki
mureiny sg usieciowane mostkami utworzonymi z udziatem reszt glicyny lub ornity-
ny wystepujacych w tetrapeptydach przytaczonych do kwasu N-acetylomuramino-
wego. Peptydoglikan wszystkich gatunkoéw Thermus zawiera ornityne zamiast kwasu
diaminopimelinowego wystepujacego u gramujemnych drobnoustrojow i jest pod
tym wzgledem podobny do mureiny gramdodatnich bakterii z rodzaju Deinococcus
(19).

Btona zewnetrzna otoczona biatkowa warstwa S (ang. surface crystalline layer) jest
wrazliwa na dziatanie EDTA i zawiera glikofosfolipid i dwa rodzaje glikolipidow za-
miast lipopolisacharydu (LPS) wystepujacego u innych gramujemnych bakterii (20).
Pod nig znajduje sie obszar o strukturze amorficznego zelu petnigcy funkcje prze-
strzeni peryplazmatycznej (20). Warstwa S o regularnej, pseudokrystalicznej budo-
wie, zréznicowanej w zalezno$ci od gatunku i szczepu Thermus taczy sie bezposred-
nio z peptydoglikanem za posrednictwem tzw. domen SLH, przenikajacych prze-
strzen peryplazmatyczng (20). Wystepujace w $cianie komoérkowej glikolipidy za-
wieraja zamiast glicerolu dtugotancuchowe alkilodiole (21). Zmiana ta jest przypusz-
czalnie jedng z przyczyn zwiekszonej odpornosci struktur powierzchniowych na
dziatanie podwyzszonej temperatury.

Warstwa S u Thermus thermophilus zawiera identyczne podjednostki biatkowe
o masie czasteczkowej okoto 100 kDa (22,23). Sa one stabilizowane jonami wapnia
oraz wiazaniami wodorowymi i oddzialywaniami hydrofobowymi, uzyskujac wsku-
tek tego duza termostabilno$¢. Sktadnikiem mureiny Thermus thermophilus HB8 nie-
spotykanym u szczepu HB27 jest fenylooctan, ktérego funkcja nie zostata do tej
pory jednoznacznie wyjasniona. Przypuszcza sie, ze arylowe grupy fenylooctanu in-
tensyfikuja oddziatywania hydrofobowe peptydoglikanu z warstwa S (6). Budowa
Sciany komoérkowej determinuje charakterystyczny dla bakterii gramdodatnich brak
odpornosci Thermus spp. na dziatanie penicyliny i niektoérych innych antybiotykéw
(24).

Zwiekszenie stabilnosci cieplnej btony cytoplazmatycznej u Thermus spp. zapew-
niaja lipidy zawierajace rozgalezione, nasycone kwasy tluszczowe, wsrod ktorych
w najwiekszej ilo$ci wystepujg kwasy pentadekanowy (iso-C15) oraz heptadekanowy
(is0-C17). Zawarto$¢ kwasu heptadekanowego w lipidach zwieksza sie w wyzszej
temperaturze wzrostu mikroorganizmu i maleje w przypadku tych gatunkéw, ktoére
nalezg do umiarkowanych termofili (21). Po przekroczeniu optymalnej temperatury
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hodowli nastepuje wzrost zawartos$ci lipidow, ktéra w poszczegélnych szczepach
mies$ci sie w granicach 8-12% suchej masy komorek.

Dominujgcymi sktadnikami frakcji polarnych lipidow sa: glikolipid [diacylodigli-
kozylo-(N-acylo)-glikozoaminylo-glikozylo-glicerol] o zmiennej w réznych gatunkach
zawarto$ci glukozy, galaktozy, glukozaminy i galaktozaminy oraz fosfolipid zawie-
rajacy glukozoamine (25). W bionie cytoplazmatycznej zgromadzone sa karotenoidy
petnigce funkcje fotoprotektoréw zabezpieczajgcych btone przed zmianami oksyda-
cyjnymi inicjowanymi naswietleniem (5). Wystepowanie tych substancji jest przy-
czyna zroznicowanego zabarwienia kolonii gatunkoéw Thermus, zaleznego od rodza-
ju i zawartos$ci karotenoidow.

6. Poréwnanie genoméw Thermus thermophilus HB8 i HB27

Obecnie znane sa sekwencje nukleotydowe materialu genetycznego szczepow:
Thermus thermophilus HB8 i HB27. Na podstawie ich analizy potwierdzono przydat-
nos$¢ wymienionych drobnoustrojéw jako zrédta termostabilnych proteaz, hydrolaz
glikozydow, esteraz, lipaz, dehydrogenaz, a takze innych uzytecznych substangji,
np. witaminy B12 lub karotenoidéw (26). Genomy szczepu HB8 sg ztozone z nukleo-
idu zawierajgcego 1973 geny i megaplazmidu w ktérym znajduje sie 251 genow
(27). Szczep HB27 r6zni sie wielkos$cia nukleoidu (1988 genow) oraz megaplazmidu
(230 genow) i ma nie wystepujacy u HB8 drugi plazmid o wielkos$ci 9322 par zasad.
Megaplazmid szczepu HB8 zawiera okoto 257 tys. p.z. jest o ponad 25 tys. p.z.
wiekszy od megaplazmidu pochodzacego z HB27 (27). Podwyzszenie temperatury
topnienia helisy DNA u szczepéw HB8 i HB27, zachowujacych zdolno$¢ wzrostu do
okoto 85°C, zapewnia wynoszacy 69,4% udzial par G+C (28).

Do tej pory nie udato sie okresli¢ funkcji okoto 40% sekwencji nukleotydowych
u szczepéw HB8 i HB27 i prowadzone s3 dalsze badania w tym zakresie. Geny odpo-
wiedzialne za adaptacje Thermus thermophilus do zycia w podwyzszonej temperatu-
rze wystepujg na megaplazmidzie. Znajdujg sie tam powtorzenia sekwencji ko-
dujgcych mechanizmy naprawcze DNA, m. in. chaperonéw i bialek SSB (ang. Single
Stranded DNA Binding Proteins), stabilizujgcych strukture kwaséw nukleinowych oraz
nukleaz, ligaz i polimeraz likwidujacych uszkodzenia ich czgsteczek. Megaplazmid
obu szczepow zawiera tez gen specyficznej endonukleazy usuwajacej uszkodzenia
DNA spowodowane wplywem promieniowania UV, ktére inicjuje tworzenie sie di-
merdéw zasad pirymidynowych (27). Jego sekwencja nukleotydowa wykazuje znacz-
ny poziom identycznosci z homologicznym genem znajdujacym sie w Deinococcus
radiodurans. Wystepujace u obu szczepéw mechanizmy naprawcze nie sg identycz-
ne. Jedna z roznic jest stwierdzona u Thermus thermophilus HB27 delecja cze$ci genu
kodujacego odwrotng gyraze (ang. reverse gyrase), ktora wskutek wprowadzania do-
datnich superskrecen zwieksza odpornos¢ cieplng helisy DNA (29). Brak aktywnej
formy tego enzymu nie skutkuje jednak obnizeniem temperatury wzrostu HB27.

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 148-162 2009 153


http://mostwiedzy.pl

Downloaded from mostwiedzy.pl

AN\ MOST

Izabela Sinkiewicz, Jozef Synowiecki

Na megaplazmidach znajduja sie tez zgrupowania genéw odpowiedzialnych za
katabolizm weglowodanéw (27). Geny poszczegoélnych enzyméw niektorych szla-
kéw metabolicznych Thermus thermophilus sg rozproszone. Przyktadem jest synteza
karotenoidéw, ktorych prekursory sa wytwarzane z udzialem biokatalizatorow ko-
dowanych chromosomalnym DNA, a gen enzymu katalizujacego koncowy etap szla-
ku jest zlokalizowany na megaplazmidzie (27). W badanym genomie Thermus
thermophilus HB8 nie zidentyfikowano genu reduktazy azotanowej, pomimo stwier-
dzonej u tego szczepu zdolnosci do przyswajania azotanéw (30). Swiadczy to
o tatwej delecji tego genu, zainicjowanej np. warunkami wzrostu mikroorganizmu.
Materiat chromosomowy szczepu HB27 zawiera natomiast geny odpowiedzialne za
przyswajanie zwigzkéw siarki w warunkach beztlenowego wzrostu. Na podstawie
analizy genomu wykazano wystepowanie sekwencji kodujacej reduktaze tiosiarcza-
nowa o duzej identycznosci z enzymem pochodzacym z Salmonella sp. (31).

7. Niektore sposoby adaptacji do wzrostu w podwyiszonej temperaturze

Na podstawie dotychczasowych badan wykazano, ze mechanizmy umozliwiajgce
zycie bakterii Thermus w podwyzszonej temperaturze sg zr6znicowane i zaleza od
gatunku mikroorganizmu oraz od temperatury jego wzrostu (32). Nie wiadomo jesz-
cze doktadnie, ktore ze znanych juz sposobow zapewnienia termostabilnos$ci biatek
wystepujg w poszczegoélnych gatunkach Thermus. Czasteczki dehydrogenazy aldehy-
du 3-fosfoglicerolowego z Thermus aquaticus sg np. stabilizowane zwiekszong w po-
réwnaniu z analogicznymi enzymami mezofili liczebno$cia wigzan wodorowych
i oddzialywan jonowych, zmniejszeniem powierzchni czasteczek wskutek wzrostu
stopnia ich upakowania oraz wystepowania mostkéw solnych wzmacniajgcych
wigzania pomiedzy podjednostkami biatka (33).

Badania B-glikozydazy z Thermus nonproteolyticus HG102 o optymalnej aktywno-
$ci w temp. 90°C wykazaly natomiast, ze termostabilno$¢ tego enzymu zapewnia
wzrost zawartosci proliny w petlach struktury o/B, zwiekszenie udziatu par jono-
wych tworzonych z udzialem argininy, zmniejszenie liczebnos$ci termolabilnych
reszt asparaginy, glutaminy i metioniny oraz stabilizacja a-helis za pomoca alaniny
(34). Enzym ten jest biatkiem monomerycznym w przeciwienstwie do p-glikozydaz
pochodzacych z mezofili, ktére sg dimerami (34).

Centra aktywne termostabilnych enzyméw majg zazwyczaj zakonserwowang bu-
dowe. Jednym z wyjatkow jest katalaza wystepujaca u Thermus thermophilus zawie-
rajgca zamiast zelaza jony manganu umiejscowione pomiedzy czterema grupami
prostetycznymi (35).

Oproécz zwiekszenia termostabilno$ci enzymoéw i innych biatek, istotne jest za-
bezpieczenie transkrypgji, translacji i szlakow metabolicznych przed dezorganizacja
spowodowang podwyzszeniem temperatury. Przyczyng wzrostu termostabilno$ci
tRNA jest np. zwiekszenie ilo$ci par G+C, stabilizowanie jego struktury oddziatywa-
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niami jonowymi wytworzonymi z udzialem Mg2+ oraz zastgpienie tymidyny 5-mety-
lo-2-tiourydyna (36). Duze znaczenie ma synteza chaperonéw i innych substangji
ochronnych. Jednym z biatek Hsp (ang. Heat shock proteins), wytwarzanym przez
Thermus thermophilus HB8 jest aktywowana ATP proteaza serynowa degradujaca zde-
naturowane biatka (37). Enzym ten jest kodowany sekwencjami nukleotydowymi po-
dobnymi jak w genomach innych gatunkéw Thermus. Zwiekszenie stabilnosci ciepl-
nej rybosomoéw i innych czgsteczek zapewnia m. in. spermina i termina. Termina
jest poliaming charakterystyczng dla ekstremalnie termofilnych Thermus spp. i roz-
nigca sie od sperminy brakiem jednej grupy metylenowej (36).

Oproécz poliamin i chaperonéw funkcje stabilizatora czgsteczek w komorkach
Thermus spetnia tez przypuszczalnie trehaloza (1-o-D-glukopiranozylo-1,1-o-D-glu-
kopiranozyd), bowiem wystepowanie syntazy trehalozy (EC 5.4.99.16) stwierdzono
zarowno w przypadku Thermus thermophilus HB-8, jak tez w Meiothermus ruber na-
lezacym do umiarkowanych termofili (38,39). Wymieniony disacharyd ma zdolno$¢
yuszczelniania” i zabezpieczania bton biologicznych, chroni lipidy przed utlenia-
niem oraz stabilizuje wigzania wodorowe utrzymujgce strukture biatek (40,41).

Jednym z dotychczas zbadanych sposob6ow przystosowania szlakéw metabolicz-
nych Thermus spp. do podwyzszonej temperatury jest modyfikacja cytochromoéw
oraz zastgpienie koenzymu Q menachinonem, bedacym pochodng chinonu rézniaca
sie od koenzymu Q dtugoscia tancucha izoprenowego (42). Uczestniczacy w konco-
wym etapie transportu elektronéw podczas reakcji hydroksylacji cytochrom P450
z Thermus thermophilus HB27 ma o 30°C wyzsza temperature cieplnej degradacji od
analogicznego biatka znajdujacego sie w mezofilach (43). Jego czasteczki zawieraja
17 a-helis oraz 11 domen o strukturze B-kartki i znajduje sie w nich hem zwigzany
za posrednictwem reszt cysteiny. Przyczyna podwyzszonej termostabilnosci tego
biatka jest m. in. skrocenie petli taczacych a-helisy, wyeliminowanie niektérych ter-
molabilnych reszt asparaginy, glutaminy i cysteiny, wzrost ilosci mostkéw solnych
i par jonowych oraz zmniejszenie wielkosci czasteczek (43).

8. Znaczenie biotechnologiczne bakterii rodzaju Thermus

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze bakterie rodzaju Thermus moga
stuzy¢ jako zrodto rozmaitych enzymoéw, karotenoidéw, witaminy B12 i uzytecz-
nych biatlek, jak np. chaperonéw stabilizujacych preparaty enzymatyczne lub biatek
warstwy S przydatnych w nanobiotechnologii. Enzymy pochodzace z Thermus spp.
mozna wykorzysta¢ m. in. w inzynierii genetycznej oraz do produkcji zywnosci, ko-
smetykow, farmaceutykéow, chemikaliow, detergentow, tekstyliow i wyrobow pa-
pierniczych.

Obecnie produkowane sa polimerazy DNA (EC 2.7.7.7) z Thermus aquaticus i Thermus
thermophilus HB8 oznaczone symbolami Taq lub Tth. Ich zastosowanie pozwolilo na
usprawnienie reakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), poprzez wyeliminowanie
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koniecznosci dodawania §wiezego enzymu po kazdym wysokotemperaturowym cy-
klu amplifikacji DNA (44). Polimeraza Tth, ktérej temperaturowe optimum aktywnosci
wynosi 75°C posiada w obecnosci jonéw Mn2* aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy,
umozliwiajgcej przeprowadzenie reakcji syntezy DNA na matrycy RNA, a nastepnie
powielenie produktu w reakcji PCR (45). Do dalszego usprawnienia tej reakcji po-
stuzyly pochodzace z niektérych gatunkéw Thermus termostabilne helikazy, ligazy
DNA i endonukleazy restrykcyjne, ktorych zalety przedstawiono w przegladowym
artykule opracowanym przez Pantazaki i wsp. (46).

Innymi uzytecznymi enzymami wytwarzanymi przez bakterie rodzaju Thermus s3
m.in. B-galaktozydazy o réznych wiasciwosciach zaleznych od gatunku drobno-
ustroju. Sg one przydatne do wytwarzania bezlaktozowych produktéw mlecznych
np. dietetycznego mleka i jego przetworéow, syropoéw glukozowo-galaktozowych,
bezlaktozowej serwatki wykorzystywanej do produkcji lodéw, fermentowanych na-
pojow oraz paszy dla zwierzat. Laktoza utrudnia rézne procesy technologiczne
i wywoluje u niektérych ludzi zaburzenia pokarmowe zwane nietolerancjg laktozy.
Poprzez hydrolize enzymatyczng katalizowang [B-galaktozydaza mozna zapobiec
skutkom nietolerancji laktozy oraz trudnosciom technologicznym spowodowanym
wystepowaniem tego cukru w mleku i serwatce. Zastosowanie termostabilnych
B-galaktozydaz zmniejsza ryzyko wzrostu niepozadanych droboustrojéow podczas
dtugotrwatego procesu przeprowadzanego w reaktorze z unieruchomionym enzy-
mem (47). Termostabilne B-galaktozydazy sa w przeciwienstwie do analogicznych
enzymoOw z mezofili mniej podatne na hamowanie reakcji wytwarzang podczas hy-
drolizy galaktozg, a glukoza jest niekiedy ich aktywatorem (48). Enzym o aktywno-
Sci B-galaktozydazy wytwarzany przez Thermus sp. T2 osiaga najwieksza aktywnos$¢
w 80°C przy pH 5,0 (49). Termostabilng -galaktozydaze wyizolowano tez z uzyska-
nego z Nowej Zelandii szczepu Thermus sp. 4-1A. Jest ona enzymem o duzej termo-
stabilnosci i po 20 godz. inkubacji w 80°C zachowuje 83% poczatkowej aktywnosci
(50). Podobnymi wtasciwo$ciami charakteryzuje sie enzym wyizolowany z komérek
termofilnej bakterii Thermus sp. A4 pochodzgcej z gorgcych Zrédet Atagawa w Japo-
nii, ktéry przy optymalnym pH 6,5 zachowuje poczatkowg aktywnos$¢ nawet po
20 godz. inkubacji w temp. 70°C (51). Termostabilne B-galaktozydazy sg ponadto
uzyteczne w wytwarzaniu laktulozy i innych prebiotykéw. Ich zastosowanie umozli-
wia prowadzenie reakcji w temperaturze zapewniajgcej wzrost wydajnosci transga-
laktozylacji oraz pozwala na zwiekszenie stezenia laktozy w roztworach. Zrédtem
enzymu przydatnego do tego celu jest Thermus aquaticus YT-I wytwarzajacy p-galak-
tozydaze o duzej aktywnosci transgalaktozylacyjnej w temp. 80°C i pH 5,5 (52). Ak-
tywnos¢ B-galaktozydazy przejawia tez f-glikozydaza ze szczepu Thermus Z1 osiggajaca
maksymalng aktywnos$¢ w temp. 80°C w szerokim zakresie pH od 4,5 do 6,5 (53).
Mozna ja uzy¢ do katalizowania hydrolizy celobiozy, ktorej nagromadzanie si¢ w $ro-
dowisku reakcji ogranicza aktywno$¢ innych enzyméw kompleksu celulolitycznego.

Termostabilne a-amylazy (EC 3.2.1.1) sa obecnie stosowane do uplynniania skro-
bi podczas wytwarzania maltodekstryn i syropéw skrobiowych, maltotetraozowych,
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maltozowych i glukozowych, stosowanych powszechnie w browarnictwie, gorzel-
nictwie oraz w produkcji wyrobow cukierniczych i piekarskich, mleka w proszku,
napojow, keczupéw, mrozonej zywnosci, maltozy, glukozy i alkoholi wielowodoro-
tlenowych, stosowanych jako zamienniki cukru (54). Szczep Thermus filiformis Ork
A2 wytwarza o-amylaze o optymalnej temperaturze dziatania 95°C, ktérej czas
pofowicznej inaktywacji w 85°C wynosi okoto 8 godz. (55). Enzym ten mozna wyko-
rzystac na etapie uplynniania skrobi. Zastosowanie termostabilnej o-amylazy redu-
kuje utrudniajgcy prowadzenie procesu wzrost lepkosci (30-40%) zawiesiny ziaren
skrobiowych spowodowany ich intensywnym kleikowaniem oraz zapewnia strace-
nie pozostatosci biatek wywotujacych zmetnienie wytwarzanych syropéw (56). Wy-
korzystanie tej a-amylazy jest jednak watpliwe ze wzgledu na powszechne stosowa-
nie preparatu Termamyl®, ktérego substancjg aktywna jest termostabilna o-amyla-
za z Bacillus subtilis lub Bacillus licheniformis, charakteryzujaca sie podobnymi wias-
ciwoSciami (57).

Wtasciwosci a-glukozydazy wytwarzanej przez Thermus thermophilus wskazuja na
jej uzyteczno$¢ w procesie scukrzania skrobi, katalizowanego obecnie glukoamy-
lazg (EC 3.2.1.3) z Aspergillus niger lub B-amylaza (EC 3.2.1.2) pochodzaca z jeczmie-
nia. Inaktywacja tych enzymoéw nastepuje w temp. 60-65°C i przed rozpoczeciem
scukrzania konieczne jest oziebienie roztworu maltodekstryn wytworzonych z udzia-
tem a-amylazy. Mozna tego unikng¢ zastepujac glukoamylazy termostabilnymi o-glu-
kozydazami (EC 3.2.1.20) dziatajgcymi w podobnych warunkach jak a-amylazy (58).
Zaletg a-glukozydazy z Thermus thermophilus jest prawie taka sama warto$¢ optymal-
nego pH, jak w przypadku preparatu Termamyl®, stosowanego obecnie do uptyn-
niania skrobi oraz zachowanie przez wymieniony enzym okoto 80% maksymalnej ak-
tywnos$ci w zakresie pH od 5,8 do 6,9. Stwarza to mozliwos¢ jego wspotdziatania
z rekombinowang a-amylazg z Pyrococcus woesei (59).

Alternatywnym rozwigzaniem jest wykorzystanie synergistycznego oddziatywania
a-glukozydazy z Thermus ruber i stosowanego aktualnie w skali przemystowej prepara-
tu glukoamylazy z Aspergillus niger. Oba enzymy osiagaja najwiekszg aktywnos$¢ w po-
dobnej temperaturze, ale r6znig sie specyficznos$cia dziatania. a-Glukozydazy charak-
teryzuja sie wieksza aktywnoscig wobec niskoczgsteczkowych substratéw. Aktywnosc¢
glukoamylaz jest natomiast najwieksza wzgledem polisacharydéw i dos$¢ szybko male-
je w miare zmniejszania sie masy czasteczkowej hydrolizowanego oligosacharydu.
W przeprowadzonych badaniach jednoczesnego wykorzystania glukoamylazy oraz
o-glukozydazy do katalizowania scukrzania skrobi wykazano, ze wspoéldziatanie han-
dlowego preparatu glukoamylazy oraz a-glukozydazy z Thermus ruber zwiekszato wy-
dajnos¢ wytwarzania glukozy w poréwnaniu z dzialaniem takiej samej ilosci jednostek
aktywnosci samej glukoamylazy (60). Podczas procesu katalizowanego mieszaning en-
zyméw nie zaobserwowano spadku zawartosci glukozy w mieszaninie reakcyjnej spo-
wodowanego reakcjami rewersji, ktorym przeciwdziata obecnos¢ a-glukozydazy.

Do usuwania rozgalezien czgsteczek amylopektyny podczas zaawansowanej hy-
drolizy skrobi katalizowanej termostabilnymi enzymami mozna wykorzystac pulula-

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 148-162 2009 157


http://mostwiedzy.pl

Downloaded from mostwiedzy.pl

AN\ MOST

Izabela Sinkiewicz, Jozef Synowiecki

naze EC 3.2.1.41) z Thermus aquaticus YT1, ktérej okres potowicznej inaktywacji
w temp. 95-98°C wynosi 4,5 godz. lub analogiczny enzym z Thermus caldophilus
GK-24 o maksymalnej aktywnosci w 75°C (61).

Warunkiem poprawy wydajnosci enzymatycznej izomeryzacji glukozy podczas
wytwarzania syropow fruktozowych jest zwiekszenie temperatury reakcji. Mozna to
osiggnac zastepujac stosowane dotychczas izomerazy ksylozowe (5.3.1.5) wytwa-
rzane przez Streptomyces, Bacillus, Arthrobacter lub Actinoplanes analogicznymi enzy-
mami z Thermus thermophilus lub Thermus caldophilus, ktoére wykazujg najwiekszg ak-
tywnos$¢ w temp. 90°C (46,54,62).

Enzymem do$¢ rzadko spotykanym u innych drobnoustrojow jest syntaza treha-
lozy umozliwiajaca przemystowa produkcje tego uzytecznego cukru w jednoetapo-
wej reakcji konwersji maltozy (63,64). Wystepowanie wymienionego enzymu, cha-
rakteryzujgcego sie prawie identycznymi optymalnymi warunkami dziatania (65°C,
pH okotlo 6,5) stwierdzono w przypadku szczepoéw Thermus thermophilus HB-8
i Meiothermus ruber (38,39). Fakt, ze optymalna temperatura dziatania syntazy treha-
lozy wyizolowanej z Thermus thermpohilus jest nizsza od temperatury rozwoju drob-
noustroju potwierdza istnienie w cytozolu oddziatywan stabilizujgcych enzym.

Gatunki Thermus wytwarzaja enzymy proteolityczne, wérod ktorych wystepuja
m. in. metaloproteinazy i proteinazy serynowe nalezgce do subtylizyn. R6znig sie
one specyficznoscig substratowa, termostabilnoscia, odpornoscia na dziatanie che-
latoréw oraz optymalnymi warunkami reakgcji. Enzymy te moga by¢ np. przydatne
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, skorzanym i tekstylnym oraz w pro-
dukcji detergentéw. Jednym z nich jest pochodzgca z Thermus thermophilus HB8
i dzialajagca w obecnosci ATP metaloproteinaza, ktéra zawiera w kieszeni katalitycz-
nej atomy cynku (65). Wykazuje ona aktywnos¢ tylko wobec zdenaturowanych bia-
tek, rozszczepiajac wigzania peptydowe utworzone z udzialem hydrofobowych ami-
nokwasow i uwalnia niewielkie peptydy o masie czasteczkowej nie przekraczajacej
30 kDa.

Szczep Thermus sp. Rt41A produkuje natomiast pozakomorkowa, alkaliczng pro-
teinaze zachowujgcg 75% maksymalnej aktywnosci w zakresie pH 7,0-10,0. Enzym
ten przejawia najwiekszg aktywnos¢ w temp. 90°C w pH 8,0, ale pod wplywem che-
latoréw usuwajacych CaZ* nastepuje obnizenie optymalnej temperatury dziatania
do 60°C i znaczne skrocenie okresu zachowania potowicznej aktywnosci (z kilku
godz. w temp. 70°C do okoto 3 min). Wymieniona proteinaza jest glikoproteing
o duzej odpornos$ci na zmiany sity jonowej i oddziatywanie rozpuszczalnikéw orga-
nicznych (66). Proponowanymi sposobami zastosowania tego enzymu jest produk-
cja detergentow i regeneracja membran ultrafiltracyjnych wykorzystywanych do od-
zyskiwania biatek serwatkowych.

Innymi uzytecznymi enzymami sa: alkaliczna proteinaza z Thermus aquaticus oraz
pochodzaca z tego mikroorganizmu aminopeptydaza o optymalnej temperaturze
dziatania 75-80°C i lepszej termostabilnosci od analogicznego enzymu z Bacillus
stearothermophilus (67,68).
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Niektore enzymy mozna wykorzysta¢ w chemoterapii lub kosmetyce. Ich przy-
ktadem jest aminohydrolaza L-asparaginy (EC 3.5.1.1) z Thermus thermophilus HBS.
Przeksztalca ona L-asparagine w amoniak i kwas L-asparaginowy, powodujgc letalny
dla komérek nowotworowych deficyt L-asparaginy, ktére nie sg zdolne do syntezy
tego aminokwasu (69). Przyktadem przydatnosci w kosmetyce jest zastosowanie
petnigcych role antyoksydantéw ekstraktoéw biatek z Thermus thermphilus jako sktad-
nika masci i kremoéw aktywowanych cieplnie, np. podczas mycia lub masazu. Ich
dziatanie regenerujace jest spowodowane m. in. oksydoreduktazami znajdujgcymi
sie w komorkach tego drobnoustroju. Zastosowanie termostabilnej katalazy, np.
z Thermus thermophilus w ukltadzie enzymatycznym biosensoréw uzywanych do
oznaczania glukozy lub sacharozy pozwala na przeprowadzanie tych pomiaréw
w podwyzszonej temperaturze.

Duze znaczenie przemystowe majg lipazy, katalizujagce hydrolize lipidow i wy-
twarzanie r6znych produktow w reakcjach estryfikacji i transestryfikacji. Zastosowa-
nie termostabilnych lipaz/esteraz wytwarzanych np. przez niektére gatunki Thermus
umozliwi przeprowadzenie tych reakcji w temperaturze przekraczajacej punkt top-
nienia substratu, co pozwoli na zrezygnowanie ze stosowania rozpuszczalnikow or-
ganicznych (70). Wsréd znanych gatunkéw Thermus, najlepiej obecnie zbadanymi
producentami wewnatrzkomoérkowych i pozakomérkowych lipaz sa Thermus aquaticus
i Thermus thermophilus HB27. Wymienione bakterie wytwarzajg lipazy z wydajnoscia
57 i 33 U/L podtoza (70).

Warto$¢ uzytkowa majg nie tylko enzymy, ale tez biatka warstwy S wystepujgce
m.in. u wszystkich gatunkéw Thermus. Niektore z tych biatek sg glikoproteinami
i zaleznie od pochodzenia charakteryzujg sie masg czasteczkowa od 40 do 200 kDa
(71,72). Tworza one supramolekularne, czworoboczne lub heksagonalne struktury
na $cianach komérkowych wielu bakterii i archeondw. Biatka te tacza sie wigzaniami
niekowalencyjnymi i moga by¢ rozpuszczone pod wplywem substancji niszczgcych
wigzania wodorowe, po ktorych usunieciu, np. przez dialize wykazujg tendencje do
tworzenia monomolekularnej warstwy o uporzgdkowanej budowie na statych nos$ni-
kach (np. ptytki silikonowe, polimery), filmach lipidowych, liposomach oraz na po-
wierzchni cieczy (73). Tak wytworzona warstwa ma wtasciwos$ci amfipatyczne i cha-
rakteryzuje sie fadunkiem powierzchniowym oraz zalezng od gatunku drobnoustro-
ju wielko$cig poréw (2-6 nm), wystepujacych pomiedzy regularnie utozonymi czas-
teczkami biatek (73). Wtasciwosci i uporzadkowana budowa bton utworzonych
przez biatka warstwy S jest przyczyna ich przydatnosci w bionice oraz do formowa-
nia monomolekularnej powtoki enzymoéw, przeciwciat i antygenéw, wykorzystywa-
nej np. do produkcji biosensoréw. Jednym z przyktadéw stosowania biatek warstwy
S jest stabilizowanie dwuwarstwowych bion lipidowych w ktére wbudowano rézne
aktywne biologicznie makroczgsteczki. Blony te maja niestety niewielkg trwatos$¢
i sg podatne na mechaniczng destrukcje. Znaczne zwiekszenie ich wytrzymatosci na-
stepuje w przypadku formowania bton lipidowych na powierzchni biatkowej war-
stwy S, immobilizowanej na stalym nos$niku (74,75).
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Charakteryzujgce sie jednakowymi rozmiarami poréw btony z bialek warstwy S
nadajg sie do formowania membran ultrafiltracyjnych o $cisle okreslonej wartosci
obciecia (cut-off) oraz do selektywnego putapkowania czasteczek we wnetrzu heksa-
gonalnych lub czworobocznych agregatéw tych biatek.

Powloki z biatek warstwy S wytworzone np. na ptytkach kwarcowych sg wykorzy-
stywane w mikrolitografii. Naniesione czasteczki biatek sg degradowane pod wpty-
wem promieniowania lasera UV w miejscach nie osfonietych metalowa maska (73).

Pory regularnie rozmieszczone w powloce z bialek warstwy S sg tez wykorzysty-
wane jako matryca do formowania nanoczgstek ztota i innych metali. Odbywa sie to
przez poddanie cienkiej folii umieszczonej na warstwie biatek oddziatywaniu stru-
mienia elektronow. Tak wytworzone nanoczastki metalu majg krystaliczng struktu-
re i rownoboczny lub heksagonalny przekroj.

9. Uwagi koficowe

Przedstawiony przeglad danych literaturowych swiadczy o przydatnosci termofi-
li rodzaju Thermus nie tylko do produkcji polimeraz DNA, ale tez wielu innych ter-
mostabilnych enzymoéw, uzytecznych m. in. w inzynierii genetycznej, kosmetyce,
farmacji i wytwarzaniu artykutéw spozywczych. W dotychczasowych badaniach wy-
kazano, Zze wymienione drobnoustroje mogg stuzy¢ jako zrodto karotenoidow, wita-
min, poliamin i biatek stosowanych w nanoelektronice. Wiele gatunkéw Thermus nie
zostato jednak doktadnie zbadanych i konieczne sa dalsze prace, majace na celu do-
konanie petnej charakterystyki enzymoéw i metabolizmu tych bakterii, opracowania
warunkéw wydajnej hodowli w bioreaktorach, okreslenie sekwencji nukleotydowej
genomow nie zbadanych dotychczas gatunkéw oraz zbadanie nie rozpoznanych
jeszcze funkgji niektérych genow.
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