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r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y.  A p l a s m i d  v e c t o r  o f  p E T - 2 2 b  5  

( N o v a g e n ;  D a r m s t a d t ,  G e r m a n y)  w a s  u s e d  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  6  

R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  ( R m C E )  g e n e  i n  E .  c o l i .  7  

 8  

D e t e c t i o n  o f  C E  a c t i v i t y  i n  t h e  c e l l  f re e  e x t r a c t  o f  R .  m a r i n u s  9  

J C M 9 7 8 5 .  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  w a s  a e r o b i c a l l y  c u l t i v a t e d  i n  3  L o f  1 0  

M a r i n e  B r o t h  2 2 1 6  ( Be c t o n ,  D i c k i n s o n ;  S p a r k s ,  M D ) ,  s u p p l e m e n t e d  1 1  

w i t h  0 . 2  %  w / v  k o n j a k  g l u c o m a n n a n  ( R h e o l e x ;  S h i m i z u  C h e m i c a l ;  1 2  

H i r o s h i m a ,  J a p a n )  a n d  0 . 0 2  %  w / v  a n t i f o a m e r  ( K M 7 2 ;  S h i n - E t s u  1 3  

C h e m i c a l ;  To k yo )  f o r  2 4  h  a t  7 0 ° C .  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  1 4  

c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  a b o u t  2 0 0  m L o f  1 0  m M  1 5  

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  7 . 0 ,  b u f f e r  A ) .  T h e  s u s p e n d e d  c e l l s  1 6  

w e r e  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n  u s i n g  A s t r a s o n  u l t r a s o n i c  p r o c e s s o r  1 7  

X L ( M i s o n i x ;  Fa r m i n gd a l e ,  N Y ) ,  a n d  t h e n  t h e  c e l l  d e b r i s  w a s  1 8  

r e m o v e d  b y  c e n t r i f u ga t i o n .  T h e  r e s u l t i n g  e x t r a c t  w a s  u s e d  i n  t h e  1 9  

a s s a y  o f  C E  a c t i v i t y,  a s  f o l l o w s :  C e l l - f r e e  e x t r a c t  ( 0 . 5  m L)  w a s  2 0  

m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  2 0 0  m M  l a c t o s e  i n  5 0  m M  s o d i u m  2 1  

p h o s p h a t e  b u ff e r  ( p H  7 . 0 ) ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  4 0 ° C  f o r  4 8  h .  T h e n  t h e  2 2  

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  a n a l yz e d  b y  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  2 3  

c h r o m a t o g r a p h y ( H P LC )  u n d e r  t h e  f o l l o w i n g  c o n d i t i o n s :  i n j e c t i o n  2 4  

v o l u m e ,  1 0  μ L;  c o l u m n ,  S u g a r  S P 0 8 1 0  ( ϕ 8 . 0  x  3 0 0  m m ;  S h o d e x ,  2 5  

To k yo ) ;  c o l u m n  t e m p e r a t u r e ,  8 0 ° C ;  e l u e n t ,  w a t e r ;  f l o w  r a t e ,  0 . 8  2 6  

m L/ m i n ;  d e t e c t i o n ,  r e f r a c t i v e  i n d e x .  A u t h e n t i c  e p i l a c t o s e  ( S i gm a ,  2 7  

S t .  Lo u i s ,  M O )  w a s  u s e d  a s  s t a n d a r d .  T h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  w a s  2 8  



p u r i f i e d  b y  H P LC  f o r  f u r t h e r  a n a l ys i s .  1  

  To  i d e n t i f y  t h e  m o n o s a c c h a r i d e  c o m p o n e n t  o f  t h e  r e a c t i o n  2  

p r o d u c t ,  p u r i f i e d  p r o d u c t  w a s  h yd r o l yz e d  w i t h  t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d  3  

( T FA )  a n d  t h e  r e s u l t i n g  m o n o s a c c h a r i d e s  w e r e  a n a l yz e d  b y  t h i n  4  

l a ye r  c h r o m a t o g r a p h y ( T LC ) .  Tw e n t y- f i v e  μ L o f  4  M  T FA a n d  a n  5  

e q u a l  v o l u m e  o f  0 . 4 %  w / v  r e a c t i o n  p r o d u c t  w e r e  m i x e d  a n d  t h i s  6  

w a s  k e p t  a t  1 0 0 ° C  f o r  3  h .  T h e n  t h e  m i x t u r e  w a s  d r i e d  i n  v a c u o  a n d  7  

t h e  r e s i d u e  w a s  d i s s o l v e d  i n  2 5  μ L o f  w a t e r.  O n e  μ L o f  t h e  8  

h yd r o l ys a t e  w a s  s p o t t e d  o n  a  T LC  p l a t e  ( S i l i c a  G e l  6 0  F 2 5 4 ;  M e r c k ;  9  

D a r m s t a d t ,  G e r m a n y)  a n d  d e v e l o p e d  i n  a  s o l v e n t  s ys t e m  o f  1 0  

2 - p r o p a n o l / 1 - b u t a n o l / w a t e r  ( 2 : 2 : 1 ;  v / v ) .  T h e  c h r o m a t o g r a m  w a s  1 1  

v i s u a l i z e d  u s i n g  a  d e t e c t i o n  r e a g e n t  ( e t h a n o l / s u l f u r i c  a c i d / a c e t i c  1 2  

a c i d / a n i s a l d e h yd e ,  9 2 : 3 : 2 : 3 ;  v / v ) .  G l u c o s e  ( K a n t o  C h e m i c a l ;  1 3  

To k yo ) ,  m a n n o s e  ( S i gm a ) ,  g a l a c t o s e  ( Wa k o  P u r e  C h e m i c a l ;  O s a k a ,  1 4  

J a p a n ) ,  a n d  f r u c t o s e  ( N a c a l a i  Te s q u e ;  K yo t o ,  J a p a n )  w e r e  u s e d  a s  1 5  

s t a n d a r d s .  1 6  

 1 7  

C l o n i n g  o f  R m C E  g e n e .  C e l l s  o f  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  f r o m  1  m L 1 8  

o f  c u l t u r e  f l u i d  w e r e  s u s p e n d e d  i n  0 . 1 3 2  m L o f  0 . 5  N  N a O H  a n d  t h i s  1 9  

w a s  b o i l e d  f o r  1 0  m i n .  T h e n  t h e  r e s u l t i n g  m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  2 0  

b y a d d i n g  3 2  μ L o f  2  M  Tr i s - H C l  b u f f e r  ( p H  7 . 0 )  a n d  u s e d  a s  t h e  2 1  

t e m p l a t e  i n  P C R  t o  a m p l i f y  t h e  R m C E  ge n e .  P C R  w a s  p e r f o r m e d  2 2  

u s i n g  K O D  P l u s  D N A p o l ym e r a s e  ( To yo b o ;  O s a k a ,  J a p a n ) ,  a n d  t h e  2 3  

f o l l o w i n g  p r i m e r s  d e s i g n e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  s e q u e n c e  u p -  a n d  2 4  

d o w n s t r e a m  o f  t h e  A C Y 4 9 3 1 7  g e n e  f r o m  R .  m a r i n u s  D S M 4 2 5 2 :  2 5  

5 ’ - T G C T G G AT TA C G T C AT G C A C A C G - 3 ’ ( a n t i s e n s e  o r i e n t a t i o n )  2 6  

a n d  5 ’ - C T G C A G C A G C A G G T G AT C G G A C - 3 ’ ( s e n s e  o r i e n t a t i o n ) .  2 7  

D i m e t h yl s u l f o x i d e  a t  2 %  v / v  w a s  a d d e d  t o  t h e  P C R  m i x t u r e  t o  2 8  



f a c i l i t a t e  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  D N A f r a gm e n t  w i t h  a  G C - r i c h  1  

t e m p l a t e .  T h e  s e q u e n c e  o f  t h e  a m p l i f i e d  P C R  p r o d u c t  w a s  a n a l yz e d  2  

u s i n g  a  G e n o m e La b T M  D ye  Te r m i n a t o r  C yc l e  S e q u e n c i n g  K i t  3  

( Be c k m a n  C o u l t e r ;  B r e a ,  C A )  a n d  a n  a u t o m a t i c  D N A s e q u e n c e r,  4  

C E Q  2 0 0 0 X L  T M  ( B e c k m a n  C o u l t e r ) .  T h e n  N d e I  a n d  X h o I  s i t e s  w e r e  5  

i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  5 ’ -  a n d  3 ’ - t e m i n i  o f  t h e  R m C E  g e n e  6  

r e s p e c t i v e l y  b y  P C R  t o  c l o n e  i n t o  a n  e x p r e s s i o n  v e c t o r ,  p E T 2 2 b .  7  

T h e  s e q u e n c e s  o f  t h e  p r i m e r s  u s e d  w e r e  a s  f o l l o w s :  5 ’ -  8  

A A A C ATAT G G T G A G C A C G G A G A C C AT C - 3 ’ ( s e n s e ,  N d e I  s i t e  9  

u n d e r l i n e d )  a n d  5 ’ - A A A C T C G A G C TA C C G G G AT C G A A C G T G - 3 ’ 1 0  

( a n t i s e n s e ,  X h o I  s i t e  u n d e r l i n e d ) .  T h e  ge n o m i c  D N A w a s  u s e d  a s  1 1  

t h e  t e m p l a t e .  T h e  a m p l i f i e d  D N A f r a g m e n t  a n d  p E T 2 2 b  w e r e  1 2  

d i ge s t e d  w i t h  N d e I  a n d  X h o I  ( b o t h  f r o m  Ta k a r a ;  K yo t o ,  J a p a n )  a n d  1 3  

c o n n e c t e d  u s i n g  D N A Li g a t i o n  K i t  M i g h t y  M i x  ( Ta k a r a ) .  T h e  1 4  

t r a n s f o r m a t i o n  o f  E .  c o l i  a n d  p r e p a r a t i o n  o f  p l a s m i d  D N A w e r e  1 5  

c a r r i e d  o u t  b y  H a n a h a n ’s  m e t h o d 1 5 )  a n d  t h e  a l k a l i n e  l ys i s  m e t h o d  1 6  

r e s p e c t i v e l y. 1 6 )  T h e  a m p l i f i e d  D N A f r a gm e n t  w a s  v e r i f i e d  b y  1 7  

s e q u e n c i n g  a s  w e l l .  1 8  

 1 9  

P u r i f i c a t i o n  o f  R m C E  f ro m  t h e  c e l l - f re e  e x t r a c t  o f  R .  m a r i n u s  2 0  

J C M 9 7 8 5 .  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  w a s  a e r o b i c a l l y  c u l t i v a t e d  i n  1 5  L 2 1  

o f  c u l t u r e  m e d i u m .  B a c t e r i a l  c e l l s  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  w e r e  2 2  

r e s u s p e n d e d  i n  1  L o f  b u ff e r  A a n d  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n .  T h e  2 3  

c e l l  d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e n  a m m o n i u m  s u l f a t e  2 4  

w a s  a d d e d  t o  t h e  s u p e r n a t a n t  t o  9 0 %  s a t u r a t i o n ,  a n d  t h e  s a m p l e  w a s  2 5  

s t o r e d  a t  4 º C  o v e r n i g h t .  P r e c i p i t a t e d  p r o t e i n ,  r e c o v e r e d  b y  2 6  

c e n t r i f u g a t i o n ,  w a s  d i s s o l v e d  i n  2 0 0  m L o f  b u f f e r  A a n d  d i a l yz e d  2 7  

a g a i n s t  b u ff e r  A .  T h e  r e s u l t i n g  s a m p l e  w a s  a p p l i e d  o n t o  a  2 8  



To yo p e a r l  D E A E - 6 5 0 M  c o l u m n  ( ϕ 5  x  4 2  c m ;  To s o h ,  To k yo )  1  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A .  T h e  n o n - a d s o r b e d  f r a c t i o n  w a s  o b t a i n e d  2  

b y t h o r o u gh  w a s h i n g  w i t h  b u f f e r  A .  T h i s  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h i c  3  

p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  2  t i m e s ,  b u t  e n z ym e  a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  4  

o n l y  i n  t h e  n o n - a d s o r b e d  f r a c t i o n s .  N e x t ,  a m m o n i u m  s u l f a t e  w a s  5  

a d d e d  t o  t h e  c o l l e c t e d  s a m p l e  u p  t o  0 . 5  M  a n d  t h e  s a m p l e  w a s  6  

s u b j e c t e d  t o  To yo p e a r l  Bu t y l - 6 5 0 M  ( To s o h )  c o l u m n  7  

c h r o m a t o g r a p h y,  w h e r e  a  c o l u m n  ( ϕ 2 . 6  x  3 5  c m )  w a s  e q u i l i b r a t e d  8  

w i t h  b u f f e r  A c o n t a i n i n g  0 . 5  M  a m m o n i u m  s u l f a t e .  A f t e r  t h e  9  

n o n - a d s o r b e d  p r o t e i n  w a s  e l u t e d  c o m p l e t e l y,  t h e  a d s o r b e d  p r o t e i n  1 0  

w a s  e l u t e d  b y  a  d e s c e n d i n g  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  a m m o n i u m  s u l f a t e  1 1  

f r o m  0 . 5  t o  0  M  ( t o t a l  e l u t i o n  v o l u m e ,  1  L) .  T h e  a c t i v e  f r a c t i o n s  1 2  

w e r e  p o o l e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  u p  t o  5  m L b y  u l t r a f i l t r a t i o n  w i t h  1 3  

A m i c o n  U l t r a - 1 5  ( M i l l i p o r e ;  B i l l e r i c a ,  M A ) .  T h e n  t h e  c o n c e n t r a t e d  1 4  

s a m p l e  w a s  a p p l i e d  t o  a  S e p h a c r y l  S - 2 0 0  c o l u m n  ( G E  H e a l t h c a r e ;  1 5  

U p p s a l a ,  S w e d e n ;  ϕ 2 . 6  x  8 7  c m )  e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A 1 6  

c o n t a i n i n g  0 . 1  M  N a C l .  C o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y w a s  p e r f o r m e d  a t  1 7  

f l o w  r a t e  o f  0 . 3  m L / m i n .  T h e  p o o l e d  a c t i v e  f r a c t i o n s  w e r e  d i a l yz e d  1 8  

a g a i n s t  b u ff e r  A ,  a n d  w e r e  u s e d  a s  t h e  f i n a l  e n z ym e  p r e p a r a t i o n .  1 9  

T h e  p u r i t y  o f  t h e  e n z ym e  p r e p a r a t i o n  w a s  c o n f i r m e d  b y  S D S - PA G E  2 0  

b y La e m m l i ’s  m e t h o d , 1 7 )  i n  w h i c h  a  c o m m e r c i a l l y  p r o d u c e d  2 1  

m o l e c u l a r  s i z e  m a r k e r  ( In v i t r o g e n ;  C a r l s b a d ,  C A )  w a s  u s e d ,  a n d  2 2  

t h e  g e l  w a s  s t a i n e d  w i t h  R a p i d  C B B K a n t o  ( K a n t o  C h e m i c a l ) .  T h e  2 3  

p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  B r a d f o r d  m e t h o d . 1 8 )  2 4  

Bo v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B i o - R a d ;  H e r c u l e s ,  C A )  w a s  u s e d  a s  a  2 5  

s t a n d a r d  p r o t e i n .  2 6  

 2 7  

N - Te r m i n a l  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  R m C E .  P u r i f i e d  R m C E  a t  11  μ g  2 8  



w a s  s u b j e c t e d  t o  S D S - PA G E  a n d  t h e  s e p a r a t e d  p r o t e i n  w a s  1  

t r a n s f e r r e d  t o  a  p o l yv i n yl i d e n e  d i f l u o r i d e  m e m b r a n e  2  

( Im m o b i l o n - P S Q ;  M i l l i p o r e )  b y  e l e c t r o b l o t t i n g  u s i n g  a  s e m i - d r y  3  

b l o t t i n g  a p p a r a t u s . 1 9 )  T h e  b a n d  o f  R m C E ,  d e t e c t e d  b y  s t a i n i n g  w i t h  4  

C o o m a s s i e  Br i l l i a n t  B l u e  R - 2 5 0 ,  w a s  c u t  o f f  f r o m  t h e  m e m b r a n e  5  

a n d  a p p l i e d  t o  N - t e r m i n a l  s e q u e n c e  a n a l ys i s  u s i n g  a  p r o t e i n  6  

s e q u e n c e r ,  P r o c i s e  4 9 2 c LC  ( A p p l i e d  B i o s ys t e m s ;  Fo s t e r  C i t y,  C A ) .  7  

 8  

P ro d u c t i o n  o f  re c o m b i n a n t  R m C E  i n  E .  c o l i .  To  p r o d u c e  9  

r e c o m b i n a n t  R m C E ,  a  s i n g l e  c o l o n y  o f  E .  c o l i  t r a n s f o r m a n t  1 0  

h a r b o r i n g  t h e  e x p r e s s i o n  p l a s m i d  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  3  m L o f  1 1  

Lu r i a - B e r t a n i  b r o t h  c o n t a i n i n g  1 0 0  µ g / m L o f  a m p i c i l l i n ,  a n d  1 2  

c u l t u r e d  a t  3 0 ° C  o v e r n i gh t .  T h e n  0 . 2  m L o f  t h e  c u l t u r e  f l u i d  w a s  1 3  

t r a n s f e r r e d  t o  a  f r e s h  m e d i u m  a t  2 0 0  m L a n d  t h i s  w a s  c u l t u r e d  a s  1 4  

w e l l  u n t i l  A 6 0 0  r e a c h e d  0 . 5 .  T h e n  0 . 2  m L o f  1 0 0  m M  i s o p r o p yl  1 5  

1 - t h i o - β - D - g a l a c t o s i d e  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ,  0 . 1  m M )  w a s  a d d e d  t o  1 6  

i n d u c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n ,  a n d  t h e  c u l t u r e  1 7  

f l u i d  w a s  f u r t h e r  i n c u b a t e d  a t  1 6 ° C  f o r  2 4  h .  T h e  c e l l s  w e r e  1 8  

c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  2 0  m L o f  2 0  m M  1 9  

s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  7 . 0 ) .  T h e y  w e r e  d i s r u p t e d  b y  2 0  

s o n i c a t i o n  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a n d  t h e  c e l l  d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  2 1  

c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  w a s  i n c u b a t e d  a t  7 0 ° C  f o r  2 2  

3 0  m i n  a n d  c e n t r i f u ge d  t o  r e m o v e  a g g r e ga t e d  p r o t e i n .  T h e n  2 3  

s u p e r n a t a n t  o b t a i n e d  w a s  d i a l yz e d  a g a i n s t  b u ff e r  A a n d  u s e d  f o r  2 4  

e n z ym e  c h a r a c t e r i z a t i o n .  2 5  

 2 6  

E n z y m e  a s s a y.  A r e a c t i o n  m i x t u r e  a t  1  m L c o n s i s t i n g  o f  a n  2 7  

a p p r o p r i a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e n z ym e ,  1 0 0  m M  l a c t o s e ,  a n d  3 0  2 8  



m M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  7 . 0 )  w a s  i n c u b a t e d  a t  6 0 ° C  f o r  1 0  1  

m i n .  T h e  e n z ym a t i c  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  0 . 2  m L o f  0 . 1  N  2  

H C l  a n d  s u c c e s s i v e  b o i l i n g  f o r  3  m i n .  T h e n  0 . 5 %  w / v  s o r b i t o l  a t  3  

0 . 3  m L w a s  a d d e d  t o  t h e  m i x t u r e  a s  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d ,  a n d  H P LC  4  

w a s  p e r f o r m e d  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  m e n t i o n e d  a b o v e  t o  m e a s u r e  5  

t h e  e p i l a c t o s e  p r o d u c e d .  A s t a n d a r d  c u r v e  w a s  o b t a i n e d  w i t h  a  p e a k  6  

a r e a  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a u t h e n t i c  e p i l a c t o s e  r e l a t i v e  t o  7  

s o r b i t o l .  O n e  U  o f  e n z ym e  a c t i v i t y  w a s  d e f i n e d  a s  t h e  a m o u n t  o f  8  

e n z ym e  t h a t  f o r m s  1  μ m o l  o f  e p i l a c t o s e  f r o m  l a c t o s e  i n  1  m i n  u n d e r  9  

t h e s e  c o n d i t i o n s .  1 0  

T h e  e n z ym a t i c  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  R m C E  w e r e  i n v e s t i g a t e d  w i t h  1 1  

a n  E .  c o l i  r e c o m b i n a n t  e n z ym e  s a m p l e .  O p t i m u m  p H  a n d  1 2  

t e m p e r a t u r e  w e r e  e v a l u a t e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  i n i t i a l  r e a c t i o n  1 3  

v e l o c i t i e s  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  e n z ym e  a s s a y  m o d i f i e d  i n  1 4  

t e r m s  o f  r e a c t i o n  p H  a n d  t e m p e r a t u r e  r e s p e c t i v e l y.  To  i d e n t i f y  t h e  1 5  

o p t i m u m  p H ,  2 0  m M  B r i t t o n - R o b i n s o n  b u ff e r  ( p H  3 - 1 0 ;  c o m p o s e d  1 6  

o f  a n  a c i d i c  m i x t u r e  o f  2 0  m M  a c e t i c  a c i d ,  2 0  m M  p h o s p h o r i c  a c i d ,  1 7  

a n d  2 0  m M  g l yc i n e ,  t h e  p H  v a l u e  o f  w h i c h  w a s  a d j u s t e d  w i t h  N a O H )  1 8  

w a s  u s e d  a s  t h e  r e a c t i o n  b u f f e r.  In  t h e  a n a l ys i s  o f  t h e  o p t i m u m  1 9  

t e m p e r a t u r e ,  t h e  r e a c t i o n  r a t e  a t  5 0 - 1 0 0 º C  w a s  m e a s u r e d .  2 0  

p H  a n d  t e m p e r a t u r e  s t a b i l i t i e s  w e r e  a s s e s s e d  b y  m e a s u r i n g  2 1  

r e s i d u a l  a c t i v i t y  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  f o l l o w i n g  t h e  p H  a n d  2 2  

t e m p e r a t u r e  t r e a t m e n t s .  p H  t r e a t m e n t  w a s  p e r f o r m e d  b y  i n c u b a t i n g  2 3  

1 5 0  μ L o f  e n z ym e  s o l u t i o n  ( 2 . 2  m g / m L )  i n  2 0  m M  B r i t t o n - R o b i n s o n  2 4  

b u f f e r  ( p H  3 . 0 - 1 2 . 0 ) ,  5 0  m M  K C l - H C l  ( p H  2 . 0 ) ,  a n d  1 0 0  m M  2 5  

K C l - K O H  ( p H  1 3 . 0 )  f o r  2 4  h  a t  4 ° C .  F o r  t e m p e r a t u r e  t r e a t m e n t ,  0 . 5  2 6  

m L o f  0 . 2  m g/ m L o f  t h e  e n z ym e  i n  2 0  m M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  2 7  

( p H  7 . 0 )  w a s  i n c u b a t e d  a t  5 0 - 1 0 0 º C  f o r  3 0  m i n ,  a n d  t h e n  2 8  



i m m e d i a t e l y  c o o l e d  o n  i c e  t o  s t o p  t h e  t e m p e r a t u r e  t r e a t m e n t .  T h e  1  

a c t i v i t y  b e f o r e  t h e  t r e a t m e n t  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  1 0 0 %  o f  r e s i d u a l  2  

a c t i v i t y.  3  

  T h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  R m C E  f o r  c e l l o b i o s e  a n d  l a c t o s e  w e r e  4  

d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  i n i t i a l  r e a c t i o n  r a t e s  t o w a r d  v a r y i n g  5  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b s t r a t e s  ( 1 0 - 1 0 0  m M )  b y  n o n - l i n e a r  r e g r e s s i o n  6  

t o  t h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n .  T h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s ,  e x c e p t  7  

f o r  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  w e r e  t h e  s a m e  a s  t h e  s t a n d a r d  8  

c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  a b o v e .  9  

 1 0  

T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  re a c t i o n  p ro d u c t s  w i t h  v a r i o u s  s u g a r s .  T h e  1 1  

r e a c t i o n  m i x t u r e s  o f  R m C E  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  s u g a r s  w e r e  1 2  

a n a l yz e d  b y  T LC  a s  w e l l .  A r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n s i s t i n g  o f  0 . 8  1 3  

μ g / m L o f  R m C E ,  1 0 0  m M  s u b s t r a t e  d e s c r i b e d  b e l o w,  a n d  2 0  m M  1 4  

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u ff e r  ( p H  6 . 5 )  w a s  i n c u b a t e d  a t  6 0 º C  f o r  2 4  h .  1 5  

G l u c o s e ,  g a l a c t o s e ,  l a c t o s e ,  e p i l a c t o s e ,  c e l l o b i o s e  ( S i g m a ) ,  1 6  

c e l l o t r i o s e  ( S e i k a g a k u ;  To k yo ) ,  m a n n o b i o s e  ( M e g a z ym e ;  Wi c k l o w,  1 7  

I r e l a n d ) ,  g e n t i o b i o s e  ( Wa k o  P u r e  C h e m i c a l ) ,  m a l t o s e  ( N i h o n  1 8  

S h o k u h i n  K a k o ;  To k yo ) ,  l a m i n a r i b i o s e  ( S e i k a g a k u ) ,  s o p h o r o s e  1 9  

( S i gm a ) ,  m a n n o s e ,  a n d  N - a c e t y l m a n n o s a m i n e  ( N a c a l a i  Te s q u e  )  2 0  

w e r e  t e s t e d  a s  s u b s t r a t e s .      2 1  

 2 2  

 2 3  

R e s u l t s  2 4  

 2 5  

D e t e c t i o n  o f  C E  a c t i v i t y  i n  t h e  c e l l - f re e  e x t r a c t  o f  R .  m a r i n u s  2 6  

J C M 9 7 8 5  2 7  

T h e  c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  2 8  



l a c t o s e ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  a n a l yz e d  b y  H P LC .  A p e a k  1  

w i t h  t h e  s a m e  r e t e n t i o n  t i m e  a s  a u t h e n t i c  e p i l a c t o s e  w a s  d e t e c t e d  2  

i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .  T h e  h yd r o l ys a t e  o f  p u r i f i e d  p r o d u c t  w i t h  3  

T FA s h o w e d  t w o  s p o t s  w i t h  t h e  s a m e  m o b i l i t y  a n d  c o l o r  a s  m a n n o s e  4  

a n d  g a l a c t o s e  o n  T LC  a n a l ys i s  ( n o t  s h o w n ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  5  

g l u c o s e  r e s i d u e  a t  t h e  r e d u c i n g  e n d  o f  l a c t o s e  w a s  e n z ym a t i c a l l y  6  

c o n v e r t e d  t o  m a n n o s e  r e s i d u e .  T h u s  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  p r o d u c e d  7  

a  C E  a s  p r e d i c t e d  b a s e d  o n  t h e  h i gh  s e q u e n c e  s i m i l a r i t y  o f  8  

A C Y 4 9 3 1 7  p r o t e i n  f r o m  R .  m a r i n u s  D S M 4 2 5 2  t o  k n o w n  C E s .   9  

 1 0  

P ro d u c t i o n  o f  re c o m b i n a n t  R m C E  i n  E .  c o l i  1 1  

  A g e n e  h o m o l o g o u s  t o  t h e  A C Y 4 9 3 1 7  g e n e  f r o m  R .  m a r i u s  1 2  

D S M 4 2 5 2  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  g e n o m e  o f  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  b y  1 3  

P C R .  T h e  d e d u c e d  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  g e n e  o b t a i n e d  w a s  1 4  

9 4 . 2 %  i d e n t i c a l  t o  t h e  A C Y 4 9 3 1 7  p r o t e i n  ( F i g .  1 ) .  In  o r d e r  t o  1 5  

c o n f i r m  t h a t  t h e  c l o n e d  g e n e  e n c o d e d  R m C E ,  n a t i v e  R m C E  w a s  1 6  

p u r i f i e d  f r o m  t h e  c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  ( F i g .  2 a ) ,  1 7  

a n d  t h e  N - t e r m i n a l  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a n d  t h e  m a s s e s  o f  t h e  1 8  

t r yp t i c  p e p t i d e s  o f  t h e  p u r i f i e d  e n z ym e  w e r e  a n a l yz e d .  T h e  1 9  

N - t e r m i n a l  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  p u r i f i e d  n a t i v e  R m C E ,  2 0  

G l u - T h r - I l e - P r o - A s p - Va l - A rg - A rg - Le u ,  a n a l yz e d  b y  E d m a n  2 1  

d e g r a d a t i o n ,  w a s  i n c l u d e d  i n  t h e  d e d u c e d  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  2 2  

t h e  c l o n e d  g e n e  ( F i g .  1 ) .  A d d i t i o n a l l y,  t h e  p e p t i d e  m a s s e s  o f  t h e  2 3  

t r yp t i c  p e p t i d e s  o f  t h e  n a t i v e  R m C E ,  a n a l yz e d  b y  M A LD I - TO F- M S ,  2 4  

m a t c h e d  t h e  t h e o r e t i c a l  v a l u e s  w i t h  2 7 . 2 %  c o v e r a g e  o f  t h e  e n t i r e  2 5  

a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  ( F i g .  1 ,  S u p p l e m e n t a l  F i g .  1 ,  a n d  2 6  

S u p p l e m e n t a l  Ta b l e  1 ;  s e e  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  We b  s i t e ) .  2 7  

T h e s e  r e s u l t s  u n a m b i gu o u s l y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c l o n e d  g e n e  e n c o d e d  2 8  



R m C E  i n  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5 .  1  

N e x t ,  t h e  c l o n e d  g e n e  w a s  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  t o  p r o d u c e  2  

r e c o m b i n a n t  R m C E .  T h i s  w a s  s u c c e s s f u l l y  p r o d u c e d  i n  t h e  s o l u b l e  3  

f r a c t i o n  o f  t h e  E .  c o l i  c e l l  ( F i g .  2 b ) .  T h e  t o t a l  e n z ym a t i c  a c t i v i t y  4  

p r o d u c e d  i n  2 0 0  m L o f  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  1 , 0 5 0  U ,  e s t i m a t i n g  t h a t  5  

1 2  m g  o f  r e c o m b i n a n t  e n z ym e  w a s  p r o d u c e d  b a s e d  o n  t h e  s p e c i f i c  6  

a c t i v i t y  o f  t h e  p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  e n z ym e .  H e a t  t r e a t m e n t  o f  t h e  7  

c e l l - f r e e  e x t r a c t  a t  7 0 º C  f o r  3 0  m i n  w a s  e f f e c t i v e  i n  t h e  8  

p u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  R m C E .  T h e  r e s u l t i n g  e n z ym e  s a m p l e  9  

s h o w e d  a  s i n g l e  b a n d  o n  S D S - PA G E  ( F i g .  2 b ) ,  a n d  i t s  s p e c i f i c  1 0  

a c t i v i t y  w a s  8 7 . 5  U / m g .  1 1  

 1 2  

E f f e c t s  o f  t e m p e r a t u re  a n d  p H  o n  t h e  a c t i v i t y  a n d  s t a b i l i t y  o f  1 3  

R m C E  1 4  

T h e  e f f e c t s  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  p H  o n  t h e  a c t i v i t y  a n d  s t a b i l i t y  o f  1 5  

r e c o m b i n a n t  R m C E  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  a c t i v i t y  o f  R m C E s  1 6  

s i gn i f i c a n t l y  e l e v a t e d  w i t h  i n c r e a s i n g  t e m p e r a t u r e  u p  t o  8 0 ° C  ( F i g .  1 7  

3 a ) .  A t  8 0 ° C ,  2 . 5 - f o l d  h i g h e r  a c t i v i t y  w a s  s h o w n  t h a n  a t  5 0 ° C .  1 8  

S i m i l a r  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  a t  9 0 ° C ,  b u t  i t  w a s  d e c r e a s e d  a t  1 9  

1 0 0 ° C .  T h e  t h e r m a l  s t a b i l i t y  o f  R m C E  w a s  a s s e s s e d  b y  m e a s u r i n g  2 0  

r e s i d u a l  a c t i v i t y  a f t e r  h e a t  t r e a t m e n t  f o r  3 0  m i n .  R e s i d u a l  a c t i v i t y  2 1  

o v e r  9 0 %  o f  t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y  w a s  s h o w n  b e l o w  8 0 ° C ,  w h e r e a s  2 2  

v e r y  l o w  a n d  n o  r e s i d u a l  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  a t  9 0 ° C  a n d  1 0 0 ° C  2 3  

r e s p e c t i v e l y  ( F i g .  3 a ) .  2 4  

T h e  p H  p r o f i l e  o f  t h e  R m C E  r e a c t i o n  w a s  e l u c i d a t e d .  T h e  h i gh e s t  2 5  

a c t i v i t y  o f  R m C E  w a s  e v i d e n t  a t  p H  6 . 3  ( F i g .  3 b ) .  E n z ym e  a c t i v i t y  2 6  

g r a d u a l l y  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  p H  v a l u e s  o v e r  p H  6 . 3 .  N i n e t y  2 7  

p e r c e n t  o f  a c t i v i t y  r e l a t i v e  t o  t h e  m a x i m u m  a c t i v i t y  ( p H  6 . 3 )  w a s  2 8  

F i g .  1  

F i g .  2  



s h o w n  a t  p H  9 . 6 ,  w h e r e  n o  n o n - e n z ym a t i c  e p i m e r i z a t i o n  o c c u r r e d  1  

( d a t a  n o t  s h o w n ) .  R e a c t i o n  r a t e s  a t  p H  v a l u e s  h i gh e r  t h a n  9 . 6  w e r e  2  

n o t  m e a s u r e d  d u e  t o  s i gn i f i c a n t  n o n - e n z ym a t i c  e p i m e r i z a t i o n .  3  

E n z ym a t i c  a c t i v i t y  d r o p p e d  r e m a r k a b l y  a t  a c i d i c  p H ,  a n d  v e r y  l o w  4  

a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  a t  p H  3 . 3 ,  a l t h o u gh  t h e  e n z ym e  w a s  f u l l y  5  

s t a b l e  a t  t h a t  p H  v a l u e .  R m C E  d e m o n s t r a t e d  t h e  w i d e s t  s t a b l e  r a n g e  6  

o f  p H  v a l u e s  a m o n g  C E s  k n o w n  t o  d a t e , 4 - 6 )  r e t a i n i n g  t h e  o r i g i n a l  7  

a c t i v i t y  o f  R m C E  i n  a  r a n g e  o f  3 . 2  t o  1 0 . 8  a f t e r  2 4  h  o f  i n c u b a t i o n  8  

a t  4 º C  ( F i g .  3 b ) .  9  

 1 0  

S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  R m C E  1 1  

T h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  o f  v a r i o u s  c a r b o h yd r a t e s  w e r e  a n a l yz e d  b y  1 2  

T LC  t o  a s s e s s  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  R m C E  ( F i g .  4 ) .  T h e  1 3  

r e a c t i o n  p r o d u c t s  o f  l a c t o s e ,  e p i l a c t o s e ,  c e l l o b i o s e ,  m a n n n o b i o s e ,  1 4  

a n d  c e l l o t r i o s e  w e r e  d e t e c t e d  t h o u g h  t h e  a m o u n t  o f  r e a c t i o n  1 5  

p r o d u c t  f r o m  c e l l o t i r o s e  w a s  s m a l l ,  w h e r e a s  g l u c o s e ,  g a l a c t o s e ,  1 6  

m a n n o s e ,  s o p h o r o s e ,  l a m i n a r i b i o s e ,  g e n t i o b i o s e ,  a n d  m a l t o s e  d i d  1 7  

n o t  s e r v e  a s  s u b s t r a t e s  f o r  R m C E .  In  a d d i t i o n ,  R m C E  w a s  i n a c t i v e  1 8  

t o w a r d  N - a c e t y l  m a n n o s a m i n e ,  a  s u b s t r a t e  o f  A G E .  S i m i l a r l y  t o  a l l  1 9  

k n o w n  C E s , 4 - 6 )  R m C E  i s  h i g h l y  s p e c i f i c  t o  o l i go s a c c h a r i d e s  l i n k e d  2 0  

b y t h e  β - 1 , 4 - g l yc o s i d i c  l i n k a g e ,  a n d  n o t  a c t i v e  t o w a r d s  2 1  

m o n o s a c c h a r i d e s .  2 2  

N e x t ,  t h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  R m C E  f o r  c e l l o b i o s e  a n d  l a c t o s e  2 3  

w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  i n i t i a l  v e l o c i t i e s  f o r  v a r y i n g  2 4  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b s t r a t e s  ( Ta b l e  1 ) .  R m C E  s h o w e d  s i m i l a r  K m  2 5  

v a l u e s  f o r  t h e  t w o  s u b s t r a t e s ,  w h i l e  t h e  k c a t  v a l u e  f o r  l a c t o s e  ( 111  2 6  

s - 1 )  w a s  1 . 4 - f o l d  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  c e l l o b i o s e  ( 8 0 . 8  s - 1 ) ,  w h i c h  l e d  2 7  

t o  a  h i gh e r  p r e f e r e n c e  f o r  l a c t o s e  o v e r  c e l l o b i o s e ,  u n l i k e  k n o w n  2 8  

F i g .  4  



C E s . 4 - 6 )   1  

T h e  c o n v e r s i o n  r a t i o s  o f  l a c t o s e  a n d  c e l l o b i o s e  f o r  e p i l a c t o s e  2  

a n d  4 - O - D - β - g l u c o s yl - D - m a n n o s e  r e s p e c t i v e l y  a f t e r  t h e  r e a c t i o n s  3  

r e a c h e d  f u l l  e q u i l i b r i u m  w e r e  e s s e n t i a l l y  e q u a l ,  a r o u n d  3 0 % ,  a t  a l l  4  

t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  ( S u p p l e m e n t a l  F i g .  2 ) .  In  t h e  5  

r e a c t i o n  t o  1 0 0  m M  m a n n o b i o s e  a n d  e p i l a c t o s e ,  t h e  c o n v e r s i o n  6  

r a t i o s  f o r  t h e  e p i m e r i z e d  p r o d u c t s  w e r e  6 9 . 5 %  a n d  6 7 . 9 %  7  

r e s p e c t i v e l y.  8  

 9  

 1 0  

D i s c u s s i o n  1 1  

 1 2  

In  t h i s  s t u d y,  w e  c h a r a c t e r i z e d  a  t h e r m o p h i l i c  C E  f r o m  R .  1 3  

m a r i n u s  J C M 9 7 8 5 .  M u l t i p l e a l i g n m e n t  o f  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  1 4  

o f  R m C E  w i t h  t h o s e  o f  k n o w n  C E s  ( R a C E ,  B f C E ,  a n d  E c C E ) ,  a A G E ,  1 5  

a n d  p A G E  s u g g e s t e d  t h a t  R m C E  h a s  a  s i m i l a r  s t r u c t u r e .  R m C E  w a s  1 6  

p r e d i c t e d  t o  c o n s i s t  o f  1 2  α - h e l i c e s  t o  e s t a b l i s h  a n  ( α / α ) 6  b a r r e l  1 7  

s t r u c t u r e ,  l i k e  c o m p a r a b l e  e n z ym e s  ( F i g .  1 ) .  A l l  t h e  a m i n o  a c i d  1 8  

r e s i d u e s  i m p o r t a n t  f o r  c a t a l ys i s ,  w h i c h  h a v e  b e e n  c o n f i r m e d  b y  1 9  

s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  s t u d i e s , 9 , 1 0 )  w e r e  c o m p l e t e l y  c o n s e r v e d  2 0  

i n  R m C E .  I t  i s  a s s u m e d  t h a t  H i s 2 5 9  a n d  H i s 3 9 0  o f  R m C E ,  2 1  

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p u t a t i v e  c a t a l y t i c  H i s  r e s i d u e s  o f  R a C E ,  2 2  

p o r c i n e  A G E ,  a n d  A n a b a e n a  A G E , 8 - 1 0 )  p l a y  r o l e s  a s  c a t a l y t i c  a m i n o  2 3  

a c i d  r e s i d u e s .  C o n s i s t e n t l y  w i t h  t h i s  a s s u m p t i o n ,  t h e  p K a  v a l u e  o f  2 4  

s i d e  c h a i n  o f  H i s  i s  a b o u t  6 . 3 ,  a n d  R m C E  i s  a c t i v e  i n  a  r a n ge  o f  p H  2 5  

6 - 9  b u t  n o t  o n  t h e  a c i d i c  s i d e ,  a l t h o u g h  i t  w a s  f u l l y  s t a b l e  a t  s u c h  2 6  

p H  v a l u e s .  2 7  

R m C E  a c t e d  o n l y  o n  β - 1 , 4 - l i n k e d  o l i g o s a c c h a r i d e ,  c e l l o b i o s e ,  2 8  

Ta b l e  1  



l a c t o s e ,  e p i l a c t o s e ,  m a n n o b i o s e ,  a n d  c e l l o t r i o s e  l i k e  o t h e r  C E s  ( F i g .  1  

4 ) .  A l t h o u g h  t h e  s t r u c t u r e s  o f  t h e  e p i m e r i z e d  p r o d u c t s  w e r e  n o t  2  

c o n f i r m e d ,  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  o f  t h e  c e l l o o l i g o s a c c h a r i d e s ,  3  

m a n n o b i o s e ,  a n d  e p i l a c t o s e  w e r e  a s s u m e d  t o  b e  e p i m e r i z e d  4  

c e l l o o l i g o s a c c a r i d e s  w i t h  a  m a n n o s e  r e s i d u e s  a t  t h e  r e d u c i n g  e n d ,  5  

β - 1 , 4 - D - m a n n o s yl - D - g l u c o s e ,  a n d  l a c t o s e  r e s p e c t i v e l y,  b a s e d  o n  t h e  6  

r e a c t i o n  p a t t e r n  o f  R m C E  t o w a r d  l a c t o s e  a n d  t h o s e  o f  k n o w n  7  

C E s . 4 - 6 )  K i n e t i c  a n a l ys i s  o f  R m C E  r e v e a l e d  t h a t  i t  i s  a  s o l e  e n z ym e  8  

w i t h  a  p r e f e r e n c e  f o r  l a c t o s e  o v e r  c e l l o b i o s e  i n  t e r m s  o f  r e a c t i o n  9  

e f f i c i e n c y  ( Ta b l e  1 ) .  A t  p r e s e n t ,  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  1 0  

C E  h a s  n o t  b e e n  e l u c i d a t e d ,  a n d  t h e  s t r u c t u r e - f u n c t i o n  r e l a t i o n s h i p  1 1  

o f  C E  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d ,  a l t h o u g h  s o m e  i m p o r t a n t  a m i n o  a c i d  1 2  

r e s i d u e s  f o r  c a t a l ys i s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d . 1 0 )  In  c o n t r a s t  t o  A G E ,  1 3  

w h i c h  a c t s  o n  N - a c e t l ym a n n o s a m i n e  a n d  N - a c e t l yg l u c o s a m i n e ,  a l l  1 4  

t h e  C E s  r e p o r t e d  t o  d a t e  a c t  o n  β - 1 , 4 - l i n k e d  o l i go s a c c h a r i d e s  a n d  1 5  

a r e  i n e r t  t o w a r d  m o n o s a c c h a r i d e s ,  i n c l u d i n g  N - a c e t l yg l u c o s a m i n e  1 6  

a n d  N - a c e t l ym a n n o s a m i n e .  T h i s  i m p l i e s  t h e  e x i s t e n c e  o f  s t r u c t u r a l  1 7  

e l e m e n t s  f o r  t h e  r e c o gn i t i o n  o f  t h e  β - 1 , 4 - g l u c o s i d i c  l i n k a g e  a t  t h e  1 8  

r e d u c i n g  e n d  o f  s u b s t r a t e ,  c h a i n - l e n g t h  o f  a  s u b s t r a t e ,  a n d  1 9  

m o n o m e r  c o m p o n e n t  o f  t h e  s u b s t r a t e .  2 0  

I t  i s  n o t  e a s y  t o  c o m p a r e  t h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  R m C E  w i t h  2 1  

t h o s e  o f  o t h e r  k n o w n  C E s ,  b e c a u s e  t h e  r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  o f  2 2  

R m C E  w a s  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  o f  t h e  o t h e r s ,  b u t  R m C E  2 3  

d e m o n s t r a t e d  1 . 4  t o  3 . 4 - f o l d  h i g h e r  k c a t  f o r  l a c t o s e  t h a n  k n o w n  C E s .  2 4  

T h i s  r e s u l t e d  f r o m  t h e  h i gh  t h e r m a l  s t a b i l i t y  o f  R m C E ,  a n d  t h e  2 5  

e n z ym e  r e a c t i o n  a t  6 0 º C  c a n n o t  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  b y  t h e  o t h e r  2 6  

k n o w n  e n z ym e s  d u e  t o  t h e r m a l  l a b i l i t y.  T h e  h i g h  k c a t  f o r  l a c t o s e  o f  2 7  

R m C E  i s  v e r y  a t t r a c t i v e  f o r  i n d u s t r i a l  u s e ,  s i n c e  t h e  e n z ym e  2 8  



r e a c t i o n  i n  t h e  p r a c t i c a l  p r o c e s s  i s  t h o u gh t  t o  b e  p e r f o r m e d  a t  m u c h  1  

h i gh e r  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  t h e  K m  v a l u e  o f  l a c t o s e ,  a n d  t h e  k c a t  2  

v a l u e  i s  t h e  s o l e  d e t e r m i n a n t  o f  t h e  r e a c t i o n  r a t e  p e r  m g  o f  e n z ym e .  3  

R m C E  s h o w e d  m a x i m u m  a c t i v i t y  a t  8 0 - 9 0 º C  a n d  w a s  s t a b l e  u p  t o  4  

8 0 º C .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e p o r t  o f  t h e  t h e r m o - t o l e r a n c e  C E .  In  R m C E ,  5  

t h e  c o n t e n t s  o f  b a s i c  a m i n o  a c i d s ,  A rg  a n d  H i s ,  a r e  c o n s i d e r a b l y  6  

h i gh e r  t h a n  R a C E ,  w h e r e a s  t h e  c o n t e n t  o f  Lys  o f  R m C E  i s  l o w e r  7  

( S u p p l e m e n t a l  Ta b l e  2 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  8  

a c i d i c  a m i n o  a c i d s ,  G l u  a n d  A s p ,  o f  R m C E  a r e  c l o s e  t o  a n d  l o w e r  9  

t h a n  R a C E  r e s p e c t i v e l y.  I t  i s  k n o w n  t h a t  b a s i c  a m i n o  a c i d s  p l a y  a n  1 0  

i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e r m o s t a b i l i t y  i n  t h e r m o p h i l i c  e n z ym e s ,  b e c a u s e  1 1  

t h e y  c o o r d i n a t e  t h e  s a l t - b r i d g e  a t  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p r o t e i n  a n d  1 2  

t o u gh e n  p r o t e i n  s t r u c t u r e  a g a i n s t  h i gh  t e m p e r a t u r e . 2 0 , 2 1 )  E s p e c i a l l y,  1 3  

t h e  g u a n i d i n i u m  g r o u p  o f  A rg  i s  a b l e  t o  f o r m  m o r e  t h a n  o n e  1 4  

e l e c t r o s t a t i c  b o n d , 2 2 )  a n d  i n c r e a s e d  A rg  c o n t e n t  h a s  b e e n  1 5  

c o r r e l a t e d  w i t h  h e a t  s t a b i l i t y  i n  t h e r m o p h i l i c  e n z ym e s . 2 3 )  In d e e d ,  1 6  

t h e  A rg  c o n t e n t  o f  R m C E  w a s  r e m a r k a b l y  h i g h e r  ( 2 . 7 - f o l d )  t h a n  1 7  

t h a t  o f  R a C E  ( S u p p l e m e n t a l  Ta b l e  2 ) .  M o d e l  s t r u c t u r e s  o f  R a C E  1 8  

a n d  R m C E  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  C P H m o d e l s - 3 . 0  p r o g r a m 2 4 )  1 9  

s u g g e s t e d  t h a t  R m C E  h a s  s i g n i f i c a n t l y  h i gh e r  n u m b e r s  o f  A rg  2 0  

r e s i d u e s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p r o t e i n  t h a n  R a C E  d o e s  2 1  

( S u p p l e m e n t a l  F i g .  3 ) .  A rg  r e s i d u e s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  R m C E  m i gh t  2 2  

f o r m  s a l t - b r i d ge  i n t e r a c t i o n s  w i t h  a c i d i c  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  t o  2 3  

m a k e  t h e  p r o t e i n  s t r u c t u r e  s i g n i f i c a n t l y  r i g i d .  T h e  s u r f a c e  n e g a t i v e  2 4  

c h a rg e s  o f  R m C E  a r e  a s s u m e d  t o  b e  c a n c e l e d  b y  t h e s e  s a l t - b r i d g e  2 5  

i n t e r a c t i o n s ,  p r o v i d i n g  a n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  n o n - a d s o r p t i o n  o f  2 6  

R m C E  o n  a n  a n i o n  e x c h a n g e  r e s i n ,  To yo p e a r l  D E A E - 6 5 0 M ,  a t  a  2 7  

h i gh e r  p H  v a l u e  ( 7 . 0 )  t h a n  t h e  t h e o r e t i c a l  p I  ( 6 . 3 ) .  C o m p a r i n g  t h e  2 8  



a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s ,  m o r e  P r o  r e s i d u e s  w e r e  s i t u a t e d  i n  t h e  1  

p u t a t i v e  l o o p  c o n n e c t i n g  α - h e l i x  1  a n d  α - h e l i x  2  o f  R m C E  t h a n  t h e  2  

o t h e r  C E s  a n d  A G E s  ( F i g .  1 ) .  E s p e c i a l l y,  t h r e e  P r o  r e s i d u e s  a r e  3  

p o s i t i o n e d  n e a r  t h e  N - t e r m i n a l  o f  p u t a t i v e  α - h e l i x  2 ,  i n c l u d i n g  a  4  

c r u c i a l  A rg 6 6 . 9 , 1 0 )  T h e s e  P r o  r e s i d u e s  m i gh t  s t a b i l i z e  t h i s  l o o p  5  

s t r u c t u r e  t o  m a i n t a i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  a c t i v e  s i t e  a t  h i g h  6  

t e m p e r a t u r e s  a s  s e e n  f o r  t h e r m o s t a b l e  o l i g o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e . 2 5 )  7  

Wi t h  h i gh  t h e r m a l  s t a b i l i t y  a n d  h i g h  a c t i v i t y  a t  w e a k l y  a c i d i c  p H ,  8  

R m C E  i s  t h e  m o s t  u s e f u l  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  e p i l a c t o s e  a m o n g  9  

k n o w n  C E s .  E n z ym e  r e a c t i o n  a t  h i gh  t e m p e r a t u r e  m a k e s  i t  p o s s i b l e  1 0  

t o  c a r r y  o u t  t h e  C E  r e a c t i o n  a t  h i g h  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s ,  1 1  

s i m p l i f y i n g  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  e p i l a c t o s e  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  1 2  

b e c a u s e  t h e  t e d i o u s  c o n c e n t r a t i o n  p r o c e d u r e  t o  r e m o v e  u n r e a c t e d  1 3  

l a c t o s e  b y  c r ys t a l l i z a t i o n 2 6 )  i s  m a d e  e a s y.  In  a d d i t i o n ,  1 4  

n o n - e n z ym a t i c  e p i m e r i z a t i o n ,  w h i c h  o c c u r s  a t  a l k a l i n e  p H  a n d  h i g h  1 5  

t e m p e r a t u r e ,  c a n  b e  a v o i d e d  b e c a u s e  R m C E  i s  m o s t  a c t i v e  a t  1 6  

w e a k l y  a c i d i c  p H .  1 7  

 1 8  

 1 9  

A c k n o w l e d g m e n t  2 0  

 2 1  

  T h i s  s t u d y  w a s  s u p p o r t e d  i n  p a r t  b y  t h e  N a t i o n a l  P r o j e c t s  S p e c i a l  2 2  

C o o r d i n a t i o n  F u n d s ,  K n o w l e d g e  C l u s t e r  In i t i a t i v e  ( S a p p o r o  B i o  2 3  

C l u s t e r  B i o - S ) ,  o f  t h e  M i n i s t r y  o f  E d u c a t i o n ,  C u l t u r e ,  S p o r t s ,  2 4  

S c i e n c e ,  a n d  Te c h n o l o g y o f  J a p a n .  2 5  

 2 6  

 2 7  

 2 8  



R e f e re n c e s  1  

 2  

1 )  Tyl e r  T  a n d  Le a t h e r w o o d  J M ,  A rc h .  B i o c h e m .  B i o p h y s . ,  11 9 ,  3  

3 6 3 - 3 6 7  ( 1 9 6 7 ) .  4  

2 )  A m e i n  M  a n d  Le a t h e r w o o d  J M ,  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  5  

C o m m u n . ,  3 6 ,  2 2 3 - 2 2 7  ( 1 9 6 9 ) .  6  

3 )  I t o  S ,  H a m a d a  S ,  Ya m a g u c h i  K ,  U m e n e  S ,  I t o  H ,  M a t s u i  H ,  7  

O z a w a  T,  Ta gu c h i  H ,  Wa t a n a b e  J ,  Wa s a k i  J ,  a n d  I t o  S ,  B i o c h e m .  8  

B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n . ,  3 6 0 ,  6 4 0 - 6 4 5  ( 2 0 0 7 ) .  9  

4 )  I t o  S ,  Ta gu c h i  H ,  H a m a d a  S ,  K a w a u c h i  S ,  I t o  H ,  S e n o u r a  T,  1 0  

Wa t a n a b e  J ,  N i s h i m u k a i  M ,  I t o  S ,  a n d  M a t s u i  H ,  A p p l .  1 1  

M i c ro b i o l .  B i o t e c h n o l . ,  7 9 ,  4 3 3 - 4 4 1  ( 2 0 0 8 ) .  1 2  

5 )  S e n o u r a  T,  Ta gu c h i  H ,  I t o  S ,  H a m a d a  S ,  M a t s u i  H ,  Fu k i ya  S ,  1 3  

Yo k o t a  A ,  Wa t a n a b e  J ,  Wa s a k i  J ,  a n d  I t o  S ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  1 4  

B i o c h e m . ,  7 3 ,  4 0 0 - 4 0 6  ( 2 0 0 9 ) .  1 5  

6 )  Ta g u c h i  H ,  S e n o u r a  T,  H a m a d a  S ,  M a t s u i  H ,  K o b a ya s h i  Y,  1 6  

Wa t a n a b e  J ,  Wa s a k i  J ,  a n d  I t o  S ,  F E M S  M i c ro b i o l .  L e t t . ,  2 8 7 ,  1 7  

3 4 - 4 0  ( 2 0 0 8 ) .  1 8  

7 )  S e n o u r a  T,  I t o  S ,  Ta gu c h i  H ,  H i g a  M ,  H a m a d a  S ,  M a t s u i  H ,  1 9  

O z a w a  T,  J i n  S ,  Wa t a n a b e  J ,  Wa s a k i  J ,  a n d  I t o  S ,  B i o c h e m .  2 0  

B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n . ,  4 0 8 ,  7 0 1 - 7 0 6  ( 2 0 11 ) .  2 1  

8 )  I t o h  T,  M i k a m i  B ,  M a r u  I ,  O h t a  Y,  H a s h i m o t o  W,  a n d  M u r a t a  K ,  2 2  

J .  M o l .  B i o l . ,  3 0 3 ,  7 3 3 - 7 4 4  ( 2 0 0 0 ) .  2 3  

9 )  Le e  Y,  Wu  H ,  C h a n g  Y,  Wa n g  W,  a n d  H s u  W,  J .  M o l .  B i o l . ,  3 6 7 ,  2 4  

8 9 5 - 9 0 8  ( 2 0 0 7 ) .  2 5  

1 0 )  I t o  S ,  H a m a d a  S ,  I t o  H ,  M a t s u i  H ,  O z a w a  T,  Ta gu c h i  H ,  a n d  I t o  2 6  

S ,  B i o t e c h n o l .  L e t t . ,  3 1 ,  1 0 6 5 - 1 0 7 1  ( 2 0 0 9 ) .  2 7  

1 1 )  N i s h i m u k a i  M ,  Wa t a n a b e  J ,  Ta gu c h i  H ,  S e n o u r a  T,  H a m a d a  S ,  2 8  



M a t s u i  H ,  Ya m a m o t o  T,  Wa s a k i  J ,  H a r a  H ,  a n d  I t o  S ,  A g r i c .  1  

F o o d  C h e m . ,  5 6 ,  1 0 3 4 0 - 1 0 3 4 5  ( 2 0 0 8 ) .  2  

1 2 )  S u z u k i  T,  N i s h i m u k a i  M ,  Ta k e c h i  M ,  Ta g u c h i  H ,  H a m a d a  S ,  3  

Yo k o t a  A ,  I t o  S ,  H a r a  H ,  a n d  M a t s u i  H ,  J .  A g r i c .  F o o d  C h e m . ,  4  

5 8 ,  1 9 2 7 - 1 9 3 2  ( 2 0 1 0 ) .  5  

1 3 )  S u z u k i  T,  N i s h i m u k a i  M ,  S h i n o k i  A ,  Ta g u c h i  H ,  Fu k i ya  S ,  6  

Yo k o t a  A ,  S a b u r i  W,  Ya m a m o t o  T,  H a r a  H ,  a n d  M a t s u i  H ,  J .  7  

A g r i c .  F o o d  C h e m . ,  5 8 ,  1 0 7 8 7 - 1 0 7 9 2  ( 2 0 1 0 ) .  8  

1 4 )  N o l a n  M ,  Ti n d a l l  B J ,  P o m r e n k e  H ,  La p i d u s  A ,  C o p e l a n d  A ,  9  

G l a v i n a  D e l  R i o  T,  Lu c a s  S ,  C h e n  F,  Ti c e  H ,  C h e n g  J ,  S a u n d e r s  1 0  

E ,  H a n  C ,  B r u c e  D ,  G o o d w i n  L ,  C h a i n  P,  P i t l u c k  S ,  1 1  

O v c h i n i k o v a  G ,  P a t i  A ,  Iv a n o v a  N ,  M a v r o m a t i s  K ,  C h e n  A ,  1 2  

P a l a n i a p p a n  K ,  La n d  M ,  H a u s e r  L ,  C h a n g  Y,  J e f f r i e s  C D ,  1 3  

B r e t t i n  T,  G ö k e r  M ,  Br i s t o w  J ,  E i s e n  J A ,  M a r k o w i t z  V,  1 4  

H u g e n h o l t z  P,  K yr p i d e s  N C ,  K l e n k  H ,  a n d  D e t t e r  J C ,  S t a n d .  1 5  

G e n o m i c  S c i . ,  1 ,  2 8 3 - 2 9 0  ( 2 0 0 9 ) .  1 6  

1 5 )  H a n a h a n  D ,  J .  M o l .  B i o l . ,  1 6 6 ,  5 5 7 - 5 8 0  ( 1 9 8 3 ) .  1 7  

1 6 )  S a m b r o o k  J  a n d  R u s s e l l  D W,  “ M o l e c u l a r  C l o n i n g :  a  La b o r a t o r y  1 8  

M a n u a l ”  3 r d  e d . ,  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  La b o r a t o r y  P r e s s ,  C o l d  1 9  

S p r i n g  H a r b o r  ( 2 0 0 1 ) .  2 0  

1 7 )  La e m m l i  U K ,  N a t u re ,  2 2 7 ,  6 8 0 - 6 8 5  ( 1 9 7 0 ) .  2 1  

1 8 )  B r a d f o r d  M M ,  A n a l .  B i o c h e m . ,  7 2 ,  2 4 8 - 2 5 4  ( 1 9 7 6 ) .  2 2  

1 9 )  P l u s k a l  M G ,  P r z e k o p  M B,  K a v o n i a n  M R ,  Ve c o l i  C ,  a n d  H i c k s  2 3  

D A ,  B i o Te c h n i q u e s ,  4 ,  2 7 2 - 2 8 3  ( 1 9 8 6 ) .  2 4  

2 0 )  P e r u t z  M F a n d  R a i d t  H ,  N a t u re ,  2 5 5 ,  2 5 6 - 2 5 9  ( 1 9 7 5 ) .  2 5  

2 1 )  To m a z i c  S J  a n d  K l i b a n o v  A M ,  J .  B i o l .  C h e m . ,  2 6 3 ,  3 0 9 2 - 3 0 9 6  2 6  

( 1 9 8 8 ) .  2 7  

2 2 )  M r a b e t  N T,  v a n  d e n  Br o e c k  A ,  v a n  d e n  Br a n d e  I ,  S t a n s s e n s  P,  2 8  



La r o c h e  Y,  La m b e i r  A ,  M a t t h i j s s e n s  G ,  J e n k i n s  J ,  C h i a d m i  M ,  1  

v a n  Ti l b e u rgh  H ,  R e y F,  J a n i n  J ,  Q u a x  W J ,  La s t e r s  I ,  D e  2  

M a e ye r  M ,  a n d  Wo d a k  S J ,  B i o c h e m i s t r y ,  3 1 ,  2 2 3 9 - 2 2 5 3  ( 1 9 9 2 ) .  3  

2 3 )  M e r k l e r  D J ,  F a r r i n g t o n  G K ,  a n d  We d l e r  FC ,  I n t .  J .  P e p t .  4  

P ro t e i n  R e s . ,  1 8 ,  4 3 0 - 4 4 2  ( 1 9 8 1 ) .  5  

2 4 )  N i e l s e n  M ,  Lu n d e g a a r d  C ,  Lu n d  O ,  a n d  P e t e r s e n  T N ,  N u c l e i c  6  

A c i d s  R e s . ,  3 8 ,  We b  S e r v e r  i s s u e ,  d o i : 1 0 . 1 0 9 3 / n a r / gk q 5 3 5 ,  7  

( 2 0 1 0 ) .  8  

2 5 )  Wa t a n a b e  K ,  C h i s h i r o  K ,  K i t a m u r a  K ,  a n d  S u z u k i  Y,  J .  B i o l .  9  

C h e m . ,  2 6 6 ,  2 4 2 8 7 - 2 4 2 9 4  ( 1 9 9 1 ) .  1 0  

2 6 )  S a b u r i  W,  Ya m a m o t o  T,  Ta gu c h i  H ,  H a m a d a  S ,  a n d  M a t s u i  H ,  1 1  

B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  7 4 ,  1 7 3 6 - 1 7 3 7  ( 2 0 1 0 ) .  1 2  

2 7 )  T h o m p s o n  J D ,  H i g g i n s  D G ,  a n d  G i b s o n  T J ,  N u c l e i c  A c i d s  R e s . ,  1 3  

2 2 ,  4 6 7 3 - 4 6 8 0  ( 1 9 9 4 ) .  1 4  

  1 5  



Fi g u re  l e g e n d s  1  

 2  

Fi g .  1 .  M u l t i p l e - A l i g n m e n t  o f  A m i n o  A c i d  S e q u e n c e s  o f  C E s  a n d  3  

A G E s .  4  

T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  C E s  a n d  A G E s  w e r e  a l i g n e d  u s i n g  5  

t h e  C l u s t a l  W  p r o g r a m . 2 7 )  B l a c k ,  d a r k  g r a y,  a n d  l i g h t  g r a y  i n d i c a t e  6  

c o m p l e t e ,  8 0 % ,  a n d  6 0 %  c o n s e r v a t i o n  r e s p e c t i v e l y.  G r a y  b a r s  7  

a b o v e  a  s e q u e n c e  r e p r e s e n t  p r e d i c t e d  α - h e l i c e s  f o r m i n g  t h e  8  

c a t a l y t i c  ( α / α ) 6  b a r r e l .  B l a c k  t r i a n g l e s  a n d  c i r c l e s  s h o w  t h e  9  

p u t a t i v e  c a t a l y t i c  H i s  r e s i d u e s  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  1 0  

i m p o r t a n t  f o r  c a t a l ys i s  r e s p e c t i v e l y.  R m C E ,  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5  1 1  

C E ;  A C Y 4 9 3 1 7 ,  A C Y 4 9 3 1 7  p r o t e i n  f r o m  R .  m a r i n u s  D S M 4 2 5 2 ;  1 2  

R a C E ,  R .  a l b u s  N E 1  C E  ( G e n b a n k  ID :  B A F8 11 0 9 ) ;  B f C E ,  B .  1 3  

f r a g i l l i s  N C T C 9 3 4 3  C E  ( G e n b a n k  ID :  B A H 2 3 7 7 3 . 1 ) ;  E c C E ,  E .  1 4  

c e l l u l o s o l v e n s  N E 1 3  C E  ( G e n b a n k  ID :  B A G 6 8 4 5 1 . 1 ) ;  p A G E ,  p i g  1 5  

A G E  ( S w i s s - P r o t  I D :  P 1 7 5 6 0 . 2 ) ;  a A G E ,  A n a b a e n a  s p .  C H 1  A G E  1 6  

( G e n b a n k  ID :  A B G 5 7 0 4 3 . 1 ) .  T h e  N - t e r m i n a l  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  1 7  

o f  n a t i v e  R m C E  a n d  t h e  s e q u e n c e s  o f  t r yp t i c  p e p t i d e s  w h o s e  m a s s e s  1 8  

m a t c h e d  t h e  t h e o r e t i c a l  v a l u e s  a r e  u n d e r l i n e d  a n d  b o x e d  1 9  

r e s p e c t i v e l y.  2 0  

 2 1  

Fi g .  2 .  S D S - PA G E  A n a l ys i s  o f  N a t i v e  a n d  R e c o m b i n a n t  R m C E .  2 2  

S D S - PA G E  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  1 5 %  p o l ya c r y l a m i d e  g e l ,  a n d  2 3  

p r o t e i n  w a s  d e t e c t e d  b y  C o o m a s i e  B r i l l i a n t  B l u e  s t a i n i n g .  a ,  2 4  

S D S - PA G E  o f  t h e  n a t i v e  R m C E  p u r i f i e d  f r o m  t h e  c e l l - f r e e  e x t r a c t  2 5  

f r o m  R .  m a r i n u s  J C M 9 7 8 5 .  O n e  μ g  o f  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  o n  t h e  g e l .  2 6  

T h e  m o l e c u l a r  m a s s e s  o f  t h e  s i z e  m a r k e r s  a r e  s h o w n  o n  t h e  l e f t .  M ,  2 7  

s i z e  m a r k e r ;  1 ,  p u r i f i e d  n a t i v e  R m C E .  b ,  S D S - PA G E  o f  t h e  2 8  



r e c o m b i n a n t  R m C E  p r o d u c e d  i n  E .  c o l i .  2 ,  C e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  E .  1  

c o l i  t r a n s f o r m a n t  p r o d u c i n g  r e c o m b i n a n t  R m C E  ( 5  μ g  o f  p r o t e i n  2  

w a s  a n a l yz e d ) .  3 ,  P u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  R m C E  ( 1  μ g ) .  3  

 4  

Fi g .  3 .  E f f e c t s  o f  Te m p e r a t u r e  a n d  p H  o n  R m C E  A c t i v i t y  a n d  5  

S t a b i l i t y.  6  

a ,  E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e .  S o l i d  a n d  h o l l o w  c i r c l e s  i n d i c a t e  7  

r e l a t i v e  a c t i v i t y  a t  t h e  i n d i c a t e d  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  r e s i d u a l  8  

a c t i v i t y  a f t e r  h e a t  t r e a t m e n t  f o r  3 0  m i n ,  r e s p e c t i v e l y.  b ,  E f f e c t  o f  9  

p H .  S o l i d  a n d  h o l l o w  c i r c l e s  i n d i c a t e  r e l a t i v e  a c t i v i t y  a t  t h e  1 0  

i n d i c a t e d  p H  a n d  t h e  r e s i d u a l  a c t i v i t y  a f t e r  p H  t r e a t m e n t  f o r  2 4  h  a t  1 1  

4 º C  r e s p e c t i v e l y.  1 2  

 1 3  

Fi g .  4 .  T LC  A n a l ys i s  o f  t h e  R e a c t i o n  P r o d u c t  o f  R m C E  f o r  Va r i o u s  1 4  

S u g a r s .  1 5  

  T h e  r e a c t i o n  o f  R m C E  t o  v a r i o u s  s u ga r s  w a s  a n a l ys e d  b y  T LC  t o  1 6  

e l u c i d a t e  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  R m C E .  T h e  l e f t  a n d  r i g h t  1 7  

l a n e s  f o r  e a c h  n u m b e r  i n d i c a t e  t h e  s a m p l e s  b e f o r e  a n d  a f t e r  t h e  1 8  

r e a c t i o n  r e s p e c t i v e l y.  T h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  a r e  i n d i c a t e d  b y  1 9  

a r r o w s .  1 ,  g l u c o s e ;  2 ,  g a l a c t o s e ;  3 ,  m a n n o s e ;  4 ,  l a c t o s e ;  5 ,  2 0  

e p i l a c t o s e ;  6 ,  c e l l o b i o s e ;  7 ,  m a n n o b i o s e ;  8 ,  c e l l o t r i o s e ;  9 ,  m a l t o s e ;  2 1  

1 0 ,  g e n t i o b i o s e ;  11 ,  l a m i n a r i b i o s e ;  1 2 ,  s o p h o r o s e ;  1 3 ,  N - a c e t y l  2 2  

m a n n o s a m i n e .  2 3  

 2 4  



Fig. . Ojima, et al
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* 20 * 40 * 60 * 80
VSTETIPDVRRLRALQAEVHEELTENILKFWATRTHDPVHGGFVGRVGPDGRPHPEAPRGAILNARILWTFAAAYRQLG-
VSTETIPDVRRLRALQAEVHEELTENILKFWATRTPDLVHGGFVGRVGPDGRPHPEAPRGAILNARILWTFAAAYRQLG-
-------------MMISEIRQELTDHIIPFWNKLRDD-ENGGFYGYLSYGLGLDKKADKGVILHSRILWFYSNAYMTLG-
----------MDEILKQEMQKELTTRILPYWMERMVDQENGGFYGRITGQEELMPRADKGAILNARILWTYSAAYRLLG-
-------------MKNEVVYKQLTEKILPFWNAMRDD-ENGGFYGYMSEDLHIDDHADKGCILNSRILWFYSTAYMYLQ-
-----MEKERETLQAWKERVGQELDRVMAFWLEHSHDREHGGFFTCLGRDGR-VYDDLKYVWLQGRQVWMYCRLYRKLER
-------MGKNLQALAQLYKNALLNDVLPFWENHSLDSE-GGYFTCLDRQGK-VYDTDKFIWLQNRQVWTFSMLCNQLE-
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* 100 * 120 * 140 * 160
--TPLYREMAERAYRYFVRH-FVDAEHGGVYWMVAADGRPLDTRKHVYAQSFAIYALSEWHRATGGEAALALARSIYDLI
--TPLYREMAEHAYRYFVRH-FVDADHGGVYWLVAADGRPLDTRKHVYAQSFAIYALSEWHRATGDEAALALARAIYGLI
--GDELLDNAKHAYEFIKNN-CIDYEYGGVYWMMDFEGKPADTMKHTYNIAFAIYALSSYYRASGDKEALALAYRPFEDI
--REEYKEMANRAKRYLIDH-FYDSEFGGVYWSLNYRGEPLDTKKQIYAIGFAIYGLSEFHRATGDPEALMYAVRLFNDI
--DEKLLDNAKHAFEFLKTY-CFDPMCGGIFWSVRYNGKPADTTKHTYNQAFAIYALSAYYEATGSIEAIAIAEIIYEKI
FHRPELLDAAKAGGEFLLRHARVAPPEKKCAFVLTRDGRPVKVQRSIFSECFYTMAMNELWRVTAEARYQSEAVDMMDQI
-KRENWLKIARNGAKFLAQHGRDD--EGNWYFALTRGGEPLVQPYNIFSDCFAAMAFSQYALASGEEWAKDVAMQAYNNV
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: 156
: 156
: 142
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: 142
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* 180 * 200 * 220 * 240
ETHCADRVHGGYVEACDRAWRPLEDARLSAKDAPEPRSMNTHLHVLEAYANLYRVWP----------------ETELAAR
EAHCADRVHGGYVEACDRAWRPLEDVRLSAKDAPEPRSMNTHLHVLEAYTNLYRVWP----------------DAELAVR
EKNTLY--EYGYREAFDRQWRLVDNEALSENGLKADKTMNAILHLIEAYTELYKAD----------------GNEKVADR
ESHSFDGLKNGYCEALTREWNEIADMRLSEKDANERKTMNTHLHILEPYTNLYRVWK----------------DARLERQ
EDTMRD--TKGYLEAFTRDFRPADNDKLSENGVMAERTMNTLLHIIEAYSALVHALRKKVADPAKGDVRDELFMNVVENK
VHWVREDPSGLGRPQLP-GAVASESMAVPMMLLCLVEQLGEEDEELAGRYAQLGHWC-----------------ARRILQ
LRRK-DNPKGKYTKTYP-GTRPMKALAVPMILANLTLEMEWLLPQET-LENVLAATV-----------------QEVMGD
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: 220
: 220
: 204
: 210
: 220
: 216
: 207
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* 260 * 280 * 300 * 320
LQALIELFLRAIYHPATGHLILFFDERWRPRSRAVSFGHDIEASWLLLEAVDVLGQATLRPRVQQASLHLARATLAEGRA
LQALIELFLRAIYHPATGHLILFFDERWRPRSRAVSFGHDIETSWLLLEAVDVLGQATLRPRVQQASLHLARATLAEGRA
LKFQLGQMRDIVYTPDTNALKVFFDTAFNLVGDIHSYGHDIEATWLMDRACDVLGDEDLKKQFAEMDLKISHNIQDIALE
LYNLIGLFTEKILDKDTSHLQLFFDNDWQSKYPVVSYGHDIEASWLLHEAARVLGDAGLIAEIEPVVKKIAAAASEGLTS
LAAALELMRDKFYNSDRHRLDVFFDKEYESLIDLTSYGHDIEASWLLEWAAGILDDEEITESLHPISSDLVEKVYKEAFD
HVQRDGQAVLENVSEDGEELSGCLGRHQNP-------GHALEAGWFLLRHSSRSGDAKLRAHVIDTFLLLPFRSGWDADH
FLDQEQGLMYENVAPDGSHIDCFEGRLINP-------GHGIEAMWFIMDIARRKNDSKTINQAVDVVLNILN-FAWDNEY
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: 284
: 290
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* 340 * 360 * 380 * 400
PDGSLYYEIG---EQGHLDTDRHWWPQAEALVGFLNAYQESGEVLFYEAAEDVWRYIRERQRDTRGG-EWFARVRDDGAP
PDGSLYYEID---EQGRLDTDRHWWPQAEALVGFLNAYQESGEVAFYEAAEGVWRYIRKRQRDTQGG-EWFARVRDDGTP
DGALNNERD-----KNEIDKTRVWWVQAEAVVGFINAYQHSGDEKFLESAKSVWENIKEYIIDKREGGEWYSEVTFDHTP
DGGMIYEKNL---TTGHIDGDYHWWVQAETVVGYYNLFRYFGDRGALQHSIDCWEFIKRHLTDDVHG-EWFWSLRADGSL
GHSIVNECE-----DGDVNTDRIWWVEAESVLGFLKAFEREGKEEYRKAAHEILAFILDKQVDKREGSEWFEMLKEDGTP
GGLFYFQDADGLCPTQLEWAMKLWWPHSEAMIAFLMGYSESGDPALLRLFYQVAEYTFRQFRDPEYG-EWFGYLNREGKV
GGLYYFMDAAGHPPQQLEWDQKLWWVHLESLVALAMGYRLTGRDACWAWYQKMHDYSWQHFADPEYG-EWFGYLNRRGEV
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Fig. 2. Ojima, et al
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Fig. 3. Ojima, et al
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Fig. 4. Ojima, et al 
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Cellobiose Lactose

Origin kcat
(s-1)

Km
(mM)

kcat/Km
(s-1·mM-1)

kcat
(s-1)

Km
(mM)

kcat/Km
(s-1·mM-1)

R. marinusa) 80.8 27.20 02.97 111.0 28.80 03.850

R. albus4) b) 63.8 13.80 04.62 052.1 33.00 01.580

B. fragilis5) b) 67.6 03.75 18.00 079.5 06.56 12.100

E. cellulosolvens6) b) 28.5 11.30 02.52 032.5 72.00 00.451

Table 1. Kinetic Parameters of CE for Cellobiose and Lactose

The reaction velocity at varying substrate concentrations was measured at 60ºC and 30ºC 
for a) and b) respectively.
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