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Suitability of thermostable enzymes for improvment of starch pro-
cessing

Summary

Commercial processing of starch to mono-and oligosaccharides depends on
the availability and properties of the applied enzymes such as a-amylase, gluco-
amylase, a-glucosidase and xylose isomerase. Each of these enzymes has a
different pH and temperature optimum for use. Therefore starch processing is
carried out in the stages of liquefaction, saccharification, and isomerisation.
This article discusses the application of thermostable enzymes leading to higher
quality products and lower production costs caused by the simplification of the
processing.
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1. Wprowadzenie

Enzymatyczng hydrolize skrobi przeprowadza sie podczas wy-
twarzania maltodekstryn i syropoéw skrobiowych, maltotetraozo-
wych, maltozowych i glukozowych, stosowanych m.in. w pro-
dukcji odzywek dla niemowlat, wyrobdw cukierniczych i piekar-
skich, mleka w proszku, soséw, keczupow, zabielaczy do kawy,
stodzikdw, dzemdw oraz polioli uzytecznych Jako zamienniki sa-
charozy. Wysokoscukrzone syropy stuzg takze do otrzymywania
karmelu uzywanego do barwienia i nadawania specyficznego aro-
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matu i smaku zywnosci oraz do wytwarzania glukozy i syropow fruktozowych.
W browarnictwie sg one dodawane do brzeczki przy warzeniu piwa.

Zaleznie od pozgdanego stopnia hydrolizy i wytwarzanego produktu w poszcze-
golnych etapach przetwdrstwa skrobi stosuje sie kolejno rozmaite enzymy rozniace
sie niekiedy dos¢ znacznie optymalng temperaturg i kwasowoscia reakcji. Uniemo-
zliwia to réwnoczesne ich stosowanie i stwarza konieczno$¢ podziatu procesu na
etapy uptynniania i scukrzania, poprzedzone regulacjg pH i temperatury substratu
oraz produktow posrednich. Zwieksza to koszt procesu wskutek zuzycia energii
podczas ogrzewania i chtodzenia mieszaniny reakcyjnej oraz roztworéw NaOH i HCI
uzywanych do regulacji pH. Rozpuszczalno$¢ ziaren skrobi dopiero w temperaturze
okoto 100°C jest gtdwng przyczyng stosowania w etapie uptynniania termostabil-
nych a-amylaz nie ulegajacych inaktywacji w warunkach procesu. Mozliwos$¢ stwo-
rzenia uktadu multienzymatycznego zapewniajgcego jednoetapowa hydrolize skro-
bi i obnizenie kosztow zalezy od znalezienia nowych Zrédet enzyméw amylolitycz-
nych i ewentualnie izomerazy glukozowej o duzej termostabilnosci i podobnym
optymalnym pH i temperaturze dziatania. Obiecujagcym Zrodiem takich enzymoéw sa
intensywnie obecnie badane mikroorganizmy rozwijajace sie¢ w ekstremalnych wa-
runkach.

2. Pozgdane modyfikacje uptynniania skrobi

Celem uptynniania jest przeksztalcenie stezonej zawiesiny ziaren skrobiowych,
zawierajacej 30-35% suchej masy, w roztwér maltodekstryn, poddawany zazwyczaj
dalszej hydrolizie przez glukoamylaze odszczepiajgca reszty glukozy, pullulanaze
znoszacy rozgatezienia czasteczek amylopektyny oraz a-glukozydaze wykazujgca
preferencyjng aktywno$¢ wzgledem maltozy i nizszych oligosacharyddw. Mleczko
skrobiowe ogrzewa sie w poczatkowym stadium uptynniania az do do$¢ znacznego
przekroczenia temperatury kleikowania, zaleznej od pochodzenia polisacharydu
i wynoszacej zazwyczaj 70-90°C. Wskutek rozpuszczania amylozy nastepuje wzrost
lepkosci zolu osiagajacy maksimum w okoto 95°C, ktéremu przeciwdziata przebie-
gajaca po dodaniu enzymu hydroliza wewnatrzczasteczkowych wiazan a-1 ,4-glikozy-
dowych. W celu roztozenia wystepujgcych w ziarnach komplekséw skrobiowo-lipi-
dowych znajdujacych sie w helikalnych obszarach czasteczek uptynnianie nalezy
poczatkowo prowadzi¢ w temperaturze przekraczajacej 100°C (1). Stosowane w tym
celu a-amylazy (EC 3.2.1.1) sg zazwyczaj izolowane z grzybdw strzepkowych i bak-
terii. Enzymy te odcinajg duze fragmenty czasteczek amylozy i amylopektyny, co
prowadzi do szybkiego spadku lepkosci zolu. W przypadku uptynniania skrobi zbo-
zowej oprocz a-amylazy powinna by¢ stosowana ksylanaza (EC 3.2.1.32) rozkia-
dajaca zanieczyszczajace ziarna polisacharydu pentozany, ktore zwiekszaja lepkos¢
zawiesin skrobiowych (1). Obecnie znanych jest kilka ksylanaz o optymalnej tempe-
raturze 90-100°C dziatajacych w umiarkowanie kwasnym $rodowisku o pH 5,3-6,0
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(tab. 1). Produktami diugotrwatego uptynniania sg maltoza, maltotetraoza oraz mal-
totrioza hydroiizowana nastepnie z niewielka wydajnoscig do maltozy i glukozy
oraz dekstryny graniczne wytwarzane z rozgatezier czasteczek amylopektyny, kto-
re zawierajg nie rozszczepiane przez a-amylazy wigzanie a-1,6-glikozydowe.

Tabela 1

Zrédta i optymalne warunki dziatania niektorych termostabilnych enzyméw uzytecznych w przetwdrstwie
skrobi

Optymalne warunki dziatania

Enzym Mikroorganizm Zrédtowy . . Literatura
temperatura (°C) pil reakcji
a-aniylaza Pyrococcus woesei 100 55 (6)
Pyrococcus furiosus 100 5,5-6,0 (3
Themiococcus celer 95 6,0 4)
Thermotoga maritima 70-100 6,0 (25)
Desulfurococcus mucosus 105 6,0 (4)
Szczep TY5S 100 5,0-6,0 4)
Thermus filiformis 95 5,5-6,0 (26)
glukoamylaza Halobacterium sodomense 65 75 (16)
Humicola lanuginose 65-70 6,6 (16)
Cl. thermohydrosulphuricum 75 4,0-6,0 (27)
Cl. thermosaccharolyticurn 70 50 (28)
Aspergillus niger 60 4,5-5,0 (16)
piillulanaza Pyrococcus woesei 105 6,0 (29)
Pyrococcus furiosus 100 6,0 (30)
Thermococcus celer 95 5,5-6,0 (4)
Desulfurococcus mucosus 105 55 4)
Szczep TYS 100 6,5 (4)
Cl. thermohydrosulphuricum 85-95 5,6 (17)
a-glukozydaza Pyrococcus woesei 110 5,0-5,5 (29)
Pyrococcus furiosus 115 55 (31)
Thermococcus hydrothermalis 110 5,0-5,5 (19)
Sulfolobus shibatae 85 55 (32)
ksylanaza Thermotoga SP. 100 53 (33)
Thermotoga maritima 95 6,0 (34
Thermotoga neapolitana 95 6,0 (34)
Thermotoga thermarum 90 6,0 (34)

Hydrolize katalizowang a-amylazg prowadzi si¢ przez okoto 2 h i w tym czasie
tworzg sie gtdwnie maltodekstryny. Zaleznie od pochodzenia a-amylazy réznig sie
struktura, iloscig podjednostek, masg czasteczkowa, termostabilnoscia, aktywnos-
cig, wrazliwosciag na dziatanie aktywatoréw i inhibitorow oraz warunkami dziatania.
Pierwszym produkowanym na skale przemystowg i dotychczas Jeszcze stosowanym
enzymem Jest a-amylaza z Aspergillus oryzae o optymalnej temperaturze reakcji
52°C. Preparat dziata skutecznie w zakresie 45-60°C (Amylopol P), ale w wyzszej
temperaturze nastepuje gwaltowne zmniejszenie Jego aktywnosci. Obecnhie do
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uptynniania skrobi stosuje sie najczesciej termostabilne a-amylazy z Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens oraz dostepny jako Termamyl® enzym z Bacillus lichenifor-
mis, ktérego czas potrwania w temperaturze 95°C przy pH 6,5 wynosi okoto 11 h
i maleje do 50 min w temperaturze 105°C. Producent preparatu sugeruje uptynnia-
nie skrobi w dwdch etapach, najpierw przez 5-8 min w temperaturze 105-107°C nie-
zbednej do rozpuszczenia zawiesiny substratu, a nastepnie przez 1-2 h w 95°C, az
do uzyskania oligosacharydéw zawierajacych 10-13 reszt glukozy (2). Aby ograni-
czy¢ wptyw inaktywacji enzymu na wydajnosé reakcji korzystne jest dodanie dodat-
kowej porcji preparatu po pierwszym etapie uptynniania przebiegajacym w wyzszej
temperaturze. Termamyl®, podobnie jak i inne najczesciej stosowane a-amylazy,
jest aktywowany wapniem wigzagcym domeny strukturalne enzymu stabilizujagc miej-
sce wigzace substrat oraz centrum aktywne. Dodanie jon6éw Ca*+ do uzyskania ich
5 mM stezenia w Srodowisku reakcji okoto 20-krotnie zwieksza czas poétrwania
a-amytazy z Bacillus licheniformis w temperaturze 90°C (3). Sole wapniowe polep-
szajg stabilnos¢ wielu a-amylaz z wyjatkiem enzymow wyizolowanych z niektorych
archebakterii, ktére nie sg aktywowane jonami Ca™**.

Optymalne pH reakcji katalizowanej przez prawie wszystkie stosowane w prze-
twarstwie skrobi a-amylazy miesci sie w zakresie 5,5-6,5 (4). Natomiast pH zawiesi-
ny skrobi (3,2-4,5) jest nizsze i dla zapewnienia efektywnego dziatania enzymu nale-
zy zmniejszy¢ kwasowos¢ Srodowiska roztworem NaOH (5). Niekorzystnym tego
skutkiem jest wzrost zanieczyszczenia hydrolizatu maltulozg i innymi niepozgdany-
mi produktami ubocznymi. Uzywane obecnie w dalszych etapach procesu gluko-
amylaza, pullulanaza i a-glukozydaza przejawiajg maksymalng aktywnos$¢ przy pH
okoto 4,5. Przed rozpoczeciem scukrzania konieczne jest zatem ponowne zakwa-
szenie substratu roztworem HCI, a po zakoriczeniu procesu zobojetnienie hydroli-
zatu. Wytwarzany wskutek kilkukrotnej regulacji pH chlorek sodu jest niepozada-
nym sktadnikiem koricowego produktu.

Koszt uptynniania skrobi w duzym stopniu zalezy od zuzycia energii podczas za-
geszczania produktu. Mozna go zmniejszy¢ podwyzszajac temperature hydrolizy do
120-140°C. Obniza to lepkos$¢ zolu skrobiowego wytwarzanego w poczatkowym
etapie reakcji umozliwiajgc zwiekszenie stezenia skrobi w zawiesinie. Warunkiem
przebiegu reakcji w wyzszej temperaturze jest jednak zastgpienie dotychczas uzy-
wanych a-amylaz ich odpowiednikami o wiekszej termostabilnosci, uzyskanymi
z hipertermofili. Zrodiem takich enzymoéw sa, np. archebakterie Pyrococcus furiosus
lub Pyrococcus woesei, ktérych a-amylazy przejawiajg maksymalng aktywnos$¢ w 100°C,
réznigc sie jednak optymalnym pH (tab. 1). Obie a-amylazy majg podobny czas
pottrwania w temperaturze 120°C wynoszacy okoto 2 h i tylko w niewielkim stopniu
réznig sie sktadem aminokwasowym. Enzym z Pyrococcus woesei jest monomerem
0 masie czasteczkowej 66 kDa aktywnym w zakresie temperatur 40-130°C (3,6,7).
Natomiast a-amylaza z Pyrococcus furiosus jest dimerem o masie czgsteczkowej
okoto 132 kDa, zbudowanym z dwoch identycznych podjednostek i hydrolizujacym
amylopektyne, amyloze i glikogen bez wytwarzania glukozy, znajdujacej sie za-
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zwyczaj w produktach reakcji katalizowanej enzymami z innych mikroorganizméw
(3,6). W przeciwienstwie do a-amylaz z bakterii, organizméw zwierzecych i roslin,
jony Ca2+ nie aktywujg enzymu, a kationy Mg+, Cr2+, Cut*, Fe+ | Zn*" sg jego in-
hibitorami (6,7). Mozliwo$¢ wyeliminowania ze Srodowiska reakcji jonéw wapnia,
ktore sg inhibitorem izomerazy glukozowej jest korzystna przy wytwarzaniu syropu
fruktozowego (3). Zrodtem a-amylaz o réwnie wysokiej optymalnej temperaturze
dziatania (95-105°C) sg tez szczepy archebakterii TYS, TY, Thermococcus celer i Desul-
phurococcus mucosiis oraz termofilne eubakterie Thermotoga maritima i Fervidobacte-
rium pennavorans (4,8). Zastgpienie a-amylaz z Bacillus licheniformis enzymem wyizo-
lowanym z Pyrococcus furiosus lub Pyrococcus woesei eliminuje stosowanie soli wap-
niowych i zapewnia wyzsza optymalng temperature dziatania, znacznie wigekszg ter-
mostabilno$¢, nizsze pH reakcji zapobiegajgce tworzeniu sie¢ niepozadanych barw-
nych zanieczyszczen oraz okoto 2-krotnie wyzsza aktywno$¢ preparatu (3).

Praktyczne wykorzystanie enzyméw z archebakterii jest ograniczone dos¢ trud-
ng hodowlg tych mikroorganizméw przebiegajaca w podwyzszonej temperaturze
i najczesciej w srodowisku beztlenowym (9). Wytwarzajace termostabilne a-amylazy
archebakterie Pyrococcus furiosus i Pyrococcus woesei dobrze rozwijajg sie w 90-100°C
w atmosferze CO2/N2 (1:4, viv) w podtozach zawierajacych ekstrakt drozdzowy, pep-
ton, skrobig i cysteing, wzbogaconych chlorkami, weglanami, siarczanami (VI), sele-
nianami (IV) i fosforanami (V), zawierajagcymi kationy NH4+, Na*', K*, Ca’+, Mg+
i Fe™+ (3,6). Produktami fermentacji sg m.in. kwas octowy, wodér i dwutlenek wegla
(9). Dodanie do podtoza siarki elementarnej zwieksza wydajnos¢ biomasy wskutek
wyeliminowania wydzielania wodoru dziatajgcego jako inhibitor wzrostu tych mi-
kroorganizmédw, powodujac jednak tworzenie toksycznego i dziatajagcego korozyj-
nie siarkowodoru (9). Niepozadane metabolity i wysoka temperatura rozwoju utrud-
niajg hodowle hipertermoflli uzytecznych jako zrodto enzyméw o duzej cieptood-
pornosci. Rozwigzaniem problemu jest sklonowanie genu kodujgcego synteze ter-
mostabilnego enzymu do mikroorganizmu mezofilnego. Zapewnia to obnizenie tem-
peratury hodowli, zwiekszenie wydajnosci biomasy i wyeliminowanie niepozada-
nych produktow oraz uzyskanie znacznej nadekspresji wytwarzania enzymu, nawet
do 30% ogdlinej ilosci biatek komérkowych (10). Wytworzony enzym jest jedynym
termostabilnym biatkiem w komorce i pozostaje w roztworze po cieplnym straceniu
innych biatek. Umozliwia to oczyszczenie enzymu w stopniu wystarczajgcym w prze-
twdrstwie skrobi bez stosowania kosztownych technik chromatograficznych (11).
Badania mozliwosci zastosowania termostabilnych enzymoéw nie sg zbyt zaawanso-
wane i wedtug aktualnych informacji przeprowadzono dotychczas ekspresje gendw
kodujacych termostabilne a-amylazy z Pyrococcus furiosus. Bacillus sp. TS-23 i Dictyo-
glomus thermophilium do Escherichia coli, a w przypadku Pyrococcus furiosus takze do
Bacillus subtilis (12-15).
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3. Ulepszenia procesu scukrzania

Do scukrzania stosuje sie glukoamylaze (EC 3.2.1.3.) oddzielajacg reszty glukozy
z nieredukujacych koncéw czasteczek maltodekstryn wytworzonych podczas uptyn-
niania skrobi. Enzym ten wystepuje, np. w grzybach strzepkowych: Aspergillus niger,
Rhizopus oryzae. Aspergillus candidus, Humicola lanuginosa i Thermoniyces lanuginosa,
drozdzach: Saccharomyces cerevisiae, Pichia burloni, Saccharomyces fibuligera oraz
w bakteriach: Bacillus stearothermophilus, Flavobacterium sp., Clostridium hydrosulphuri-
CLim i Halobacterium sodomense (16). Najlepiej zbadane glukoamylazy grzybowe sg za-
zwyczaj glikoproteinami o masie czasteczkowej 26-112 kDa zawierajgcymi 5-20%
reszt glukozy, glukozaminy galaktozy i mannozy. Optymalne pH glukoamylaz miesci
sie przewaznie w zakresie 4,5-5,5, a optymalna temperatura dziatania nie przekra-
cza 40-60°C. Wyjatkiem sg termostabilne glukoamylazy z Clostridium thermosaccha-
rolyticum i Clostridium thermohydrosulphuricum przejawiajace maksymalng aktywnosé
w 70 i 75°C oraz enzym z Humicola lanuginosa dziatajacy takze w alkalicznym $rodo-
wisku o pH nie wiekszym od 11,0 (16,17). Jony metali nie aktywujg glukoamylaz,
a kationy Hg™+, Pb™M, Cd™+, ZnM*' | Cu+ sg ich inhibitorami.

Gtownie ze wzgledu na wiasciwosci aktualnie stosowanych preparatow enzymu
z Aspergillus niger lub Aspergillus awamori pH hydrolizatu otrzymanego w etapie uptyn-
niania jest ponownie zmniejszane do 4,2-4,5, a temperature reakcji obniza sie do
okoto 60°C (1). Zakwaszenie Srodowiska inaktywuje tez pozostatos¢ a-amylazy stoso-
wanej do uptynniania skrobi, co zabezpiecza przed nadmierng hydrolizg i zmniejszeniem
czasteczek dekstryn ponizej wielkosci zapewniajacej najskuteczniejsze dziatanie glu-
koamylazy (1). W poczatkowym etapie scukrzania aktywno$¢ a-amylazy jest jednak
korzystna zwiekszajac liczbe dostatecznie duzych jeszcze czasteczek z nieredu-
kujacymi koncami od ktérych oddzielane sg reszty glukozy (16). Glukoamylaza naj-
szybciej rozszczepia wigzania a-l,4-glikozydowe, natomiast wzgledem znajdujacych
sie w rozgatezieniach czasteczek wigzan (a-1,6) ma niewielka aktywnos$¢ (16). Aby
zwiekszy¢ rownowaznik glukozowy (DE) produktu tacznie z glukoamylazg stosuje sie
czesto pullulanaze (EC 3.2.1.41) o znacznie wyzszej od glukoamylazy zdolno$ci hydro-
lizy tych wigzan. Skuteczno$¢ scukrzania obniza tez resynteza maltozy, izomaltozy
oraz a-14- i a-l,6-oligosacharydéw, zachodzaca po zwiekszeniu stezenia glukozy
w syropie ponad 35-40% (5,16). Liczbe tych produktéw mozna ograniczy¢ dobierajac
odpowiedni czas i temperature reakcji, rodzaj enzymu i stezenie substratu oraz sto-
sujac hydrolizLijace maltoze a-glukozydazy (EC 3.2.1.20). Synteza a-l,6-oligosacha-
rydéw jest niepozadana m.in. w przypadku gdy hydrolizat przetwarza sie na syrop
fruktozowy przeznaczony w dalszym etapie do produkcji stodzikow. Podczas dtugo-
trwatego scukrzania zwigzki te kumulujg sie w produkcie wskutek przesuniecia réw-
nowagi reakcji wywotanego malg szybkoscig ich enzymatycznej hydrolizy. Resynteze
a-1 ,6-oligosacharyddw ograniczono ostatnio poprzez wymiang kilku reszt aminokwa-
sowych w okolicy centrum aktywnego enzymu, uzyskujac okoto 300-krotne zmniej-
szenie udziatu tych weglowodanow w ogolnej ilosci produktow rewersji glukozy (18).
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ScLikrzanie jest etapem ograniczajgcym wydajnos$¢ procesu ze wzgledu na dtugi
czas reakcji wynoszacy 48-72 h. Ponadto regulacja pH wytwarza chlorek sodu nie-
pozadany w koricowym produkcie. Zmniejszenie czasu reakcji i obnizenie kosztu
mozna by osiggngé stosujac termostabilne glukoamylazy umozliwiajace jednoeta-
powg hydrolize w 90-100°C przy pH zblizonym do optymalnych warunkéw dziatania
uzytej a-amylazy. Dotychczas nie stwierdzono jednak wystepowania glukoamylaz
0 optymalnej temperaturze dziatania wyzszej od 75°C. Hipertermofile syntetyzujace
najbardziej termostabilne enzymy hydrolizujg skrobie zewnatrzkomérkowo trans-
portowanymi do srodowiska amylazami i/lub amylopullulanazami rozszczepiajacymi
wigzania a-l ,6-glikozydowe, znoszac rozgatezienia czasteczek amylopektyny i przek-
sztatcajac ja w makroczasteczki liniowych oligosacharydow. Zwiazki te sg wchiania-
ne do komérek, gdzie nastepuje dalsza degradacja katalizowana a-glukozydaza.
Oba enzymy wystepujace, np. w Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei i Thermococcus
hydrothermalis moga by¢ stosowane zamiast glukoamylazy do scukrzania maltodek-
stryn w temperaturze powyzej 75°C (4,19). W przeciwienstwie do dotychczas zba-
danych glukoamylaz termostabilne pullulanazy przejawiajg maksymalng aktywnos$¢
w wyzszej temperaturze nawet okoto 100°C, a ich optymalne pH miesci sie w zakre-
sie 5,5-6,5 (tab. 1). Najbardziej przydatne sg pullulanazy z Pyrococcus woesei, Pyrococ-
cus furiosus i Thermus aquaticus YT1 o okresach pottrwania w temperaturze 95-98°C
wynoszacych odpowiednio 11, 13 i 4,5 h (3,6,20). Natomiast pullulanaza z Bacillus
stearothermophilus tracaca potowe pierwotnej aktywnosci po 10 min inkubacji w 70°C
[ enzym z Clostridium thermohydrosulphuricum o czasie péttrwania nie przekracza-
jacym 25 min w 85°C sg zbyt mato stabilne (17,21).

Dobre wspétdziatanie z termostabilnymi pullulanozami wykazujg izolowane z ar-
chebakterii a-glukozydazy, ktérych optymalna temperatura dziatania wynosi 95-115°C,
a optymalne pH 5,0-5,5 (tab. 1). Wszystkie a-glukozydazy sg enzymami wewnatrz-
komorkowymi hydrolizLijacymi wigzania a-1,4- i/lub a-1 ,6-glikozydowe w czastecz-
kach oligosacharydow. Najbardziej termostabilne a-glukozydazy wystepujace w ko-
markach Pyrococcus furiosus, Pyrococccus woesei i Thermococcus hydrothermalis osiagaja
maksymalng aktywnos$¢ w temperaturze 115, 110 i 110°C przy pH 5,5-6,0 (6,19). I1zo-
lowana z archebakterii Thermococcus hydrothermalis a-glukozydaza jest preferencyj-
nie aktywna wzgledem maltozy, ale hydrolizuje tez wydajnie oligosacharydy zbudo-
wane z 3 do 7 reszt glukozowych, uwalniajgc glukoze i maltoze. Natomiast skrobia
i wielkoczasteczkowe dekstryny nie sg degradowane (19). Znaczna odpornos¢ ciepl-
na tej a-glukozydazy przejawiajgca sie 27 h okresem poitrwania w temperaturze
96°C przy pH 5,5 w obecnosci 10% zolu skrobiowego zapewnia dobre wspotdziatanie
enzymu, np. z termostabilng a-amylazg z Bacillus licheniformis. Syrop skrobiowy wy-
tworzony po 2 h jednoetapowej hydrolizy zawiera w suchej masie 74% maltozy i glu-
kozy (19).
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4. Zastosowanie termostabilnych enzymoéw w produkcji syropu
fruktozowego

Hydrolizaty skrobiowe po zobojetnieniu, odbarwieniu weglem aktywnym i demi-
neralizacji na zywicach jonowymiennych sg czesto stosowane do produkcji syropéw
fruktozowych, uzywanych m.in. jako zamienniki sacharozy, np. w zywnosci dla dia-
betykow. Do przeksztatcenia glukozy we fruktoze stosuje sie unieruchomiong izo-
meraze ksylozowg (EC 3.1.5) wytwarzang wewnatrzkomérkowo przez Actinoplanes
missouriensis, Bacillus coagulans, Streptomyces albus i inne mezofilne drobnoustroje
wykorzystujace ksyloze jako zrodto wegla. Enzymy izolowane z tych mikroorganiz-
moéw majg dos¢ duzg termostabilnos¢ w optymalnym pH mieszczacym sie w zakre-
sie 7,5-8,5 (1). Ich zdolno$¢ katalityczng zapewniajg znajdujace sie w centrum ak-
tywnym kationy Mg™*”, Co™™" i niekiedy Mn™ wspdtdziatajace w reakcjach izomery-
zacji D-ksylozy lub D-gtukozy wytwarzajacych odpowiednio D-ksytutoze albo D-fruk-
toze (24). Natomiast jony Ca™" stosowane jako aktywator a-amylazy wprowadzonej
w poczatkowym stadium procesu sg zazwyczaj inhibitorem izomerazy ksylozowej
i powinny by¢ usuniete z substratu (22). 1zolowana na skale przemystowg izomeraza
ksytozowa ze szczepu Actinoplanes missouriensis przejawia prawie 2-krotnie wiekszg
aktywnos$¢ izomeryzacji glukozy niz ksylozy.

Udziat fruktozy w suchej masie syropu po izomeryzacji powinien by¢ wiekszy od
5S%. Ze wzgledu na zbyt malg statg rownowagi reakcji w dotychczas stosowanej
temperaturze 55-65°C stopien konwersji glukozy nie przekracza jednak 42% (1,5).
Niezbedne jest zatem kosztowne frakcjonowanie chromatograficzne produktu. Mo-
zna by jego unikng¢ stosujac enzym aktywny w temperaturze okoto 110°C, zwiek-
szajgcej konwersje glukozy w stopniu wystarczajacym do zapewnienia wymaganego
udziatu fruktozy w syropie. Inng zaletg podwyzszenia temperatury jest zmniejszenie
lepkosci roztworu, umozliwiajgce zwiekszenie wydajnosci procesu poprzez wzrost
szybkosci przeptywu substratu przez reaktor z unieruchomionym enzymem. Tak
wysoka temperatura znacznie jednak przy$piesza przebiegajace w alkalicznym $ro-
dowisku reakcje brunatnienia wytwarzajace niepozgdane produkty uboczne i to jest
przyczyng prowadzenia konwersji glukozy w temperaturze niekiedy nizszej od opti-
mum temperaturowego stosowanego w procesie enzymu (5). Aby temu zapobiec
nalezy zastosowac termostabilng izomeraze ksylozowa aktywnag w przeciwienstwie
do obecnie uzywanych enzyméw w umiarkowanie kwasnym $rodowisku hamujacym
niepozadane reakcje. Niektore izomerazy ksylozowe sg nieprzydatne do wytwarza-
nia syropu fruktozowego z powodu koniecznosci ich akty"vacji dziatajacymi tok-
sycznie solami kobaltu.

Niewielkie obnizenie pH i zwiekszenie temperatury reakcji do okoto 85°C umo-
zliwiajg izomerazy ksylozowe wytwarzane przez Thermoanaerobocter i Clostridium
thermosulphurogenes. Oba enzymy przejawiajg maksymalng aktywno$¢ w temperatu-
rze 80°C przy pH 7,0-7,5. Ich czasy potrwania w 70°C w obecno$ci dziatajgcych sta-
bilizujgco kationobw Mg™+ i Co™" wynoszg okoto 42 h. Natomiast po | h inkubacji
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w 85°C nastepuje zmniejszenie aktywnosci do okoto 90% pierwotnej wartosci (23).
Znacznie lepsza jest izomeraza ksylozowa o optymalnej temperaturze 105°C i opty-
malnym pH 6,5 wyizolowana ze szczepu Thermotogo maritima. Enzym ten ma duzg
stabilno$¢ w 100°C, a jego czas potrwania w 115°C przy pH 5,6 wynosi 10 min (35).

5. Podsumowanie

Kilkuetapowe wytwarzanie rozmaitych syropéw skrobiowych znacznie zwigksza

koszty procesu, ktére mozna ograniczy¢ stosujac enzymy dziatajace w kompatybil-
nych warunkach, eliminujacych wytwarzanie niepozadanych produktéw ubocznych.
Zrodiem takich enzymoéw sa mato jeszcze zbadane drobnoustroje termofilne oraz
zmodyfikowane genetycznie, tatwe do hodowli szczepy réznych drobnoustrojéw.
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