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Yeast is considered as a good host for large scale production of enzymes. This is the 

first report of �-glucosidase obtained from bacterial source to be expressed in yeast. 

Seven bacterial isolates were successfully obtained from water sample of Telaga Air 

Hangat, Langkawi. The optimum growth temperature for these bacterial isolates (L2, 

L3, L4, GBB1, SR 38, SR 40 and SR 96) was at 55oC.  Screening using an �-MUG 

plate overlay method indicated that 4 out of 7 isolates gave positive �-glucosidase 

activity (L2, L3, L4 and GBB1). The highest activity was 1.47 U/mL at 55°C from 

sample L3. This isolate was identified using 16S rRNA as a universal primer and 

from the BLAST result, the isolate showed 99% similarity to Geobacillus 

stearothermophilus. The gene encoding �-glucosidase was isolated from this 

identified bacterium using degenerate primers. A complete gene sequence encoding 

�-glucosidase (~1.7 kb) was obtained by a DNA walking approach. This gene 

fragment was successfully cloned and expressed into Escherichia coli Top10 cells 

using pBAD and pTrcHis2@TOPO TA expression vectors.  The intracellular �-
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glucosidase production by recombinant E. coli was increased 3.4-fold and 2-fold in 

pBAD and pTrcHis2 compared to the wild type isolate, respectively. The restriction 

enzymes (RE) based primers were designed to clone the gene into a yeast expression 

vector pPICZ�A and to allow transformation into P. pastoris. Transformation was 

successfully achieved with the �-glucosidase expression level at 3.3 U/mL before 

optimization. After optimization, the highest activity obtained was ~10 U/mL. This is 

about 2-fold higher than the expression by E. coli and 6-fold higher than the wild 

type isolate. P. pastoris expression system was shown to be effective in increasing 

the expression yield of the heterologous protein. 
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Yeast adalah dianggap sebagai perumah yang bagus untuk penghasilan enzim 

berskala besar. Ini adalah laporan kali pertama bagi �-glukosidase yang diperolehi 

daripada sumber bakteria dan diekspreskan dalam sistem yis.  Tujuh pencilan 

bakteria telah berjaya dijumpai daripada sampel air daripada Telaga Air Hangat, 

Langkawi. Suhu optimum bagi semua pencilan bakteria ini (L2, L3, L4, GBB1, SR 

38, SR 40 dan SR 96) adalah pada suhu 55oC. Analisis menggunakan kaedah piring 

tindanan �-MUG menunjukkan bahawa 4 daripada 7 pencilan (L2, L3, L4 dan 

GBB1) ini menunjukkan aktiviti positif bagi �-glukosidase. Aktiviti tertinggi adalah 

daripada pencilan L3 sebanyak 1.47 U/mL pada 55°C. Pencilan ini dikenalpasti 

menggunakan 16S rRNA sebagai jujukan universal dan daripada keputusan BLAST, 

pencilan menunjukkan 99% persamaan dengan Geobacillus stearothermophilus. Gen 

yang mengekodkan �-glukosidase telah dipencilkan daripada bakteria yang telah 

dikenalpasti ini menggunakan jujukan degenerat. Gen lengkap yang mengekodkan �-

glukosidase (~1.7 kb) telah diperolehi melalui pendekatan ‘DNA Walking’. Gen ini 
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telah berjaya diklon dan diekspreskan di dalam Escherichia coli Top10 menggunakan 

vector pengekspresan pBAD dan pTrcHis2@TOPO TA. Penghasilan �-glukosidase 

secara intrasel oleh rekombinan E. coli telah meningkat sebanyak 3.4 kali ganda  dan 

2 kali ganda  masing-masing dalam pBAD dan pTrcHis2 berbanding dalam pencilan 

asal. Pencetus dengan tapak pemotongan enzim penyekatan telah direka bentuk untuk 

mengklonkan gen di dalam vektor pengekspresan yis pPICZ�A dan membolehkan 

transformasi ke dalam P. pastoris. Transformasi ini berjaya dengan tahap 

pengekspresan �-glukosidase pada 3.3 U/mL sebelum pengoptimuman. Setelah 

dioptimumkan, aktiviti tertinggi yang diperoleh adalah sebanyak ~10 U/mL. Ini 

adalah peningkatan sebanyak 2 kali ganda daripada pengekspresan oleh E. coli dan 6 

kali ganda oleh pencilan asal. Sistem pengekspresan P. pastoris telah menunjukkan 

ianya berkesan dalam meningkatkan tahap pengekspresan protein asing. 
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