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1.Wprowadzenie

krobia stanowi najcenniejszy materiat zapasowy rostin wyzszych oraz jest
SnajwaZniejszym pokarmem weglowodanowym ludzi i zwierzat. W roslinach
wystepuje w postaci ziaren skrobiowych o réznej wielkosci i ksztalcie, ktore
sg charakterystyczne dla zrédta pochodzenia. Jakkolwiek skrobia jest homo-
polimerem D-glukozy, to nie stanowi jednorodnego zwiazku, lecz jest miesza-
ning réznych strukturalnie polimerow: amylozy i amylopektyny. Zaklada sie,
ze amyloza to proste, dlugie tarncuchy o masie czasteczkowej od 4 do 15 kDa,
potaczone miedzy sobag jedynie wigzaniami a-l,4-glikozydowymi. W rzeczywi-
stosci jest to mieszanina liniowych oraz stabo rozgatezionych tancuchéw glu-
kanowych i np. $rednia liczba wigzan rozgateziajgcych a-1,6-glikozydowych,
w amylozie skrobi ziemniaczanej o stopniu polimeryzacji (DP) od 5 do 134,
wynosi 18 [1]. Zawartos¢ amylozy w skrobi jest cechg charakterystyczng dla
danego gatunku i odmiany rosliny i moze stanowi¢ od 20 do 80% [2,3). Lan-
cuchy amylozy wystepuja w formie lewoskretnej helisy, stabilizowanej wigza-
niami wodorowymi, wewnatrz ktérej moga ulega¢ wigzaniu rézne zwiazki,
m.in. jod, nadajacy skrobi charakterystyczne zabarwienie [4].

Amylopektyna jest polimerem rozgatezionym, ktérego tancuch centralny
stanowig czgsteczki glukozy, potaczone wigzaniami a-l,4-glikozydowymi (tzw.
tancuch C, rozpoczynajacy sie reszta redukujagca — rys. 1), od ktérego od-
chodzg liczne odgatezienia, tworzone przez wigzania a-l,6-glikozydowe. Te
ostatnie stanowig okolo 4% wszystkich wigzann w skrobi ziemniaczanej [2).
WS3Srdéd tancuchdéw bocznych wyrdznia sie z kolei tancuchy typu A — nie
posiadajgce odgalezien — oraz tancuchy B, z co najmniej jednym bocznym
odgalezieniem. Prz}*muje sie, ze Srednia masa czgsteczkowa amylopektyny
przekracza 500 kDa, ale pojedyncze czasteczki moga osigga¢ nawet 100 000 kDa.
Dilugos¢ tancuchdéw bocznych jest zréznicowana i $rednio wynosi od 13 do
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Rys. 1. Schemat budowy amylopektyny.

45 reszt glukozowych, jakkolwiek moga wystepowac tancuchy diuzsze, odpo-
wiadajgce amylozie. W roztworach wodnych i w podwyzszonej temperaturze
czasteczki amylopektyny ulegaja zelifikacji. Amylopektyna i amyloza moga
tworzy¢ polimorficzne struktury krystaliczne, utworzone z regularnie upako-
wanych, podwodjnych spirali tancuchdéw skrobi [3].

Cecha charakterystyczng dla skrobi pochodzacej z bulw ziemniaka i zie-
mniaka stodkiego jest wystepowanie relatywnie duzej ilosci ufosforylowanych
reszt glukozowych [3,5]. W skrobi ziemniaczanej wystepuja one przede wszy-
stkim w amylopektynie, a ich zawartos¢ wynosi 0,081% [3].

2. Otrzymywanie syropow ze skrobi

Skrobia znalazta réznorakie zastosowania, szczego6lnie w przemysle spo-
zywczym, jednak najczesciej jest uzywana jako materiat wyjsciowy do otrzy-
m}rwania syropow mattodekstiynowych, maltozowych, glukozowych i frukto-
zowych (rys. 2, [6-zmienione]). Poszczegdlne syropy réznig sie stopniem hy-
drolizy skrobi i mozna je scharakteryzowac¢ ekwiwalentem dekstrozowym
(DE), wyrazonym iloscig cukrow redukujgcych (zwykle réwnowaznikéw glu-
kozy)™ przypadajacych na jednostke suchej masy produktéw. Przyjmuje sie,
ze dla skrobi wartos¢ DE = O, a po peilnej hydrotizie do D-glukozy DE = 100.

Syropy maltodekstrynowe o DE < 20 sg produkowane na drodze ograni-
czonej hydrotizy zzelowanej skrobi i, w zaleznosci od zastosowania, posiadaja
wartosci DE od 3 do 70 [6]. Poniewaz temu procesowi towarzyszy znaczny
spadek lepkosci roztworu, nosi on nazwe ,uptynniania skrobi”. Produkty
procesu znajduja zastosowanie jako regutatory wilgotnosci przetworéw spo-
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Rys. 2. Otrzymywanie syropéw skrobiowych i maltodekstrynowych ze skrobi.

zywczych, zageszczacze, inhibitory krystalizacji, nosniki réznych zwigzkéw
(np. lekdéw), wypetniaeze, plastyfikatory z3rwnosci.



Enzymatyczna hydroliza skrobi... Cze$¢ |. Enzymy 183

Syropy glukozowe Ilub maltozowe otrzymuje sie w procesie zwanym Scu-
krzaniem skrobi, ktory jest zawsze poprzedzony jej uptynnieniem. W zalez-
nosci od zroédla skrobi i metody jej scukrzania, otrzymuje sie syropy gluko-
zowe o DE od 80 do 93 lub syropy maltozowe o DE od 40 do 80 [5,6].
Syropy maltozowe stosowane sa gtdwnie w przemysle cukierniczym do za-
pobiegania krystalizacji sacharozy, polepszenia konsystencji przetworéw spo-
zywczych i przediuzania ich trwatosci [5,7]. Dodatkowo, syropy o DE 42-49,
zawierajgce 30-50% maltozy i 6-10% glukozy, uzywa sie w produkcji lodow,
konfitur, syropéw owocowych, napojow bezalkoholowych, ciastek, mrozonej
Z}wnosci oraz zywnosci dla diabetykdw [5-7]. Syropy o DE 63-70 (30-40%
maltozy i 30-50% glukozy), czyli tak zwane syropy o wysokim wskazniku
cukrow fermentujacych, sa tatwe do przechowywania i uzywane powszechnie
w procesach warzenia piwa i produkcji chleba [6,8].

Zastosowanie syropow glukozowych i krystalicznej glukozy w przemysle
spozywczym i w procesach warzenia piwa jest zasadniczo takie same jak
syropow maltozowych, z wylaczeniem produkcji z}rwnosci dla diabetykow,
a poszerzone o produkcje zywnosci dla matych dzieci i niemowlat. Oczysz-
czona i apyrogenna glukoza, a w mniejszym stopniu takze maltoza, znalazlty
liczne zastosowania w medycynie [5].

Syropy fruktozowe otrzymuje sie przez reakcje izomeryzacji D-glukozy do
D-fruktozy, co pozwala podwyzszy¢ ponad dwukrotnie stodkos¢ otrzymywa-
nego syropu [5,9,10]. Ze wzgledu na brak problemdéw z krystalizacjg fruktozy
w roztworach o wysokich stezeniach, syropy te znalazly szerokie zastosowa-
nie w produkcji konfitur, syropéw owocowych i wszelkich napojow bezalko-
holowych (np. Miranda, Pepsi Cola, Coca Cola). Poniewaz fnrktoza jest me-
tabolizowana bez udziatu insuliny, uzywa sie jej do produkcji zywnosci dla
diabetykéw [11].

Produkcja syropdéw ze skrobi rozpoczeta sie od badan Kirchoffa, ktéry
w 1811 r. odkryt obecnos¢ cukrow prostych w roztworze skrobi potraktowa-
nej kwasem nieorganicznym w podwyzszonej temperaturze. Pod koniec XIX w.
otrzymywano juz w USA znaczace przemystowo ilosci syropéw skrobiowych
i glukozowych, stosujgc metode hydrolizy kwasowej. Odkrycie eu2”méw amy-
lolitycznych i metod ich taniego uzyskiwania doprowadzito do znaczagcych
zmian w technologii otrzymywania syropoéw skrobiowych: zaczeto stosowac
metode tgczong, to znaczy wstepna hydrolize kwasng, a nastepnie kontro-
lowana hydrolize enzymatyczna lub metode wylgcznie enzymatycznego up-
tynniania. Natomiast syropy glukozowe nadal otrzymywano metodg hydrolizy
kwasowej [2]. Okoto roku 1960 rozpoczeto scukrzanie skrobi z udzialem
enzymow scukrzajacych, wypierajgc prawie catkowicie hydrolize z udzialem
kwaséw. Przewagami metody enzymatycznego uptynniania i scukrzania skro-
bi sa: niska zawartos¢ produktéw degradacji cukréw, brak zabarwienia, brak
gorzkiego posmaku i zapachu, wyzsza zawartos¢ glukozy (-93%) w porow-
naniu z hydrolizatami kwasowymi (80%), mozliwos¢ stosowania wyzszych
stezen substratu [2,10].

Z kolei syropy fruktozowe otrzymywano do 1965 r. metoda alkalicznej
izomeryzacji, ktéra szybko zastgpiono enzymatyczng izomeryzacja, zapewnia-
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jaca wiekszy stopien przereagowania substratu i czystos¢ otrzymanych pro-
duktow [10,12].

3. Enzymy stosowane w otrzymywaniu syropow ze skrobi

Uzywane w przemysle skrobiowym do uptynniania i scukrzania skrobi
enzymy sa zaliczane gtéwnie do podklasy hydrolaz, atakujgcych wigzania
glikozydowe (EC 3.2.). W Srodowisku wodnym reakcje hydrolizy tych wigzan
sg preferowane, jednak omawiane enzymy mogag prowadzi¢ rowniez reakcje
odwrotne do hydrolizy, tj. reakcje kondensacji, a takze transglikozylaciji.

Enzymy hydrolizujace skrobie mozna podzieli¢ wielorako. Biorgc za pod-
stawe mozliwosci hydrolizy réznych wigzan glikozydowych, dzielimy je na:
atakujgce wigzania a-l,4-glikozydowe (a-amylazy, P-amylazy, egzo-a-amyla-
zy), atakujgce wigzania a-1,6 (enzymy znoszace rozgatezienia, jak np. izo-
amytazy i pululanazy) oraz atakujgce wigzania i a-1,4, i a-1,6 (glukoamylazy,
niektére pululanazy). Biorgc pod uwage miejsce ciecia w czasteczce skrobi,
dzieli sie je na endoamylazy (a-amylazy, amylazy znoszace rozgaltezienia,
cyklodekstiynazy) i egzoamylazy (glukoamylazy, [i-amylazy, egzo-a-amylazy).
Z punktu widzenia zachodzacych procesow wyrézni¢ mozna enzymy uptyn-
niajgce (a-amylazy, izoamylazy, pululanazy, cyklodekstrynazy) i scukrzajgce
(niektére a-amylazy, P-amylazy, glukoamylazy). W zaleznosci od zrédel po-
chodzenia, mozna je podzieli¢ na enzymy amylolityczne zwierzece, roslinne,
grzybowe i bakteryjne, a rozpatrujac forme anomeryczng produktéw, na en-
zymy uwalniajace produkty w formie anomerycznej a (a-amylazy, enzymy
znoszace rozgatezienia, egzo-a-amylazy, cyklodekstrynazy i inne), lub P (P-
amylazy i glukoamylazy). Na podstawie budowy przestrzennej biatek i ich
centrow aktywnych, mozna je podzieli¢ na zawierajgce strukture typu (P/a)s
walca, charakterystycznag dla podgrupy enzymow a, strukture (P/a)5, wyste-
pujaca wsréd p-amylaz oraz typ a/a walca u glukoamylaz [13-16].

Wyjatkowo duza réznorodnos¢ w potocznej klasyfikacji omawianych en-
zymow, jak i bardzo obszerna literatura, nie pozwalaja na klarowny i peiny
opis wszystkich enzyméw amylolitycznych. Dlatego tez ograniczono sie do
informacji typowych dla danej grupy enzyméw, a dane bardziej szczego6towe
dotyczg przede wszystkim enzymoéw uzywanych w przemystowym przetwor-
stwie skrobi.

3.1. a-amy[azy (EC 3.2.1.1) [5,6,11,17-311

Sa to enzymy hydrolizujgce wigzania a-l,4-glikozydowe wewnatrz czaste-
czki skrobi, co powoduje szybkie zmniejszenie lepkosci zzelowanego substra-
tu, czyli jego uptynnienie (rys. 3a). Enzymy te sa powszechnie stosowane
w pierwszym etapie przetwarzania skrobi. Substratem jest zzelowana skro-
bia, poddana wstepnej hydrolizie kwasowej lub zzelowana skrobia natywna.
Wiasciwosci a-amylaz réznig sie znacznie, w zaleznosci od zrédia ich pocho-
dzenia, ale obecnie amylazy roslinne i zwierzece zostaly prawie catkowicie
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wyparte przez tanisze: grzybowe i bakteryjne. Wiekszos¢ amylaz wymaga obec-
nosci jondw wapnia do przejawienia pelnej aktywnosci i utrzymania stabil-
nosci, ponadto przypuszcza sie, ze produkty hydrolizy (maltodekstryny) sa
inhibitorami tych enzymoéw.

a-amylazy grzybowe o znaczeniu technologicznym sa produkowane gtow-
nie przez Aspergillus oryzae i Rhizopus niueus. Najbardziej znana, Taka-amy-
laza A (TAA) z A. oryzae, to a-amylaza hydrolizujgca amyloze calkowicie do
maltozy i glukozy, natomiast amylopektyne hydrolizuje mniej wydajnie i nie
do konca. Produktami hydrolizy skrobi sg: glukoza, maltoza (50%), oli-
gosacharydy zawierajgce od 3 do 6 reszt glukozowych oraz oligosacharydy
rozgatezione (oc-dekstryny graniczne). Skrobia ziemniaczana jest uptynniana
do DE okoto 80, ale kontrolujgc postep reakcji mozna otrzymac syropy skro-
biowe o DE od 30 do 80. W koncowym etapie procesu, w ktérym stezenie
maltozy jest wysokie, zachodzag reakcje kondensacji i transglikozylacji. Op-
timum pH TAA wynosi 6,0-6,5; w wyzszych temperaturach jest niestabilna,
a-amylaza z R. niveus hydrolizuje skrobie ziemniaczang do DE 35, a gtow-
nymi produktami reakcji sg: maltoza, sSladowe ilosci glukozy, oligosacharydy
zawierajace 3, 5 i 6 reszt glukozowych oraz a-dekstryny graniczne. Zaletg
tego enzymu jest mozliwos¢ prowadzenia procesu hydrolizy skrobi w pH
kwasnym (4,6-4,8), ktére jest zblizone do optymalnych warunkéw dziatania
(3-amylaz i glukoamylaz, natomiast jego wadg jest brak stabilnosci operacyj-
nej w temperaturach powyzej 40°C.

a-amylazy otrzymywane na drodze biosyntezy przez bakterie rodzaju Ba-
cillus dzielimy na uptynniajgce i scukrzajace, przy czym scukrzajgce sa row-
niez enzymami uptynniajgcymi. Enzymy produkowane przez B. subtilis to
typowy przyktad a-amylaz scukrzajgcych, ktoérych produktami dziatania sg
czgsteczki zawierajgce od 1 do 6 reszt glukozowych oraz a-dekstiyny grani-
czne. Skrobie ziemniaczang hydrolizujg do DE okolo 50. Typowe amylazy
uptynniajace sg natomiast produkowane przez B. amyloliquefaciens. Skrobia
jest hydrolizowana do DE 30, a produktami sg znikome ilosci glukozy, nieco
wiecej maltozy i maltotiiozy, znaczace ilosci Ge oraz dekstryny graniczne.
Oba typy enzymow preferujg srodowisko stabo kwasne (pH 6,0), a ich wra-
zliwosé na temperature jest znacznie zréznicowana, cho¢ rzadko mozna je
stosowa¢ w temperaturach powyzej 50°C.

Wyrézni¢ nalezy takze szezepy bakteryjne rodzaju Bacillus, ktére produ-
kuja termostabilne amylazy uplynniajace i scukrzajgce o duzej odpornosci
na podwyzszona temperature. Producentami tych enzymdéw sa gtéwnie: B.
licheniformis, B. subtilis, B. stearothermophilus. Zjawiskiem ujemn3an jest
fakt, ze enzymy termostabilne preferujg obojetne lub stabo zasadowe Srodo-
wisko reakcji, co komplikuje nastepne procesy, prowadzgce do otrzymywania
glukozy i maltozy.

Do grupy a-amylaz zalicza sie rowniez produkowane przez B. subtilis, B.
circulans i Pseudomonas sp. egzo-a-amylazy [11], ktére hydrolizujg wigzania
a-l,4-glikozydowe, liczac od nieredukujacego korica skrobi, miedzy 3 a 4
resztg glukozowg (egzomaltotriozohydrolaza), 4 a 5 (egzomaltotetraohydrola-
za, EC 3.2.1.60), 5 a 6 (egzomaltopentaohydrolaza) czy 6 a 7 (egzomaltohe-
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ksaohydrolaza, EC 3.2.1.98), uwalniajgc oligosacharydy o 3, 4, 5, lub 6
resztach glukozowych (lys. 3b).

3.2. p-amylazy (EC 3.2.1.2) [5,6,11,31-38]

Sa to typowe egzoamylazy, katalizujgce rozszezepienie co drugiego wiagza-
nia a-l,4-glikozydowego, liczac od nieredukujagcego konca tancucha skrobi.
Dziatanie p-amylaz jest zatrzymywane w odlegtosci srednio 3 wigzan gliko-
zydowych od miejsca potozenia wigzania a-1,6. Zatem amyloza jest hydro-
lizowana w 75 do 91%, a amylopektyna do 55-60%. Giownymi produktami
sa p-maltoza i wysokoczagsteezkowe, silnie rozgatezione P-dekstryny graniczne
(rys. 3c), nadajgce roztworom znaezna tepkosé. p-amylazy sg szeroko rozpo-
wszechnione wsréd roslin wyzszych. Otrzymuje sie je ze skietkowanych na-
sion soi, jeczmienia, pszenicy, ryzu oraz z bulw stodkiego ziemniaka i innych
warzyw. Znalezienie szczepoéw-producentéw p-amylaz wsréd takich mikro-
organizmoéw, jak Bacillus, Pseudomonas czy Streptomyces, znacznie ograni-
czylo produkcje tych enzyméw z surowedw roslinnych i obecnie znaczenie
przemystowe ma jedynie P-amylaza z jeczmienia. Optimum pH P-amylaz ro-
Slinnych wynosi 4,0-5,8, a termostabilnos¢ dochodzi do 55°C, podczas gdy
optymalne pH bakteryjnych waha sie od 6,5 do 7,5, a temperatura miesza-
niny reakcyjnej nie powinna przekracza¢ 45°C. Wartos¢ DE po hydrolizie
skrobi enzymami mikrobiologicznymi nie przekracza 60. Generalnie, wszy-
stkie P-amylazy w wysokich stezeniach produktéw prowadzg reakcje konden-
sacji P-maltozy do maltotetraozy i bardzo wolno hydrolizujg maltotrioze do
glukozy i maltozy. Zatem, przy diuzszych czasach reakcji, obok maltozy i de-
kstryn granicznych pojawi¢ sie moga znaczace ilosci glukozy i maltotetraozy.
W proeesaeh scukrzania skrobi, p-amylazy stosuje sie dopiero po uptynnie-
niu substratu. Korzystna jest rowniez wstepna lub jednoczesna hydroliza
substratu enzymami znoszaeymi rozgatezienia.

3.3. Glukoamylazy (amyloglukozydazy, y-amylazy) (EC 3.2.1.3) [5,6,11,35-47]

Sa to enzymy odszezepiajace kolejno czasteczki glukozy od nieredukujg-
cego konca tancucha skrobi, atakujgce wigzania a-l,4-glikozydowe (rys. 3d).
Ze znacznie mniejszg szybkoscig hydrolizowane sg réwniez wigzania a-1,6-
glikozydowe, jezeli znajduja sie przy nieredukujaeej reszcie glukozowej tan-
cucha. Obecnos¢ ufosforylowanych pochodnych glukozy w tancuchu poli-
sacharydowym blokuje dziatanie glukoamylaz. Enzymy te sga produkowane
przez liezne mikroorganizmy, jak: Saccharomyces, Endomycopsis, Aspergillus,
Penicillium, Monascus, Chalara, Mucor, Rhizopus, Clostridium i inne, ale zna-
ezenie przemystowe posiadajg przede wszystkim glukoamylazy syntetyzowane
przez Aspergillus lub Rhizopus (A. niger, A. awamori, R. delemar, R. niveus);
sa one powszechnie uzywane w produkcji syropoéw glukozowych.

Glukoamylazy pochodzace z Rhizopus sp. hydrolizuja skrobie prawie kom-
pletnie, natomiast otrzymywane z Aspergillus hydrolizuja ja srednio w 80%.
Wszystkie glukoamylazy prowadzg réwniez reakcje odwrotng do hydrolizy
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i to tym wydajniejsza, im wyzsze jest stezenie glukozy. Nie hydrolizuja izo-
maltozy i izomaltotriozy, co, w potaczeniu z katalizowang przez nie reakcjg
kondensacji, nie pozwala otrzymac¢ wyzszych stopni przereagowania jak 91-
93%. Przy dluzszych czasach reakcji dochodzi réwniez do kondensacji v/y-
zszych niz G3 oligosacharydéw. Wszystkie glukoamylazy wystepuja w far-
mach izoenzymatycznych, réznigcych sie stabilnoscia i powinowactwem do
wigzan a-l,6-glikozydowych. Ich optimum pH zawiera sie miedzy 4,5- 5,0,
znaczaca wiekszos¢ enzymow jest termowrazliwa, jakkolwiek wystepuja duze
réznice miedzy enzymami wytwarzanymi przez rézne szczepy. Szybkos¢ re-
akcji hydrolizy skrobi jest hamowana kompetycyjnie przez glukoze i nadmiar
substratu (skrobia). Inhibicje wywotujg tez oligosachaiydy G2-G6, bedace za-
razem produktami i substratami reakcji.

3.4. Enzymy znoszace rozgatezienia [5-7,11,35,37,47,52-64]

Sa to endoenzymy, hydrolizujace wigzania a-l,6-glikozydowe (lys. 3e),
rowniez zdolne do wydajnej syntezy tych wigzan oraz do reakcji transgliko-
zylacji. Najbardziej popularne enzymy z tej grupy to izoamylazy (EC 3.2.1.68)
i pululanazy (EG 3.2.1.41). lzoamylazy hydrolizujg skrobie i glikogen i sg
produkowane przez bakterie, grzyby i rosliny (m.in. Cytophaga, Bacillus, Es-
cherichia, Flavobacterium, Lipomyces, ziemniaki). Znaczenie przemystowe po-
siada izoamylaza Pseudomonas sp., stosowana w kombinacji z glukoamylazg
lub (j-amylaza. Jej aktywnosc¢ jest hamowana kompetycyjnie przez maltotrio-
ze, maltotetraoze i inne maltooligosacharydy, ale nie przez glukoze i maltoze.
Optymalne pH wynosi 3,0 - 4,0, a temperatura reakcji nie powinna przekra-
cza¢ 40°C. Pululanazy, hydrolizujgce wigzania a-1,6 w skrobi, glikogenie
i pululanie, sa produkowane przez takie mikroorganizmy, jak Klebsiella, Es-
cherichia, Streptococcus, Bacillus, Streptomyces oraz przez rosliny (np. ryz,
jeczmien, owies, bob [5]). Znaczenie przemystowe posiadaja szczepy K. pneu-
moniae i B. acidopullulyticus, produkujgce enzymy o pHopt, odpowiednio, 6,0-
-6,6 i 4,9-5,2. Temperatura reakcji nie powinna przekracza¢ 40°C w pierwszym
przypadku i 50°C w drugim. Szybkos¢ reakcji jest silnie hamowana przez
wysokie stezenia substratu (lepkos¢) i produktdw reakcji. W obecnosci maltozy
pululanaza przeprowadza wydajnie reakcje kondensacji.

Obecnie wyréznia sie wsrdéd pululanaz dwa podstawowe typy enzymow.
Pierwszy, hydrolizuje jedynie wigzania a-l,6-glikozydowe, uwalniajgc gtdwnie
tancuchy A skrobi. W sktad drugiego wchodza neopululanazy (EC 3.2.1.-)
i amylopululanazy (EC 3.2.1.1/41). Posiada on wysokie powinowactwo za-
rowno do wigzan a-l,6-glikozydowych jak i a-1,4. Zastosowanie pululanaz
typu drugiego w procesie hydrolizy pozwala, przeciwnie do enzymdéw typu
pierwszego, zhydrolizowac praktycznie wszystkie wigzania a-1,6 w czgsteczce
skrobi.
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Rys. 4. Enzymatyczna izomeryzacja D-glukozy do D-fruktozy.

3.5. Cyklodekstrynazy (glikozylotransferazy cyklomaitodekstryn, CGTazy,
EC 2.4.1.19) [11,65-67]

Sa to enzymy, hydrolizujgce skrobie od jej nieredukujacego korca, odci-
najace oligosacharydy o 6, 7 lub 8 resztach glukozowych, a nastepnie pro-
wadzace reakcje ich cyklizacji do cyklodekstiyn: a (Ge), 3 (Gy), lub y (Ge)
(rys. 3f). Optimum pH tych enzymdéw wynosi zwykle 4,5-5,0, a zakres ko-
rzystnych temperatur od 50 do 90°C. Produkowane sg przez Bacillus mace-
rans, Klebsiella pneumoniae i Thermoanaerobacter sp. (gidwnie a-cyklode-
kstrynaza), B. stearothermophilus (a- i (3-CGTazy), B. subtilis (y-CGTaza),
a takze B. circulans (gtéwnie (3-CGTaza).

3.6. Izomeraza glukozowa (EC 5.3.1.5) [2,5,6,9-12,47,68-75]

Enzym ten nalezy do klasy izomeraz i jest to jego nazwa potoczna, utrwa-
lona ze wzgledu na jego powszechne stosowanie w procesach otrzymywania
syropow fruktozowych. Prawidlowa nazwa to izomeraza ksylozowa, co ozna-
cza, ze en2™m przeprowadza odwracalng reakcje izomeryzacji D-ksylozy do
D-ksylulozy lub D-iybozy do D-rybulozy, a takze, z duzo mniejsza szybko-
Scig, D-glukozy do D-fruktozy (lys. 4). lzomerazy glukozowe zbudowane sag
z 4 podjednostek i wymagaja obecnosci jonéw Mg™ do przejawienia peinej
aktywnosci, a takze jonoéw CoM* lub/oraz MnM" do zwiekszenia stabilnosci
w podwyzszonych temperaturach. Obecnos¢ jonéw Ca™* powyzej stezenia
2 ppm hamuje reakcje. Znaczenie przemystowe posiadajg enzymy produko-
wane przez: Streptomyces, Bacillus, Arthrobacter i Acttnoplanes, ktore sg przede
wszystkim magnezozalezne, utrzymuja wysoka aktywnos¢ w temperaturze
60°C przez kilka dni, a ich optimum pH i pH-stabilnos¢ zawierajg sie w prze-
dziale 7,0-8,5.

< A A A/\}< A AN AN A }oAoAon
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Rys. 5. Fragment faricucha polipeptydowego, tworzacego strukture (P/ajs walca w podrodzinie
a enzymow amylolitycznych.

4. Budowa i dziatanie enzynnéw amylolitycznych

Enzymy amylolityczne, jak wspomniano, mozna podzieli¢ wielorako, a jed-
na z moZijos’ci oparta jest na budowie ich domeny katalitycznej {catalytic
domain). Scisle okreslone, przestrzenne ulozenie fragmentow tancucha poli-
peptydowego, gtdwnie odcinkéw przyjmujacych struktury 11-rzedowe a i p,
pozwolito wyréznic¢ trzy typowe uklady. Tak tez podgrupa enzymoéw a cha-
rakteryzuje sie obecnoscig (P/a)g walca, P-amylazy zawieraja (P/ajg walec,
a glukoamylazy strukture typu a/a. Organizacje kolejnych odcinkéw stru-
kturalnych P i a fragmentdw tancucha polipeptydowego, tworzacych domene
katalityczna typu (P/ajg, przedstawiono na rysunku 5 [13,15,76]. Obszar
ten jest utworzony przez osiem réwnolegle utozonych w formie cylindra {bar-
rel) p-struktur, otoczonych osmioma odcinkami a-helikalnymi. Kolejne stru-
ktury P i a sa polaczone nieregularnymi fragmentami tancucha, tworzacymi
petle 1-8. Uwaza sie, ze w tych petlach umiejscowione sg reszty aminokwa-
sowe centrum katalitycznego, ztozonego z podmiejsc wigazacych substrat oraz
z podmiejsca katalitycznego. Taka organizacje budowy centrum aktywnego
posiadaja enzymy nalezace do podrodziny enzymoéw amylolitycznych: a-amy-
lazy, egzo-a-amylazy, a-glukozyda2”, CGTazy, enzymy hydrolizujgce i two-
rzagce wigzania a-l,6-glikozydowe oraz oligo-l,6-glukozydazy. Enzymy te cha-
rakteryzuje, jak juz wspomniano, utrzymywanie a-konfiguracji wegla ano-
meiycznego w reszcie glukozowej zaangazowanej w reakcje hydrolizy badz
syntc2”y.

Podobng organizacja charakteryzuja sie P-amylazy, ktérych centrum
aktywne tworzy walec zbudowany z pieciu struktur p, otoczonych piecioma
strukturami a [13]. W przypadku glukoamylaz obszar katalityczny, okreslany
mianem walca a/a, jest catkowicie helikalnga odmiang walca p/a [13]. Wy-
kazano, ze centrum aktywne glukoamylazy A. awamori jest zbudowane z 13
struktur a, z ktérych 12 tworzy dwuwarstwowy cylindryczny ukilad walca
al/a, otoczony rozciggnietym O-glikozylowanym odcinkiem helikalnym [50].
Odcinek ten moze by¢ tgcznikiem pomiedzy domeng katalityczng a domena
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Rys. 6. Budowa obszaru katalitycznego enzyméw amylolitycznych. 1,2,.. — numery pod-
miejsc obszaru wigzacego substrat, (0-0) — reszty glukozowe polisacharydu.

wigzacag niezzelowang skrobie [raw starch binding domain] lub/oraz wptywac
na termostabilno$¢ enzymu. Zaréwno (3-amylazy jak i glukoamylazy uwal-
niaja produkty reakcji w formie anomeiycznej p.

Opierajac sie na analizie sekwencji aminokwaséw wykazano, ze w pod-
grupie enzymoéw a mozna wyodrebni¢ 5 regiondéw o wysoce zachowawczej
sekwencji aminokwasoéw, zawierajgcych zawsze te same reszty, tworzace pod-
miejsce katalityczne (Asp206- GIU230 i ASP297, wedlug numeraciji dla a-amy-
lazy z A. oryzae] [13,76,77]. Nie stwierdzono natomiast zadnych homologii
miedzy sekwencjami fragmentéw tancucha polipeptydowego, tworzacych cen-
trum aktywne u enzymoéw podrodziny a, a odpowiednimi sekwencjami w p-
amylazach i glukoamylazach.

Wyodrebniono natomiast, wsréd niektérych a-, P- i glukoamylaz, sekwen-
cje wysoce homologiczne, wystepujace w domenie wigzacej niezzelowane ziar-
na skrobi i cyklodekstiyny. Jest ona zbudowana z 8 przeciwbieznych stru-
ktur P i, cho¢ nie uczestniczy bezposrednio w akcie katalizy, warunkuje
adsorpcje enzyméw na powierzchni ziaren skrobi, umozliwiajgc jej hydrolize
[5,13,39,41,45,50,76,78-80]. Wystepowanie obszaru wigzgcego skrobie na-
tywna nie poddaje sie zadnej klasyfikacji i zalezy jedynie od zrédta pocho-
dzenia enzymu. Tak tez, wsréd a-amylaz, enzymy pochodzace z Rhizopus
sp. nie posiadajg takiego obszaru, w przeciwienstwie do roslinnych a-amylaz
scukrzajacych. Glukoamylazy z A. awamori i A. niger ulegajg adsorpcji na
natywnych ziarnach skrobi, podczas gdy izo2*"ymy produkowane przez Rhizo-
pus sp. réznia sie zdolnoscig hydrolizy niezzelowane] skrobi, p-amylaza z soi
nie posiada domeny wigzgacej skrobie natywng, natomiast wsréd bakteryj-
nych P-amylaz obszar ten wystepuje {Clostridium thermosulfurogenes, B. ca-
rotarum Baq).

Istotng witasciwoscia enzymow amylolitycznych i proteolitycznych oraz in-
nych, hydrolizujgcych biopolimery, jest charakter centrum katalitycznego. Jest
ono utworzone przez szereg przylegajacych do siebie podmiejsc [subsites],
z ktérych kazde specyficznie oddzialuje z jednym merem substratu. W przy-
padku enz>Tnéw amylolitycznych, kazde podmiejsce domeny katalitycznej taczy
sie z jednag resztg glukopiranozy, co przedstawiono na rysunku 6. Podmiejsca
katalityczne sktadajg sie z reszt aminokwaséw obecnych w nieregularnych pet-
lach, tgczacych kolejne odcinki tanncucha w strukturze walca (3/a lub a/a. Ich
przestrzenne utozenie na powierzchni biatka jest stabilizowane wysoce upo-
rzagdkowang budowag walca, a w przypadku (3-amylaz, dodatkowo mostkami
disiarczkowymi [82,83]. Zgodnie z omoéwiong teorig organizacji obszaru kata-
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Rys. 7. Tworzenie produktywnych i nieprodukt}rwnych komplekséw glukoamylaza-substrat.
(0-0) — reszty glukozowe substratu; (¢) — redukujgca reszta glukozowa; (t) — miejsce poto-
zenia miejsca katalitycznego: 1,2,... — numery podmiejsc obszaru wiEizacego substrat.

litycznego enzymoéw amylolitycznych [81,84], kazde podmiejsee wigzgee jedng
reszte glukopiranozy substratu eharakteiyzuje sie speeyfiezng wartoscig swo-
bodnej energii wigzania AG®, wyrazang w kJd/mol, decydujgeg o powinowactwie
enzymu do substratu. Witasciwe miejsee katalityczne, odpowiadajgce za reakeje
hydrolizy lub syntezy wigzania glikozydowego, znajduje sie pomiedzy okreslo-
nymi podmiejseami wigzgcymi i jest charakterystyezne dla rodzaju i zrdodia
enzymu. W glukoamylazaeh i p-amylazaeh, bedaeych typowymi egzoamylaiza-
mi, to miejsce katalityczne jest zlokalizowane, odpowiednio, pomiedzy 1 a 2
i 2 a 3 podmiejscem (liczac za pierwsze podmiejsee wigzaee nieredukujaca
reszte tancucha policukru). W sumie glukoamylazy moga zawiera¢ 7 [R. niueus,
R. delemar) lub 6 {Cradosporium resinae) podmiejsc [5,85]. U P-amylaz stwier-
dzono natomiast wystepowanie 7 (soja), 6 (B. cereus) i 5 (pszeniea) podcentrow
[5,85]. Generalnie uwaza sie, ze duza réznorodnos¢ w liczbie podmiejsc wiag-
zacych substrat oraz w potozeniu podmiejsca katalitycznego w obrebie pod-
grupy enzymoéw a odpowiada za sposéb i miejsce ciecia policukru. Wsrod
a-amylaz, amylaza trzustkowa posiada 5 podmiejsc z kieszenig katalityczng
zlokalizowang miedzy trzecim a czwartym [87]. Centrum aktywne a-amylaz
zbozowych obejmuje 10 podmiejsc (0-9), podobnie jak w enzymie pochodzgcym
z B. amyloliquefaciens, ale miejsce odpowiedzialne za ciecie substratu znajduje
sie w pierwszym przypadku pomiedzy 6 a 7 podmiejscem, a w drugim pomie-
dzy 5 a 6 [88]. Taka-amylaza z A. onjzae posiada centrum aktywne zbudowane
z 9 podmiejsc z miejscem katalityeznym zlokalizowanym pomiedzy 4 a 5 pod-
miejscem, podczas gdy uplynniajaca a-amylaza z B. subtilis posiada ich 8,
a scukrzajaca 5, z podcentrum katalitycznym umiejscowionym, odpowiednio,
miedzy 6 i 7 oraz 3 i 4 podmiejscem [5].

Tego rodzaju organizacja centrum aktywnego powoduje, Ze istnieje szereg
mozliwosci utozenia tancucha polisacharydowego na powierzchni obszam kata-
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Rys. 8. Tworzenie komplekséw produktywnych (a,b) (i-amylaza-substrat. Oznaczenia jak na
rys. 7.

litycznego i utworzenia produktywnych i nieproduktywnych komplekséw en-
zym-substrat. W przypadku glukoamylazy, tworzenie komplekséw produktyw-
nych i nieproduktywnych przedstawiono na rysunku 7 [81,85]. Poniewaz
miejsce katalityczne znajduje sie pomiedzy 1 a 2 podmiejscem wigzgcym,
jedynie polisacharyd zaadsorbowany tak, aby oba podcentra mogly oddzia-
tywaé¢ z resztami glukozowymi, przy ezym podmiejsce 1 dodatkowo z nie-
redukujgcym zakornczeniem tancucha, spowoduje utworzenie wigzania pro-
duktywnego. Zatem o szybkosci reakcji bedzie decydowaé¢ prawdopodobien-
stwo utworzenia kompleksu produktywnego, powinowactwo podcentrow wig-
zacych do reszt glukozowych, liczba podcentrow obsadzonych resztami glu-
kozowymi oraz powinowactwo miejsca katalitycznego do wigzania glikozydo-
wego. Glukoamylazy z R. niveus, R. delemar i Cradosponum resinae, posia-
dajace 7 podmiejsc wigzacych, charakteryzujg sie stabo ujemnag lub bliskg
zera wartosciag energii wigzania reszty nieredukujgcej substratu w podcen-
trum 1, natomiast podmiejsce 2 posiada wysoka wartos¢ dodatnig tej energii
(okoto 21,0-27,2 kd/mol) [81,85]. Kolejne podmiejsca wigzgce charakteryzujg
sie nizszymi i sukces}rwnie malejacymi wartosciami dodatnimi energii wig-
zania. W prz3y>adku enzymu z A. niger, o 5 podcentraeh wigzacych, piei*wsze
posiada energie stabo ujemng, drugie natomiast silnie ujemng [46,49]. Ge-
neralnie uwaza sie, ze szybkos¢ reakcji hydrolizy osigga wartosci maksymal-
ne, gdy wszystkie podmiejsca obszaru wigzgcego potacza sie z odpowiednimi
resztami glukozowymi tancucha. Wraz ze spadkiem stopnia polimeryzacji sub-
stratu, szybkos¢ reakcji ulega obnizeniu ze wzgledu na wigeksze prawdopo-
dobienstwo utworzenia kompleksu nieproduktywnego, jak i brak oddziatywan
miedzy poszczegdlnymi podcentrami i resztami glukozowymi substratu. W efe-
kcie, dla kazdego oligosacharydu o stopniu polimeryzacji DP< liczba pod-
miejsc wigzacych, pozorne (obserwowane) wartosci Km beda wzrastaé¢, a war-
tosci stalej szybkosci reakcji beda sie obniza¢ ze spadkiem stopnia polime-
ryzacji substratu [81,89].

W badaniach poréwnawczych przeprowadzonych nad p-amylazami ujawv-
niono, ze duzemu zréznicowaniu w liczbie podmiejsc wigzgcych w obszarze
katalitycznym (od 5 do 7), towarzyszy wzgledna jednolito$¢ co do rzedu w war-
tosciach powinowactwa poszczegélnych podcentrow [83]. Podmiejsce 1 i 4
posiadaja wysokie dodatnie wartosci energii wigzania (odpowiednio okoto 29,3
i 21,0 kd/mol), podczas gdy dla podmiejsca 2 wartos¢ ta jest ujemna (okoto
-25,1 kJ/mol). Podmiejsce 3 eharakteryzuje sie wartosciami AG° zblizonymi
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Rys. 9. Tworzenie komplekséw produktywnych a-amylaza (z jeczmieniaj-substrat. (++,+) —
wigzanie podmiejsce-reszta glukozowa energetycznie uprzywilejowane; — wigzanie podmiej-
sce-reszta glukozowa energetycznie dyskryminowane: (1...5) — objasnienia w tekscie; pozostate
oznaczenia jak na lys. 7.

do zera lub stabo ujemnymi, natomiast podmiejsea powyzej ezwartego ee-
ehujg malejgee wartosci dodatnie energii. W badaniach przeprowadzonych
z zastosowaniem znakowanych substratéw ujawniono ponadto, ze P-amylazy
tworzg 2 typy potaczen produktywnych z substratem (rys. 8 [83-zmienione]),
jednakze szybkos$¢ uwalniania znakowanej glukozy od korica nieredukujace-
go stanowi od 1/16 000 do 1/300 000 szybkosci uwalniania maltozy [83],
co powoduje, ze mozna traktowac potaczenie typu (b) jako praktycznie nie-
produktywne. Zaleznos¢ szybkosci reakcji od stopnia polimeryzacji substratu
jest analogiczna jak dla glukoamylaz.

W przypadku a-amylaz, gdzie obok duzych réznic w liczbie podcentréow
wigzacych (5-10) wystepuje duza réznorodnos¢ potozenia podmiejsea kata-
litycznego, uwaza sie, ze podcentrum poprzedzajagce podmiejsce katalityczne
powinno charakteryzowac¢ sie wysoka ujemnag wartosScia energii wigzania,
podczas gdy wystepujace za nim wartosciag stabo dodatnig [81]. Problemy
z wyznaczeniem wartosci AG° nie pozwalajg na zbyt daleko idgce uogdlnienia
[88,89], natomiast mozna wyjasni¢ duza réznorodnos¢ produktdéw tworzacych
sie pod dzialaniem réznych a-amylaz. Dla a-amylazy z jeczmienia stwierdzono,
ze obszar katalityczny skiada sie z 10 podmiejsc, a miejsce ciecia substratu
lezy pomiedzy 6 a 7 podcentrum (rys. 9 [89-zmienione|). Budowa centrum
aktywnego faworyzowac bedzie zatem takie produktywne ulozenie substratu,
aby obsadzeniu ulegly przede wszystkim podmiejsea | i 8. O ile nie ma to
wplywu na poczatkowe stadium procesu hydrolizy skrobi, w ktérym duzy
substrat posiada stopien polimeryzacji znacznie wiekszy niz liczba podmiejsc
obszaru wigzgcego, to w miare postepu reakcji, dla substratu o DP = 9, jako
produkty przewazac¢ bedg G2 i G7 (1), natomiast ilosci Ge i G3 oraz Gi i Gs
beda sladowe. Z kolei oligosacharydy Gs beda preferencyjnie hydrolizowane
do G2 i Ge (2) a Ge do G2 i G4 (4). Oligosacharydy Gy nie bedg ulegac
adsorpcji koricem nieredukujagcym w podcentrum 2, czyli produktami ich
hydrolizy beda Gi i Ge (3). Konncowymi produktami hydrolizy skrobi (przy
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Rys. 10. Tworzenie komplekséw a-amylaza-oligosacharydy przy réznych potozeniach (a,b)
podmiejsc o wysokim powinowactwie (+) wigzania reszt glukozowych. KN — kompleksy niepro-
duktywne; pozostate oznaczenia jak na lys. 7.

zatozeniu niezachodzenia reakcji kondensacji) powinny by¢ zatem niewielkie
ilosci Gi, znaczace G2 oraz a-dekstryny graniczne, natomiast w fazie po-
czatkowej jedynie zwigzki o wysokim DP.

W przypadku a-amylazy trzustkowej, zawierajgcej 5 podcentréw, z pod-
miejscem katalitycznym pomiedzy 3 a 4, mozna uwzgledni¢ dwa podstawowe
schematy hydrolizy (rys. 10 [87-zmienione]). W obu przypadkach wczesnymi
jej produktami powinny by¢ poli- i oligosacharydy o stopniu polimeryzacji
>5. W pobzniejszym etapie reakcji, zgodnie z przedstawieniem na rys. 10a,
mozliwe jest utworzenie wielu komplekséw produktywnych, jednakze prefe-
rowane bedg utozenia (1), (2) i (3), w ktérych obsadzeniu bedg ulega¢ przede
wszystkim podcentra 3 i 4 oraz, dla reszty nieredukujgcej, podcentrum 1.
W efekcie glownymi produktami reakcji beda: Gi, G2, znaczace ilosci G3
oraz a-dekstryny graniczne. Gdyby preferencyjne utozenie wymagato inter-
akcji z podcentrami 4 i 5, przy czym dla 5 z redukujacym zakonczeniem
oligosacharydu (lys. 10b), to produktami reakcji bytyby: Gi, znaczace ilosci
G2 oraz a-dekstryny graniczne. W rzeczywistosci a-amylaza trzustkowa pra-
cuje zgodnie ze schematem |Ob [87].

W omoéwionych przykitadach specyficznosci a-amylaz nie ttumaczy sie sy-
tuacji, w ktérych we wczesnych etapach reakcji pojawia sie maltoza, malto-
trioza czy maltoheksaoza. Zalozenie, ze model dzialania enzymu jest zgodny
z modelem przypadkowego ciecia, w ktdrym wystepuje adsorpcja substratu,
nastepnie ciecie i kolejno desorpcja produktéw, powoduje, ze wszystkie
a-amylazy nalezaloby zaliczy¢ do enz}miéw uptynniajacych. Jednakze w przed-
stawionym modelu budowy obszaru katalitycznego a-amylaz o wielu pod-
miejscach dopuszcza sie i taka mozliwos¢, ze raz prawidtowo usytuowana
czasteczka substratu moze sie ,$lizga¢” nad centrum katalitycznym, bez ko-
niecznosci wystapienia kolejnych proceséw adsorpcji i desorpcji [81].

W badaniach przeprowadzonych nad hydrolizg skrobi z udzialem a-amy-
laz mozna bylo wyrézni¢ 3 modele ataku enzymu na substrat [81,44]:
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A adsorpcja — 1 ciecie — desorpcja (atak przypadkowy — random it-
tack);

B adsorpcja — maksymalnie 8 cie¢ — desorpcja (wielokrotny atak kn-
cuchowy — multiple chain attack);

C adsorpcja — hydroliza do korica — desorpcja (pojedynczy atak kn-
cuchowy — single chain attack).

Rozpatrujac przykiad przedstawiony na schemacie |Oa nalezatloby ocze-
kiwac¢, ze przy odpowiednio dtugim tancuchu polisacharydu i wyzszym pra-
wdopodobienstwie, iz produkt reakcji znajdujacy sie za podmiejscem kata-
litycznym ulegnie desorpcji, produktem hydrolizy zgodnie z modelem B lub
C bylaby maltoza. W przypadku odwrotnym, jako produktu reakcji naleza-
foby oczekiwa¢ maltotriozy. Rozpatmjgc analogicznie teoretyczng a-amylaze
z obszarem katalitycznym zblizonym do przedstawionego na rysunku 9, we
wczesnych etapach reakcji mozna oczekiwa¢ pojawienia sie maltoheksaozy
(amylaza uptynniajagca) tub maltozy (amylaza scukrzajgca).

Specyfika badan przeprowadzanych nad liczba podmiejsc w obszarze kata-
litycznym poszczegdlnych enzyméw amylolitycznych, w ktérych stosuje sie
oligosacharydy o DP < liczbie podmiejsc wigzacych substrat, nie pozwala
oszacowac, czy podczas hydrolizy skrobi nastepuje zmiana mechanizmu re-
akcji z modelu B lub C na model A. Reguig, jak sie wydaje, jest to, ze dla
wszystkich enzymoéw amylolitycznych i dla substratobw o DP < liczbie pod-
miejsc wigzacych dominuje model A, natomiast dla amylozy nie wyklucza
sie schematu B lub C [5,44,81,87-89]. Wydaje sie rowniez, ze zwiekszong
tendencje do mechanizmu B lub C posiadajg enzymy o mniejszej liczbie
podmiejsc w obszarze wigzacym i o charakterze scukrzajgcym, natomiast
a-amylazy uptynniajgce moga sie charakteryzowac¢ niewielkim (ok. 10%) udzia-
tem mechanizmu B lub C w ogdlnej puli reakcji i to tylko w przypadku
amylozy jako substratu [88,89]. Z kolei w przypadku amylopektyny, prawie
kompletny brak danych doswiadczalnych pozwala jedynie stwierdzi¢, ze dzia-
tanie a-amylazy trzustkowej jedynie czesciowo przebiega zgodnie z mecha-
nizmem wielokrotnego ataku i dotyczy przede wszystkim tancuchéw A, wy-
eksponowanych na zewnatrz makroczgsteczki, mimo ze teoretyczna mozli-
wos¢ wystgpienia takiego mechanizmu hydrolizy byta znacznie wieksza,
a w hydrolizie amylozy przez ten enzym dominuje, jak wykazano, model B/C
[87]. Przytoczone informacje zostaly otrzymane na drodze symulacji kompu-
terowej i czesciowo eksperymentalnie.

5. Podsumowanie

Badania nad enzymami amylolitycznymi, majgcymi zastosowanie w prze-
mystowym przetworstwie skrobi, sg obecnie nastawione zaréwno na poszu-
kiwanie naturalnych zrodet termostabilnych enzymoéw, jak i na modyfikacje
juz znanych amytaz poprzez ukierunkowane mutacje badz tez chemiczne
modyfikacje tych biatek [53,59,60,92]. Réwnolegle prowadzone sg prace nad
izolacjg i oczyszczaniem enzymow [30,31,80] oraz selekcja enzymoéw ze zdol-
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noscig do adsorpcji na natywnych ziarnach skrobi. Waznym zagadnieniem,
jak sie wydaje, sg takze badania nad blokowaniem specyficznosci glukoamy-
laz w odniesieniu do wigzan a-l,6-glikozydowych, celem ograniczenia reakc;ji
kondensacji [90]. Podejmowane sa roéwniez proby konstruowania szczepéw
produkujacych jednoczesnie i wydajnie a-amylaze, glukoamylaze i pululana-
ze [93]. Wysoki koszt izolacji i oczyszczania zaréowno CGTaz, jak i cyklode-
kstryn, limituje w znacznym stopniu ich produkcje, powodujac poszukiwania
tanszych metod ich otrzymywania [11]. Prowadzi sie takze badania nad enzy-
matyczna konwersja maltooligosachaiydéw i maltodekstiyn do cyklodekstryn
[94] oraz produkcja rozgatezionych cyklodekstryn [66].

Szczegodlnie wazne, jak sie wydaje, sg badania nad budowa obszaru kata-
litycznego enzymoéw amylolitycznych, ktére obecnie majga charakter mocno
rozproszony. Postuluje sie poszerzenie badan o zastosowanie amylozy, amy-
lopektyny i skrobi jako substratéw [89], co w polgczeniu z mozliwosciami
symulacji komputerowej sktadu produktéw reakcji [87] moze doprowadzi¢
do znacznego pogtebienia wiedzy o sposobie dzialania tych enzyméw w pro-
cesach hydrolizy skrobi i umozliwi¢ ich matematyczny opis. Zagadnieniem
otwartym pozostaje rowniez mechanizm hydrolizy wigzan glikozydowych przez
glukoamylazy i (l-amylazy, w wyniku ktdrego powstajg (3-anomeryczne pro-
dukty [83,86,91].
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