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S u m m a r y

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. Wstêp

Rozwój technologii enzymatycznych jest przyczyn¹ poszuki-

wania nowych biokatalizatorów o w³aœciwoœciach zapewniaj¹-

cych zwiêkszenie wydajnoœci oraz udoskonalenie wykorzystywa-

nych aktualnie procesów lub umo¿liwiaj¹cych zastosowanie no-

wych sposobów przetwarzania surowców. Niezbêdne do tych

celów enzymy o unikatowych niekiedy w³aœciwoœciach mo¿na

uzyskaæ z ma³o dotychczas zbadanych drobnoustrojów ¿yj¹cych
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w ekstremalnych warunkach œrodowiska (1). Jednak¿e, pomimo du¿ych nak³adów

pracy i poniesionych kosztów enzymy z ekstremofili znalaz³y do tej pory niewiele

praktycznych zastosowañ, miêdzy innymi ze wzglêdu na niewystarczaj¹cy niekiedy

postêp badañ w tym zakresie.

Wœród ekstremofili drobnoustroje termofilne i ich enzymy, nazywane niekiedy

termozymami wbudzaj¹ zainteresowanie ze wzglêdu na du¿¹ stabilnoœæ umo¿liwia-

j¹c¹ prowadzenie reakcji w podwy¿szonej temperaturze. Skutkiem tego jest popra-

wa szybkoœci i wydajnoœci reakcji, zwiêkszenie rozpuszczalnoœci niektórych substra-

tów oraz ograniczenie lub nawet wyeliminowanie mo¿liwoœci zanieczyszczenia œro-

dowiska reakcji niepo¿¹danymi drobnoustrojami rosn¹cymi niekiedy w du¿ych fer-

mentorach i reaktorach przep³ywowych z unieruchomionym enzymem (2,3). Zalet¹

podwy¿szenia temperatury procesu jest te¿ mo¿liwoœæ zwiêkszenia stê¿enia i ob-

ni¿enia lepkoœci roztworów substratu. Przy u¿yciu takich enzymów nale¿y siê jed-

nak liczyæ ze wzrostem kosztu energii zu¿ytej na prowadzenie procesu w podwy¿-

szonej temperaturze (4).

2. Wystêpowanie bakterii rodzaju Thermus

Ma³o dotychczas wykorzystywanym Ÿród³em termostabilnych enzymów s¹ bak-

terie rodzaju Thermus, wyizolowane z obojêtnych lub alkalicznych gor¹cych Ÿróde³

i g³êbinowych, hydrotermalnych œrodowisk, jak równie¿ ze sztucznych zbiorników

wodnych. Wiele szczepów uzyskano z Narodowego Parku Yellowstone (USA) i No-

wej Zelandii, znaleziono je te¿ w Japonii, w gor¹cych, p³ytkich 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-

stêpuj¹ m. in. w gor¹cych Ÿród³ach Kamczatki i Islandii (5).

Pierwszy gatunek rodzaju Thermus, który nazwano Thermus aquaticus odkryli

w 1969 r. Brock i Freeze, w gor¹cych Ÿród³ach Narodowego Parku Yellowstone

w USA (6). Dwa lata póŸniej Oshima i Imahori wyizolowali bakterie Thermus thermophilus

HB8 (7). Szczepy z gatunku Thermus filiformis pochodz¹ z Nowej Zelandii (8), nato-

miast Thermus scotoductus znaleziono najpierw w gor¹cych, zawieraj¹cych zwi¹zki

siarki Ÿród³ach Islandii (9). Bakterie nale¿¹ce do rodzaju Thermus s¹ te¿ czêsto spo-

tykane w obojêtnych œrodowiskach wodnych o podwy¿szonej temperaturze, jak np.

ciep³a woda wodoci¹gowa, przemys³owe systemy wodne i gor¹ce œcieki.

3. Morfologia

Gatunki z rodzaju Thermus s¹ gramujemnymi, bakteriami tlenowymi, które nie wy-

twarzaj¹ przetrwalników i nie maj¹ zdolnoœci poruszania siê, bo nie posiadaj¹ rzêsek.

Wiêkszoœæ gatunków tworzy kolonie ¿ó³te, czerwone, pomarañczowe lub niekiedy
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ró¿owe, ale w miejscach pozbawionych œwiat³a mo¿na te¿ spotkaæ szczepy rosn¹ce

w postaci bezbarwnych b¹dŸ br¹zowych kolonii. Charakterystykê niektórych gatun-

ków tego rodzaju zamieszczono w tabeli. Barwa poszczególnych gatunków zale¿y od

ich pochodzenia i dostêpnoœci œwiat³a. Bakterie Thermus scotoductus znalezione w Sel-

foss na Islandii, jak te¿ w gor¹cych œciekach w USA, odznaczaj¹ siê brakiem pigmentu,

podczas gdy inne szczepy tego drobnoustroju, maj¹ br¹zowe zabarwienie (10). Bakte-

rie rodzaju Thermus s¹ pa³eczkami o œrednicy od 0,5 do 0,8 �m i d³ugoœci 5-10 �m. Wy-

izolowane z naturalnych œrodowisk przybieraj¹ formê doœæ d³ugich filamentów utwo-

rzonych przez po³¹czenie pojedynczych komórek. Po przeniesieniu do po¿ywki, ten-

dencja do tworzenia d³ugich w³ókien zanika i bakterie wystêpuj¹ jako pojedyncze ko-

mórki lub ³¹cz¹ siê w krótkie w³ókniste agregaty (6). W starszych hodowlach znajduj¹

siê niekiedy kuliste agregaty (ang. rotund bodies) o œrednicy 10-20 �m, zawieraj¹ce kil-

ka komórek otoczonych wspóln¹ zewnêtrzn¹ b³on¹. Mo¿liwoœæ formowania takich

struktur wykazuje oko³o 70% zbadanych dotychczas gatunków Thermus (6).

T a b e l a

Charakterystyka niektórych bakterii rodzaju Thermus

Cecha
Thermus

aquaticus

Thermus

filiformis

Thermus

thermophilus
Thermis ruber

Thermus

silvanus

barwa kolonii ¿ó³ta ¿ó³ta ciemno¿ó³ta czerwona pomarañczowa

kszta³t komórek pa³eczki pa³eczki pa³eczki pa³eczki pa³eczki

œrednica komórek (�m) 0,5-0,8 0,5-0,8 0,5-0,8 0,5-0,8 0,5-0,8

rzêski – – – – –

ruchliwoœæ – – – – –

œciana komórkowa + + + + +

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 oznacz. nie oznacz. 5,0-10

optymalne pH wzrostu 7,5-7,8 7,0-7,5 7,2 8,0 8,0-8,5

redukcja azotanów – – + + –

hydroliza:

arbutyny – + + + –

elastyny + – + + +

kazeiny + – – – +

Ÿród³a literaturowe (6) (8) (5) (76) (77)

Na podstawie analizy podobieñstw sekwencji 16S rRNA doprowadzono do po-

dzia³u gatunków zaliczonych do rodzaju Thermus na dwie grupy. Do jednej z nich

(zachowuj¹cej nazwê Thermus) nale¿¹ obecnie drobnoustroje charakteryzuj¹ce siê

optymalnymi temperaturami wzrostu w granicach 65-80°C, drug¹ grupê tworz¹ na-
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tomiast zabarwione na czerwono i rozwijaj¹ce siê najlepiej w temp. 50-65°C bakte-

rie Thermus ruber, Thermus silvanus i Thermus chliarophilus, które zaklasyfikowano do

nowo utworzonego rodzaju Meiothermus (11).

4. Sposoby od¿ywiania i warunki wzrostu

Bakterie Thermus spp. ró¿ni¹ siê znacznie optymaln¹ temperatur¹ (55-85°C) i pH

(6,5-10) wzrostu (tab.). Gatunki bytuj¹ce w temp. przekraczaj¹cej 70°C maj¹ ¿ó³te

zabarwienie kolonii, natomiast gatunki o optymalnej temperaturze wzrostu oko³o

60°C wyró¿niaj¹ siê ró¿owym lub pomarañczowym zabarwieniem (12). Kilka gatun-

ków Thermus rozwija siê najlepiej w 70-75°C przy pH 7,0-7,8. Wyj¹tek stanowi Thermus

thermophilus, który zachowuje zdolnoœæ do wzrostu nawet w 80-85°C (5). Obni¿enie

temperatury do oko³o 37°C prawie ca³kowicie hamuje wzrost bakterii rodzaju Thermus

(30). Wiêkszoœæ bakterii Thermus spp. pochodzi ze Ÿróde³ alkalicznych, przy czym

optymalne pH ich wzrostu wynosi oko³o 7,5 (13,14).

Drobnoustroje Thermus s¹ zaliczane do œciœle tlenowych chemoorganotrofów ko-

rzystaj¹cych w naturalnym œrodowisku z substancji organicznych wytwarzanych przez

inne mikroorganizmy. W ostatnich latach odkryto bakterie Thermus scotoductus utle-

niaj¹ce tiosiarczany do siarczanów (VI) i z tego powodu zaklasyfikowano je do fakul-

tatywnych miksotrofów (12,15). Pomimo ¿e bakterie rodzaju Thermus s¹ tlenowcami

to niektóre ekstremalnie termofilne gatunki mog¹ rosn¹æ bez dostêpu tlenu, dziêki

zdolnoœci do przenoszenia elektronów na znajduj¹ce siê w pod³o¿u jony azotanowe

lub siarczanowe. Cechy tej nie posiada Thermus aquaticus, Thermus filiformis i inne ga-

tunki nie redukuj¹ce azotanów (V) do azotanów (III) (16).

�ród³em wêgla w hodowli Thermus spp. mo¿e byæ glukoza, sacharoza, maltoza

oraz octany, cytryniany i bursztyniany, a Ÿród³em azotu sole amonowe, pepton lub

ekstrakt dro¿d¿owy. Wymagania pokarmowe poszczególnych gatunków s¹ zró¿ni-

cowane, ale wiele z nich dobrze przyswaja elastynê, fibrynê, kazeinê, ¿elatynê oraz

prolinê i kwas glutaminowy. Przy nadmiernej zawartoœci substancji organicznych

w po¿ywce nastêpuje zahamowanie ich wzrostu (17). Procesy metaboliczne szcze-

pów Thermus s¹ podobne jak u innych drobnoustrojów tlenowych i sk³adaj¹ siê m.

in. z cyklu kwasów trikarboksylowych. W przypadku dostêpnoœci w po¿ywce soli

kwasów karboksylowych, niektórych aminokwasów lub innych substancji kataboli-

zowanych do octanu wykorzystywany jest te¿ cykl glioksalowy przebiegaj¹cy z udzia-

³em liazy izocytrynianowej i dehydrogenazy NADH (18).

Szczepy Thermus mo¿na przechowywaæ przez wiele lat w temp. -80°C lub

w ciek³ym azocie, w pod³o¿u zawieraj¹cym 10-15% glicerolu. Komórki liofilizowane

mog¹ byæ przechowywane przez 18 lat, a umieszczone na pod³o¿u z agarem prze¿y-

waj¹ oko³o miesi¹ca w temp. 4°C (5). Podczas hodowli istotne jest dobre napowie-

trzanie pod³o¿a ze wzglêdu na obni¿enie rozpuszczalnoœci tlenu w podwy¿szonej

temperaturze wzrostu tych drobnoustrojów.

Charakterystyka bakterii rodzaju Thermus i ich przydatnoœæ w biotechnologii

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 148-162 2009 151

D
o

w
nl

o
ad

ed
 f

ro
m

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


5. Budowa struktur powierzchniowych

Gatunki Thermus mog¹ ¿yæ w biotopach o podwy¿szonej temperaturze m. in.

dziêki zwiêkszonej odpornoœci cieplnej struktur powierzchniowych. Œciana komór-

kowa Thermus spp. ma wielowarstwow¹ strukturê o cechach wspólnych dla bakterii

gramdodatnich i gramujemnych (19). Podobnie jak u gramujemnych drobnoustro-

jów do b³ony cytoplazmatycznej przylega cieñsza w porównaniu z bakteriami gram-

dodatnimi warstwa peptydoglikanu (mureiny) zbudowanego z naprzemianlegle u³o-

¿onych reszt N-acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego. Cz¹steczki

mureiny s¹ usieciowane mostkami utworzonymi z udzia³em reszt glicyny lub ornity-

ny wystêpuj¹cych w tetrapeptydach przy³¹czonych do kwasu N-acetylomuramino-

wego. Peptydoglikan wszystkich gatunków Thermus zawiera ornitynê zamiast kwasu

diaminopimelinowego wystêpuj¹cego u gramujemnych drobnoustrojów i jest pod

tym wzglêdem podobny do mureiny gramdodatnich bakterii z rodzaju Deinococcus

(19).

B³ona zewnêtrzna otoczona bia³kow¹ warstw¹ S (ang. surface crystalline layer) jest

wra¿liwa na dzia³anie EDTA i zawiera glikofosfolipid i dwa rodzaje glikolipidów za-

miast lipopolisacharydu (LPS) wystêpuj¹cego u innych gramujemnych bakterii (20).

Pod ni¹ znajduje siê obszar o strukturze amorficznego ¿elu pe³ni¹cy funkcjê prze-

strzeni peryplazmatycznej (20). Warstwa S o regularnej, pseudokrystalicznej budo-

wie, zró¿nicowanej w zale¿noœci od gatunku i szczepu Thermus ³¹czy siê bezpoœred-

nio z peptydoglikanem za poœrednictwem tzw. domen SLH, przenikaj¹cych prze-

strzeñ peryplazmatyczn¹ (20). Wystêpuj¹ce w œcianie komórkowej glikolipidy za-

wieraj¹ zamiast glicerolu d³ugo³añcuchowe alkilodiole (21). Zmiana ta jest przypusz-

czalnie jedn¹ z przyczyn zwiêkszonej odpornoœci struktur powierzchniowych na

dzia³anie podwy¿szonej temperatury.

Warstwa S u Thermus thermophilus zawiera identyczne podjednostki bia³kowe

o masie cz¹steczkowej oko³o 100 kDa (22,23). S¹ one stabilizowane jonami wapnia

oraz wi¹zaniami wodorowymi i oddzia³ywaniami hydrofobowymi, uzyskuj¹c wsku-

tek tego du¿¹ termostabilnoœæ. Sk³adnikiem mureiny Thermus thermophilus HB8 nie-

spotykanym u szczepu HB27 jest fenylooctan, którego funkcja nie zosta³a do tej

pory jednoznacznie wyjaœniona. Przypuszcza siê, ¿e arylowe grupy fenylooctanu in-

tensyfikuj¹ oddzia³ywania hydrofobowe peptydoglikanu z warstw¹ S (6). Budowa

œciany komórkowej determinuje charakterystyczny dla bakterii gramdodatnich brak

odpornoœci Thermus spp. na dzia³anie penicyliny i niektórych innych antybiotyków

(24).

Zwiêkszenie stabilnoœci cieplnej b³ony cytoplazmatycznej u Thermus spp. zapew-

niaj¹ lipidy zawieraj¹ce rozga³êzione, nasycone kwasy t³uszczowe, wœród których

w najwiêkszej iloœci wystêpuj¹ kwasy pentadekanowy (iso-C15) oraz heptadekanowy

(iso-C17). Zawartoœæ kwasu heptadekanowego w lipidach zwiêksza siê w wy¿szej

temperaturze wzrostu mikroorganizmu i maleje w przypadku tych gatunków, które

nale¿¹ do umiarkowanych termofili (21). Po przekroczeniu optymalnej temperatury

Izabela Sinkiewicz, Józef Synowiecki

152 PRACE PRZEGL¥DOWE

D
o

w
nl

o
ad

ed
 f

ro
m

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


hodowli nastêpuje wzrost zawartoœci lipidów, która w poszczególnych szczepach

mieœci siê w granicach 8-12% suchej masy komórek.

Dominuj¹cymi sk³adnikami frakcji polarnych lipidów s¹: glikolipid [diacylodigli-

kozylo-(N-acylo)-glikozoaminylo-glikozylo-glicerol] o zmiennej w ró¿nych gatunkach

zawartoœci glukozy, galaktozy, glukozaminy i galaktozaminy oraz fosfolipid zawie-

raj¹cy glukozoaminê (25). W b³onie cytoplazmatycznej zgromadzone s¹ karotenoidy

pe³ni¹ce funkcjê fotoprotektorów zabezpieczaj¹cych b³onê przed zmianami oksyda-

cyjnymi inicjowanymi naœwietleniem (5). Wystêpowanie tych substancji jest przy-

czyn¹ zró¿nicowanego zabarwienia kolonii gatunków Thermus, zale¿nego od rodza-

ju i zawartoœci karotenoidów.

6. Porównanie genomów Thermus thermophilus HB8 i HB27

Obecnie znane s¹ sekwencje nukleotydowe materia³u genetycznego szczepów:

Thermus thermophilus HB8 i HB27. Na podstawie ich analizy potwierdzono przydat-

noœæ wymienionych drobnoustrojów jako Ÿród³a termostabilnych proteaz, hydrolaz

glikozydów, esteraz, lipaz, dehydrogenaz, a tak¿e innych u¿ytecznych substancji,

np. witaminy B12 lub karotenoidów (26). Genomy szczepu HB8 s¹ z³o¿one z nukleo-

idu zawieraj¹cego 1973 geny i megaplazmidu w którym znajduje siê 251 genów

(27). Szczep HB27 ró¿ni siê wielkoœci¹ nukleoidu (1988 genów) oraz megaplazmidu

(230 genów) i ma nie wystêpuj¹cy u HB8 drugi plazmid o wielkoœci 9322 par zasad.

Megaplazmid szczepu HB8 zawiera oko³o 257 tys. p.z. jest o ponad 25 tys. p.z.

wiêkszy od megaplazmidu pochodz¹cego z HB27 (27). Podwy¿szenie temperatury

topnienia helisy DNA u szczepów HB8 i HB27, zachowuj¹cych zdolnoœæ wzrostu do

oko³o 85°C, zapewnia wynosz¹cy 69,4% udzia³ par G+C (28).

Do tej pory nie uda³o siê okreœliæ funkcji oko³o 40% sekwencji nukleotydowych

u szczepów HB8 i HB27 i prowadzone s¹ dalsze badania w tym zakresie. Geny odpo-

wiedzialne za adaptacjê Thermus thermophilus do ¿ycia w podwy¿szonej temperatu-

rze wystêpuj¹ na megaplazmidzie. Znajduj¹ siê tam powtórzenia sekwencji ko-

duj¹cych mechanizmy naprawcze DNA, m. in. chaperonów i bia³ek SSB (ang. Single

Stranded DNA Binding Proteins), stabilizuj¹cych strukturê kwasów nukleinowych oraz

nukleaz, ligaz i polimeraz likwiduj¹cych uszkodzenia ich cz¹steczek. Megaplazmid

obu szczepów zawiera te¿ gen specyficznej endonukleazy usuwaj¹cej uszkodzenia

DNA spowodowane wp³ywem promieniowania UV, które inicjuje tworzenie siê di-

merów zasad pirymidynowych (27). Jego sekwencja nukleotydowa wykazuje znacz-

ny poziom identycznoœci z homologicznym genem znajduj¹cym siê w Deinococcus

radiodurans. Wystêpuj¹ce u obu szczepów mechanizmy naprawcze nie s¹ identycz-

ne. Jedn¹ z ró¿nic jest stwierdzona u Thermus thermophilus HB27 delecja czêœci genu

koduj¹cego odwrotn¹ gyrazê (ang. reverse gyrase), która wskutek wprowadzania do-

datnich superskrêceñ zwiêksza odpornoœæ ciepln¹ helisy DNA (29). Brak aktywnej

formy tego enzymu nie skutkuje jednak obni¿eniem temperatury wzrostu HB27.
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Na megaplazmidach znajduj¹ siê te¿ zgrupowania genów odpowiedzialnych za

katabolizm wêglowodanów (27). Geny poszczególnych enzymów niektórych szla-

ków metabolicznych Thermus thermophilus s¹ rozproszone. Przyk³adem jest synteza

karotenoidów, których prekursory s¹ wytwarzane z udzia³em biokatalizatorów ko-

dowanych chromosomalnym DNA, a gen enzymu katalizuj¹cego koñcowy 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 zdolnoœci do przyswajania azotanów (30). Œwiadczy to

o ³atwej delecji tego genu, zainicjowanej np. warunkami wzrostu mikroorganizmu.

Materia³ chromosomowy szczepu HB27 zawiera natomiast geny odpowiedzialne za

przyswajanie zwi¹zków siarki w warunkach beztlenowego wzrostu. Na podstawie

analizy genomu wykazano wystêpowanie sekwencji koduj¹cej reduktazê tiosiarcza-

now¹ o du¿ej identycznoœci z enzymem pochodz¹cym z Salmonella sp. (31).

7. Niektóre sposoby adaptacji do wzrostu w podwy¿szonej temperaturze

Na podstawie dotychczasowych badañ wykazano, ¿e mechanizmy umo¿liwiaj¹ce

¿ycie bakterii Thermus w podwy¿szonej temperaturze s¹ zró¿nicowane i zale¿¹ od

gatunku mikroorganizmu oraz od temperatury jego wzrostu (32). Nie wiadomo jesz-

cze dok³adnie, które ze znanych ju¿ sposobów zapewnienia termostabilnoœci bia³ek

wystêpuj¹ w poszczególnych gatunkach Thermus. Cz¹steczki dehydrogenazy aldehy-

du 3-fosfoglicerolowego z Thermus aquaticus s¹ np. stabilizowane zwiêkszon¹ w po-

równaniu z analogicznymi enzymami mezofili liczebnoœci¹ wi¹zañ wodorowych

i oddzia³ywañ jonowych, zmniejszeniem powierzchni cz¹steczek wskutek wzrostu

stopnia ich upakowania oraz wystêpowania mostków solnych wzmacniaj¹cych

wi¹zania pomiêdzy podjednostkami bia³ka (33).

Badania �-glikozydazy z Thermus nonproteolyticus HG102 o optymalnej aktywno-

œci w temp. 90°C wykaza³y natomiast, ¿e termostabilnoœæ tego enzymu zapewnia

wzrost zawartoœci proliny w pêtlach struktury �/�, zwiêkszenie udzia³u par jono-

wych tworzonych z udzia³em argininy, zmniejszenie liczebnoœci termolabilnych

reszt asparaginy, glutaminy i metioniny oraz stabilizacja �-helis za pomoc¹ alaniny

(34). Enzym ten jest bia³kiem monomerycznym w przeciwieñstwie do �-glikozydaz

pochodz¹cych z mezofili, które s¹ dimerami (34).

Centra aktywne termostabilnych enzymów maj¹ zazwyczaj zakonserwowan¹ bu-

dowê. Jednym z wyj¹tków jest katalaza wystêpuj¹ca u Thermus thermophilus zawie-

raj¹ca zamiast ¿elaza jony manganu umiejscowione pomiêdzy czterema grupami

prostetycznymi (35).

Oprócz zwiêkszenia termostabilnoœci enzymów i innych bia³ek, istotne jest za-

bezpieczenie transkrypcji, translacji i szlaków metabolicznych przed dezorganizacj¹

spowodowan¹ podwy¿szeniem temperatury. Przyczyn¹ wzrostu termostabilnoœci

tRNA jest np. zwiêkszenie iloœci par G+C, stabilizowanie jego struktury oddzia³ywa-
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niami jonowymi wytworzonymi z udzia³em Mg2+ oraz zast¹pienie tymidyny 5-mety-

lo-2-tiourydyn¹ (36). Du¿e znaczenie ma synteza chaperonów i innych substancji

ochronnych. Jednym z bia³ek Hsp (ang. Heat shock proteins), wytwarzanym przez

Thermus thermophilus HB8 jest aktywowana ATP proteaza serynowa degraduj¹ca zde-

naturowane bia³ka (37). Enzym ten jest kodowany sekwencjami nukleotydowymi po-

dobnymi jak w genomach innych gatunków Thermus. Zwiêkszenie stabilnoœci ciepl-

nej rybosomów i innych cz¹steczek zapewnia m. in. spermina i termina. Termina

jest poliamin¹ charakterystyczn¹ dla ekstremalnie termofilnych Thermus spp. i ró¿-

ni¹c¹ siê od sperminy brakiem jednej grupy metylenowej (36).

Oprócz poliamin i chaperonów funkcjê stabilizatora cz¹steczek w komórkach

Thermus spe³nia te¿ przypuszczalnie trehaloza (1-�-D-glukopiranozylo-1,1-�-D-glu-

kopiranozyd), bowiem wystêpowanie syntazy trehalozy (EC 5.4.99.16) stwierdzono

zarówno w przypadku Thermus thermophilus HB-8, jak te¿ w Meiothermus ruber na-

le¿¹cym do umiarkowanych termofili (38,39). Wymieniony disacharyd ma zdolnoœæ

„uszczelniania” i zabezpieczania b³on biologicznych, chroni lipidy przed utlenia-

niem oraz stabilizuje wi¹zania wodorowe utrzymuj¹ce strukturê bia³ek (40,41).

Jednym z dotychczas zbadanych sposobów przystosowania szlaków metabolicz-

nych Thermus spp. do podwy¿szonej temperatury jest modyfikacja cytochromów

oraz zast¹pienie koenzymu Q menachinonem, bêd¹cym pochodn¹ chinonu ró¿ni¹c¹

siê od koenzymu Q d³ugoœci¹ ³añcucha izoprenowego (42). Uczestnicz¹cy w koñco-

wym etapie transportu elektronów podczas reakcji hydroksylacji cytochrom P450

z Thermus thermophilus HB27 ma o 30°C wy¿sz¹ temperaturê cieplnej degradacji od

analogicznego bia³ka znajduj¹cego siê w mezofilach (43). Jego cz¹steczki zawieraj¹

17 �-helis oraz 11 domen o strukturze �-kartki i znajduje siê w nich hem zwi¹zany

za poœrednictwem reszt cysteiny. Przyczyn¹ podwy¿szonej termostabilnoœci tego

bia³ka jest m. in. skrócenie pêtli ³¹cz¹cych �-helisy, wyeliminowanie niektórych ter-

molabilnych reszt asparaginy, glutaminy i cysteiny, wzrost iloœci mostków solnych

i par jonowych oraz zmniejszenie wielkoœci cz¹steczek (43).

8. Znaczenie biotechnologiczne bakterii rodzaju Thermus

W dotychczasowych badaniach wykazano, ¿e bakterie rodzaju Thermus mog¹

s³u¿yæ jako Ÿród³o rozmaitych enzymów, karotenoidów, witaminy B12 i u¿ytecz-

nych bia³ek, jak np. chaperonów stabilizujacych preparaty enzymatyczne lub bia³ek

warstwy S przydatnych w nanobiotechnologii. Enzymy pochodz¹ce z Thermus spp.

mo¿na wykorzystaæ m. in. w in¿ynierii genetycznej oraz do produkcji ¿ywnoœci, ko-

smetyków, farmaceutyków, chemikaliów, detergentów, tekstyliów i wyrobów pa-

pierniczych.

Obecnie produkowane s¹ polimerazy DNA (EC 2.7.7.7) z Thermus aquaticus i Thermus

thermophilus HB8 oznaczone symbolami Taq lub Tth. Ich zastosowanie pozwoli³o na

usprawnienie reakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), poprzez wyeliminowanie
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koniecznoœci dodawania œwie¿ego enzymu po ka¿dym wysokotemperaturowym cy-

klu amplifikacji DNA (44). Polimeraza Tth, której temperaturowe optimum aktywnoœci

wynosi 75°C posiada w obecnoœci jonów Mn2+ aktywnoœæ odwrotnej transkryptazy,

umo¿liwiaj¹cej przeprowadzenie reakcji syntezy DNA na matrycy RNA, a nastêpnie

powielenie produktu w reakcji PCR (45). Do dalszego usprawnienia tej reakcji po-

s³u¿y³y pochodz¹ce z niektórych gatunków Thermus termostabilne helikazy, ligazy

DNA i endonukleazy restrykcyjne, których zalety przedstawiono w przegl¹dowym

artykule opracowanym przez Pantazaki i wsp. (46).

Innymi u¿ytecznymi enzymami wytwarzanymi przez bakterie rodzaju Thermus s¹

m.in. �-galaktozydazy o ró¿nych w³aœciwoœciach zale¿nych od gatunku drobno-

ustroju. S¹ one przydatne do wytwarzania bezlaktozowych produktów mlecznych

np. dietetycznego mleka i jego przetworów, syropów glukozowo-galaktozowych,

bezlaktozowej serwatki wykorzystywanej do produkcji lodów, fermentowanych na-

pojów oraz paszy dla zwierz¹t. Laktoza utrudnia ró¿ne procesy technologiczne

i wywo³uje u niektórych ludzi zaburzenia pokarmowe zwane nietolerancj¹ laktozy.

Poprzez hydrolizê enzymatyczn¹ katalizowan¹ �-galaktozydaz¹ mo¿na zapobiec

skutkom nietolerancji laktozy oraz trudnoœciom technologicznym spowodowanym

wystêpowaniem tego cukru w mleku i serwatce. Zastosowanie termostabilnych

�-galaktozydaz zmniejsza ryzyko wzrostu niepo¿¹danych droboustrojów podczas

d³ugotrwa³ego procesu przeprowadzanego w reaktorze z unieruchomionym enzy-

mem (47). Termostabilne �-galaktozydazy s¹ w przeciwieñstwie do analogicznych

enzymów z mezofili mniej podatne na hamowanie reakcji wytwarzan¹ podczas hy-

drolizy galaktoz¹, a glukoza jest niekiedy ich aktywatorem (48). Enzym o aktywno-

œci �-galaktozydazy wytwarzany przez Thermus sp. T2 osi¹ga najwiêksz¹ aktywnoœæ

w 80°C przy pH 5,0 (49). Termostabiln¹ �-galaktozydazê wyizolowano te¿ z uzyska-

nego z Nowej Zelandii szczepu Thermus sp. 4-1A. Jest ona enzymem o du¿ej termo-

stabilnoœci i po 20 godz. inkubacji w 80°C zachowuje 83% pocz¹tkowej aktywnoœci

(50). Podobnymi w³aœciwoœciami charakteryzuje siê enzym wyizolowany z komórek

termofilnej bakterii Thermus sp. A4 pochodz¹cej z gor¹cych Ÿróde³ Atagawa w Japo-

nii, który przy optymalnym pH 6,5 zachowuje pocz¹tkow¹ aktywnoœæ nawet po

20 godz. inkubacji w temp. 70°C (51). Termostabilne �-galaktozydazy s¹ ponadto

u¿yteczne w wytwarzaniu laktulozy i innych prebiotyków. Ich zastosowanie umo¿li-

wia prowadzenie reakcji w temperaturze zapewniaj¹cej wzrost wydajnoœci transga-

laktozylacji oraz pozwala na zwiêkszenie stê¿enia laktozy w roztworach. �ród³em

enzymu przydatnego do tego celu jest Thermus aquaticus YT-I wytwarzaj¹cy �-galak-

tozydazê o du¿ej aktywnoœci transgalaktozylacyjnej w temp. 80°C i pH 5,5 (52). Ak-

tywnoœæ �-galaktozydazy przejawia te¿ �-glikozydaza ze szczepu Thermus Z1 osi¹gaj¹ca

maksymaln¹ aktywnoœæ w temp. 80°C w szerokim zakresie pH od 4,5 do 6,5 (53).

Mo¿na j¹ u¿yæ do katalizowania hydrolizy celobiozy, której nagromadzanie siê w œro-

dowisku reakcji ogranicza aktywnoœæ innych enzymów kompleksu celulolitycznego.

Termostabilne �-amylazy (EC 3.2.1.1) s¹ obecnie stosowane do up³ynniania skro-

bi podczas wytwarzania maltodekstryn i syropów skrobiowych, maltotetraozowych,
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maltozowych i glukozowych, stosowanych powszechnie w browarnictwie, gorzel-

nictwie oraz w produkcji wyrobów cukierniczych i piekarskich, mleka w proszku,

napojów, keczupów, mro¿onej ¿ywnoœci, maltozy, glukozy i alkoholi wielowodoro-

tlenowych, stosowanych jako zamienniki cukru (54). Szczep Thermus filiformis Ork

A2 wytwarza �-amylazê o optymalnej temperaturze dzia³ania 95°C, której czas

po³owicznej inaktywacji w 85°C wynosi oko³o 8 godz. (55). Enzym ten mo¿na wyko-

rzystaæ na etapie up³ynniania skrobi. Zastosowanie termostabilnej �-amylazy redu-

kuje utrudniaj¹cy prowadzenie procesu wzrost lepkoœci (30-40%) zawiesiny ziaren

skrobiowych spowodowany ich intensywnym kleikowaniem oraz zapewnia str¹ce-

nie pozosta³oœci bia³ek wywo³uj¹cych zmêtnienie wytwarzanych syropów (56). Wy-

korzystanie tej �-amylazy jest jednak w¹tpliwe ze wzglêdu na powszechne stosowa-

nie preparatu Termamyl®, którego substancj¹ aktywn¹ jest termostabilna �-amyla-

za z Bacillus subtilis lub Bacillus licheniformis, charakteryzuj¹ca siê podobnymi w³aœ-

ciwoœciami (57).

W³aœciwoœci �-glukozydazy wytwarzanej przez Thermus thermophilus wskazuj¹ na

jej u¿ytecznoœæ w procesie scukrzania skrobi, katalizowanego obecnie glukoamy-

laz¹ (EC 3.2.1.3) z Aspergillus niger lub �-amylaz¹ (EC 3.2.1.2) pochodz¹c¹ z jêczmie-

nia. Inaktywacja tych enzymów nastêpuje w temp. 60-65°C i przed rozpoczêciem

scukrzania konieczne jest oziêbienie roztworu maltodekstryn wytworzonych z udzia-

³em �-amylazy. Mo¿na tego unikn¹æ zastêpuj¹c glukoamylazy termostabilnymi �-glu-

kozydazami (EC 3.2.1.20) dzia³aj¹cymi w podobnych warunkach jak �-amylazy (58).

Zalet¹ �-glukozydazy z Thermus thermophilus jest prawie taka sama wartoœæ optymal-

nego pH, jak w przypadku preparatu Termamyl®, stosowanego obecnie do up³yn-

niania skrobi oraz zachowanie przez wymieniony enzym oko³o 80% maksymalnej ak-

tywnoœci w zakresie pH od 5,8 do 6,9. Stwarza to mo¿liwoœæ jego wspó³dzia³ania

z rekombinowan¹ �-amylaz¹ z Pyrococcus woesei (59).

Alternatywnym rozwi¹zaniem jest wykorzystanie synergistycznego oddzia³ywania

�-glukozydazy z Thermus ruber i stosowanego aktualnie w skali przemys³owej prepara-

tu glukoamylazy z Aspergillus niger. Oba enzymy osi¹gaj¹ najwiêksz¹ aktywnoœæ w po-

dobnej temperaturze, ale ró¿ni¹ siê specyficznoœci¹ dzia³ania. �-Glukozydazy charak-

teryzuj¹ siê wiêksz¹ aktywnoœci¹ wobec niskocz¹steczkowych substratów. Aktywnoœæ

glukoamylaz jest natomiast najwiêksza wzglêdem polisacharydów i doœæ szybko male-

je w miarê zmniejszania siê masy cz¹steczkowej hydrolizowanego oligosacharydu.

W przeprowadzonych badaniach jednoczesnego wykorzystania glukoamylazy oraz

�-glukozydazy do katalizowania scukrzania skrobi wykazano, ¿e wspó³dzia³anie han-

dlowego preparatu glukoamylazy oraz �-glukozydazy z Thermus ruber zwiêksza³o wy-

dajnoœæ wytwarzania glukozy w porównaniu z dzia³aniem takiej samej iloœci jednostek

aktywnoœci samej glukoamylazy (60). Podczas procesu katalizowanego mieszanin¹ en-

zymów nie zaobserwowano spadku zawartoœci glukozy w mieszaninie reakcyjnej spo-

wodowanego reakcjami rewersji, którym przeciwdzia³a obecnoœæ �-glukozydazy.

Do usuwania rozga³êzieñ cz¹steczek amylopektyny podczas zaawansowanej hy-

drolizy skrobi katalizowanej termostabilnymi enzymami mo¿na wykorzystaæ pulula-
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nazê EC 3.2.1.41) z Thermus aquaticus YT1, której okres po³owicznej inaktywacji

w temp. 95-98°C wynosi 4,5 godz. lub analogiczny enzym z Thermus caldophilus

GK-24 o maksymalnej aktywnoœci w 75°C (61).

Warunkiem poprawy wydajnoœci enzymatycznej izomeryzacji glukozy podczas

wytwarzania syropów fruktozowych jest zwiêkszenie temperatury reakcji. Mo¿na to

osi¹gn¹æ zastêpuj¹c 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, które wykazuj¹ najwiêksz¹ ak-

tywnoœæ w temp. 90°C (46,54,62).

Enzymem doœæ rzadko spotykanym u innych drobnoustrojów jest syntaza treha-

lozy umo¿liwiaj¹ca przemys³ow¹ produkcjê tego u¿ytecznego cukru w jednoetapo-

wej reakcji konwersji maltozy (63,64). Wystêpowanie wymienionego enzymu, cha-

rakteryzuj¹cego siê prawie identycznymi optymalnymi warunkami dzia³ania (65°C,

pH oko³o 6,5) stwierdzono w przypadku szczepów Thermus thermophilus HB-8

i Meiothermus ruber (38,39). Fakt, ¿e optymalna temperatura dzia³ania syntazy treha-

lozy wyizolowanej z Thermus thermpohilus jest ni¿sza od temperatury rozwoju drob-

noustroju potwierdza istnienie w cytozolu oddzia³ywañ stabilizuj¹cych enzym.

Gatunki Thermus wytwarzaj¹ enzymy proteolityczne, wœród których wystêpuj¹

m. in. metaloproteinazy i proteinazy serynowe nale¿¹ce do subtylizyn. Ró¿ni¹ siê

one specyficznoœci¹ substratow¹, termostabilnoœci¹, odpornoœci¹ na dzia³anie che-

latorów oraz optymalnymi warunkami reakcji. Enzymy te mog¹ byæ np. przydatne

w przemyœle spo¿ywczym, farmaceutycznym, skórzanym i tekstylnym oraz w pro-

dukcji detergentów. Jednym z nich jest pochodz¹ca z Thermus thermophilus HB8

i dzia³aj¹ca w obecnoœci ATP metaloproteinaza, która zawiera w kieszeni katalitycz-

nej atomy cynku (65). Wykazuje ona aktywnoœæ tylko wobec zdenaturowanych bia-

³ek, rozszczepiaj¹c wi¹zania peptydowe utworzone z udzia³em hydrofobowych ami-

nokwasów i uwalnia niewielkie peptydy o masie cz¹steczkowej nie przekraczaj¹cej

30 kDa.

Szczep Thermus sp. Rt41A produkuje natomiast pozakomórkow¹, alkaliczn¹ pro-

teinazê zachowuj¹c¹ 75% maksymalnej aktywnoœci w zakresie pH 7,0-10,0. Enzym

ten przejawia najwiêksz¹ aktywnoœæ w temp. 90°C w pH 8,0, ale pod wp³ywem che-

latorów usuwaj¹cych Ca2+ nastêpuje obni¿enie optymalnej temperatury dzia³ania

do 60°C i znaczne skrócenie okresu zachowania po³owicznej aktywnoœci (z kilku

godz. w temp. 70°C do oko³o 3 min). Wymieniona proteinaza jest glikoprotein¹

o du¿ej odpornoœci na zmiany si³y jonowej i oddzia³ywanie rozpuszczalników orga-

nicznych (66). Proponowanymi sposobami zastosowania tego enzymu jest produk-

cja detergentów i regeneracja membran ultrafiltracyjnych wykorzystywanych do od-

zyskiwania bia³ek serwatkowych.

Innymi u¿ytecznymi enzymami s¹: alkaliczna proteinaza z Thermus aquaticus oraz

pochodz¹ca z tego mikroorganizmu aminopeptydaza o optymalnej temperaturze

dzia³ania 75-80°C i lepszej termostabilnoœci od analogicznego enzymu z Bacillus

stearothermophilus (67,68).
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Niektóre enzymy mo¿na wykorzystaæ w chemoterapii lub kosmetyce. Ich przy-

k³adem jest aminohydrolaza L-asparaginy (EC 3.5.1.1) z Thermus thermophilus HB8.

Przekszta³ca ona L-asparaginê w amoniak i kwas L-asparaginowy, powoduj¹c letalny

dla komórek nowotworowych deficyt L-asparaginy, które nie s¹ zdolne do syntezy

tego aminokwasu (69). Przyk³adem przydatnoœci w kosmetyce jest zastosowanie

pe³ni¹cych rolê antyoksydantów ekstraktów bia³ek z Thermus thermphilus jako sk³ad-

nika maœci i kremów aktywowanych cieplnie, np. podczas mycia lub masa¿u. Ich

dzia³anie regeneruj¹ce jest spowodowane m. in. oksydoreduktazami znajduj¹cymi

siê w komórkach tego drobnoustroju. Zastosowanie termostabilnej katalazy, np.

z Thermus thermophilus w uk³adzie enzymatycznym biosensorów u¿ywanych do

oznaczania glukozy lub sacharozy pozwala na przeprowadzanie tych pomiarów

w podwy¿szonej temperaturze.

Du¿e znaczenie przemys³owe maj¹ lipazy, katalizuj¹ce hydrolizê lipidów i wy-

twarzanie ró¿nych produktów w reakcjach estryfikacji i transestryfikacji. Zastosowa-

nie termostabilnych lipaz/esteraz wytwarzanych np. przez niektóre gatunki Thermus

umo¿liwi przeprowadzenie tych reakcji w temperaturze przekraczaj¹cej punkt top-

nienia substratu, co pozwoli na zrezygnowanie ze stosowania rozpuszczalników or-

ganicznych (70). Wœród znanych gatunków Thermus, najlepiej obecnie zbadanymi

producentami wewn¹trzkomórkowych i pozakomórkowych lipaz s¹ Thermus aquaticus

i Thermus thermophilus HB27. Wymienione bakterie wytwarzaj¹ lipazy z wydajnoœci¹

57 i 33 U/L pod³o¿a (70).

Wartoœæ u¿ytkow¹ maj¹ nie tylko enzymy, ale te¿ bia³ka warstwy S wystêpuj¹ce

m.in. u wszystkich gatunków Thermus. Niektóre z tych bia³ek s¹ glikoproteinami

i zale¿nie od pochodzenia charakteryzuj¹ siê mas¹ cz¹steczkow¹ od 40 do 200 kDa

(71,72). Tworz¹ one supramolekularne, czworoboczne lub heksagonalne struktury

na œcianach komórkowych wielu bakterii i archeonów. Bia³ka te ³¹cz¹ siê wi¹zaniami

niekowalencyjnymi i mog¹ byæ rozpuszczone pod wp³ywem substancji niszcz¹cych

wi¹zania wodorowe, po których usuniêciu, np. przez dializê wykazuj¹ tendencjê do

tworzenia monomolekularnej warstwy o uporz¹dkowanej budowie na sta³ych noœni-

kach (np. p³ytki silikonowe, polimery), filmach lipidowych, liposomach oraz na po-

wierzchni cieczy (73). Tak wytworzona warstwa ma w³aœciwoœci amfipatyczne i cha-

rakteryzuje siê ³adunkiem powierzchniowym oraz zale¿n¹ od gatunku drobnoustro-

ju wielkoœci¹ porów (2-6 nm), wystêpuj¹cych pomiêdzy regularnie u³o¿onymi cz¹s-

teczkami bia³ek (73). W³aœciwoœci i uporz¹dkowana budowa b³on utworzonych

przez bia³ka warstwy S jest przyczyn¹ ich przydatnoœci w bionice oraz do formowa-

nia monomolekularnej pow³oki enzymów, przeciwcia³ i antygenów, wykorzystywa-

nej np. do produkcji biosensorów. Jednym z przyk³adów stosowania bia³ek warstwy

S jest stabilizowanie dwuwarstwowych b³on lipidowych w które wbudowano ró¿ne

aktywne biologicznie makrocz¹steczki. B³ony te maj¹ niestety niewielk¹ trwa³oœæ

i s¹ podatne na mechaniczn¹ destrukcjê. Znaczne zwiêkszenie ich wytrzyma³oœci na-

stêpuje w przypadku formowania b³on lipidowych na powierzchni bia³kowej war-

stwy S, immobilizowanej na sta³ym noœniku (74,75).
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Charakteryzuj¹ce siê jednakowymi rozmiarami porów b³ony z bia³ek warstwy S

nadaj¹ siê do formowania membran ultrafiltracyjnych o œciœle okreœlonej wartoœci

obciêcia (cut-off) oraz do selektywnego pu³apkowania cz¹steczek we wnêtrzu heksa-

gonalnych lub czworobocznych agregatów tych bia³ek.

Pow³oki z bia³ek warstwy S wytworzone np. na p³ytkach kwarcowych s¹ wykorzy-

stywane w mikrolitografii. Naniesione cz¹steczki bia³ek s¹ degradowane pod wp³y-

wem promieniowania lasera UV w miejscach nie os³oniêtych metalow¹ mask¹ (73).

Pory regularnie rozmieszczone w pow³oce z bia³ek warstwy S s¹ te¿ wykorzysty-

wane jako matryca do formowania nanocz¹stek z³ota i innych metali. Odbywa siê to

przez poddanie cienkiej folii umieszczonej na warstwie bia³ek oddzia³ywaniu stru-

mienia elektronów. Tak wytworzone nanocz¹stki metalu maj¹ krystaliczn¹ struktu-

rê i równoboczny lub heksagonalny przekrój.

9. Uwagi koñcowe

Przedstawiony przegl¹d danych literaturowych œwiadczy o przydatnoœci termofi-

li rodzaju Thermus nie tylko do produkcji polimeraz DNA, ale te¿ wielu innych ter-

mostabilnych enzymów, u¿ytecznych m. in. w in¿ynierii genetycznej, kosmetyce,

farmacji i wytwarzaniu artyku³ów spo¿ywczych. W dotychczasowych badaniach wy-

kazano, ¿e wymienione drobnoustroje mog¹ s³u¿yæ jako Ÿród³o karotenoidów, wita-

min, poliamin i bia³ek stosowanych w nanoelektronice. Wiele gatunków Thermus nie

zosta³o jednak dok³adnie zbadanych i konieczne s¹ dalsze prace, maj¹ce na celu do-

konanie pe³nej charakterystyki enzymów i metabolizmu tych bakterii, opracowania

warunków wydajnej hodowli w bioreaktorach, okreœlenie sekwencji nukleotydowej

genomów nie zbadanych dotychczas gatunków oraz zbadanie nie rozpoznanych

jeszcze funkcji niektórych genów.
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