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Wprowadzenie

Weglowodany — bedace podstawowym zrédlem energii dla wszystkich orga-
nizméw heterotroficznych — naleza do najliczniej reprezentowanej grupy zwiazkow
tworzacych materi¢ organiczna naszej biosfery. Przyjmuja one bardzo zréznicowane
formy molekularne poczawszy od relatywnie prostych struktur monosacharydowych,
az po rozgatezione heteropolisacharydowe pofaczenia. Regio- i stereochemia two-
rzenia wigzan glikozydowych stwarzaja teoretycznie nieograniczong liczbg mozli-
wych kombinacji strukturalnych, z ktérych jednak tylko czgs¢ jest obserwowana
W naturze. Enzymatyczne procesy syntezy, modyfikacji i przemian, jakim podlegaja
weglowodany wystepujace in vivo zaréwno w postaci wolnej jak i tzw. glikokonju-
gatéw, nie sa jeszcze w pelni poznane. Dynamicznie rozwijajaca si¢ wspotczesna
glikobiologia systematycznie dostarcza nowej wiedzy na temat struktury i biolo-
gicznej roli tych substancji, stymulujac jednoczesnie rozwdj dziedzin pochodnych jak
medycyna, farmakologia, glikobiotechnologia czy biotechnologia zywnosci.

Nowa klasyfikacja enzyméw modyfikujacych weglowodany

W 1961 roku Komisja Enzymowa Migdzynarodowej Unii Biochemicznej za-
twierdzita obowigzujaca do dzi$ klasyfikacje EC, ktéra za podstawg przyjeta racjo-
nalny podzial enzyméw wynikajacy z ich specyficznosci wzgledem katalizowanej
reakcji, jak tez ze specyficznodci substratowe;j biatka katalitycznego. Zgodnie z tym

* .. . .
Jest to tekst wystapienia zaprezentowanego na konferencji pt. ,,Biotechnologia w pro-

dukcji zywnosci” zorganizowanej przez Komitet Nauk o Zywnos$ci PAN 26 pazdziernika
2005 r. w Warszawie.
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kanonem najogolniej méwiac enzymy syntetyzujace wigzania glikozydowe zaliczane

sq do klasy transferaz (EC 2.4.x.y), natomiast enzymy degradujace wiazania gliko-

zydowe do klasy hydrolaz (EC 3.2.x.y) i liaz (EC 4.2.2.y).

Postep wiedzy w dziedzinie enzymologii wykazat, ze obowiazujaca systematyka
enzymoOw czgsto jest niewystarczajaca do jednoznacznego zaklasyfikowania nie-
ktorych biatek katalitycznych. Doswiadczenia wykazaty na przyktad, ze wiele glu-
kanohydrolaz wykazuje zdolno$¢ do syntezy wigzania glikozydowego na drodze
transglikozylacji, a niektére transferazy mogg hydrolizowaé utworzone wiazanie
glikozydowe. Eksperymentalnie dowiedzione zostaly takze odstepstwa od regutly
specyficznosci substratowej wsrdd enzymdw depolimeryzujacych skrobig. W kon-
sekwencji wieloletnich wysitkdw $wiata nauki zdotano zaproponowaé i opracowacd
osobng systematyke dla enzyméw aktywnych w stosunku do weglowodanow. Po-
wstala tzw. klasyfikacja CAZy (Carbohydrate Active Enzymes), ktéra wspétistnieje
z tradycyjng klasyfikacja EC. Nieodptatny dostep do bazy danych CAZyModO,
gromadzacej petna i systematycznie uzupelniang informacje¢ na ten temat, znajduje si¢
na stronie internetowej http://afmb.cnrs-mrs.fi/CAZY/. W tym miejscu zostang wy-
szczegblnione jedynie gléwne zalozenia oraz zarys przyjetego porzadku.

Klasyfikacja CAZy:

— wyodrebnia rodziny spokrewnionych strukturalnie modutéw wiazacych i modu-
fow katalitycznych wsréd enzymow, ktore degraduja, modyfikuja lub tworza
wigzania glikozydowe;

— uwzglednia podobienstwa sekwencji aminokwaséw 1 mechanizmu katalizy;

— wyodrebnia klany rodzin o tym samym typie sfaldowania, mechanizmie katalizy
1 resztach katalitycznych.

Wyszczegolnione zostaty nastgpujace klasy enzymow:

— Hydrolazy glikozydowe — GHs (Glycoside Hydrolases) (EC 3.2.1.x) obejmujace
glikozydazy i transglikozydazy, ktére transformuja wiazanie o konfiguracji (a-
lub B-) wg mechanizmu katalizy z zachowaniem (z) lub inwersja (i) konfiguracji
anomerycznej; podzielono je na cztery grupy (o-z; o-i; B-z; B-i), ktore aktualnie
zgromadzone sa w 97 rodzinach.

— Glikozylotransferazy — GTs (Glycosyltransferases), (EC 2.4.x.y.) podzielone na
dwie grupy o mechanizmie syntezy wiazania glikozydowego z zachowaniem lub
inwersja konfiguracji anomerycznej w stosunku do aksjalnej konfiguracji nukleo-
tydowego donora; aktualnie GT sg zgrupowane w 75 rodzinach.

— Lizy polisacharydowe — PLs (Polysaccharide Lyases), (EC 4.2.2.x.) degraduja
wiazania glikozydowe na drodze [-eliminacji prowadzac do powstawania nie-
nasyconych cukréw lub cyklicznych anhydrocukréw; aktualnie PLs sa zgru-
powane w 15 rodzinach.

— Esterazy weglowodanéw — CEs (Carbohydrate Esterases) katalizuja deacetylacje
O- i N-podstawionych sacharydéw wedtug zréznicowanych mechanizmoéw; aktu-
alnie CEs sa zgrupowane w 14 rodzinach.
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— Moduly wiazace weglowodany — CBMs (Carbohydrate Binding Modules).

Przyktady reakcji chemicznych katalizowanych przez wymienione klasy enzy-
mow przedstawiono na rysunku 1 [6]. Mechanizmy tych reakcji zostaty niedawno
opisane w zwigztym artykule przegladowym Withersa 1 Lairson [10].

Przyktady strukturalnej r6znorodnosci weglowodanow

Szacuje sig, ze weglowodany stanowia okolo 75% catej biomasy nagromadzanej
na kuli ziemskiej, z czego potowa przypada na tzw. strukturalne polisacharydy, ktore
buduja Sciany komorek roslinnych o wymaganej wytrzymalosci 1 opornosci na
mikrobiologiczng degradacj¢. Szkielet scian komorek roslinnych tworza mikro-
wiokna celulozy zbudowane z liniowego [3-1,4-glukanu o uporzadkowanej strukturze
krystalicznej z wtraceniami regionéw amorficznych [2]. Mikrowtokna te potaczone
sq ze soba za pomocaq lignin i siateczki polisacharydéw znanych jako hemiceluloza.
Sktfadajaca sie z ksylandw, arabanéw i mannanéw hemiceluloza, w przeciwienstwie
do celulozy, jest amorficzna i strukturalnie heterogeniczna, tj. zmodyfikowana w wy-
niku enzymatycznych proceséw acetylowania i glikozylacji. Stopien i natura tych
modyfikacji jest unikalna i taka sama w obrgbie okreslonego gatunku. I tak np.
ksylany tworzace hemicelulozy ziarna pszenicy zbudowane sa z polaczonych wia-

zaniami - 1,4-glikozydowymi reszt B-D-ksylopiranozy, ktore w pozycjach C2 i/lub C3
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Rysunek 2. Schematyczna reprezentacja struktur niektérych hemiceluloz [20].
Glc: D-glukoza; Gal: D-galaktoza; Man: D-mannoza; Xyl: D-ksyloza; Ara: L-arabinoza;
Fuc: L-fukoza; 4MeGA: kwas 4-metylo-D-galakturonowy
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mogg miec¢ reszty L-arabinofuranozy; ta z kolei, w pozycji C5, moze ulegaé estry-
fikacji tzw. kwasem ferulowym, tj.4-hydroksy-3-metoksybenzoesowym. Niepod-
stawiony fanicuch ksylanu przyjmuje konformacje elastycznej, lewoskretnej helisy,
z trzema resztami ksylozy na skret [S]. Obecnosé cukrowych podstawnikéw zaburza
strukture helisy wplywajac jednoczesnie na zdolnos$é polimeru do wigzania wody.

Rownie rozleglyq i strukturalnie zréznicowana grupa heteropolisacharydow odpo-
wiedzialnych za spojnosé tkanek roslinnych sg pektyny, ktére najobficiej wystepuja
w owocach. Schematy przyktadowych struktur niektorych hemiceluloz oraz domen
strukturalnych substancji pektynowych przedstawiono na rysunkach 2 i 3.

Z Kolei ziarna zbdz i roslin straczkowych, a takze bulwy roslin okopowych sg
bogatym zrédtem weglowodanéw zapasowych bedacych homopolimerami o-D-glu-
kozy (skrobia) oraz B-D-fruktozy. Wsréd tych ostatnich, okreslanych jako fruktany
wyroznia si¢ inuling, neoinuline i lewan,

W stanie rodzimym skrobia wystgpuje w postaci krystalicznej, tworzac ziarna,
Ktorych wielko$¢ i ksztalt zaleza od zrédta ich pochodzenia. Pod wzgledem struk-
turalnym w skrobi mozna wyrézni¢ polimer liniowy o wiazaniach a-1,4-glikozy-
dowych, zwany amyloza oraz polimer majacy rozgal¢zienia w pozycjach o-1,6-,
okreslany jako amylopektyna. Dla wigkszosci roslin frakcja amylozy stanowi od 15%
do 30% sktadu skrobi. Interesujacym wyjatkiem jest skrobia kukurydziana zawie-
rajaca tylko 2% amylozy i az 98% amylopektyny.

Jednym z najprostszych strukturalnie fruktanéw jest inulina. Ma ona tancuch
B-2,1-fruktozylowy przytaczony do fruktozylowej reszty sacharozy wigzaniem
B-2-1-glikozydowym. Natomiast neo-inulina ma dodatkowy fancuch B-2,1-frukte-
zylowy dolaczony wigzaniem [-2,6-glikozydowym do reszty glukozylowej disa-
charydu. W lewanie taki sam fruktozylowy tancuch poprzez wiazanie -2-6-gliko-
zydowe laczy si¢ z reszta fruktozylowa sacharozy (rys. 4.).

Homogalakturonian
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Rysunek 3. Schematyczna reprezentacja struktur niektérych substancji pektynowych [5]
Homogalakturonian z wiazaniem a-1,4-glikozydowymi w fancuchu gtéwnym. Niektore
zgrup karboksylowych kwasu D-galakturonowego wystgpuja w postaci estrow metylowych;
Ramnogalakturonian I z naprzemiennymi wigzaniami o-1,2 [GalUA — Rha] oraz a-1,4-
[Rha — GalUA] w tancuchu gtéwnym; Br, oligo- badz polisacharydowy faficuch boczny

tworzy rozgatezienie z atomem C4 L-ramnozy
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Rysunek 4. Przyklady réznych typéw fruktanow: inulina; neo-inulina; lewan [21] — opis
w teks$cie

Na skale przemystowa inulina ekstrahowana jest z korzeni cykorii i rozdzielana
metodami chromatografii jonowymiennej na frakcje zawierajaca fancuchy cukrowe
o stopniu polimeryzacji 10<DP<60 (tzw. high performance inuline) i frakcje nisko-
czasteczkowa (DP<10) [14].

Klasyczne biotechnologie bazujace na modyfikacji weglowodandw

Wymienione przyktadowo polisacharydy roslinne powszechnie wykorzystywane
sa W zywieniu czfowieka oraz jako pasza dla zwierzat. Sg one takze jednym z podsta-
wowych surowcéw dla wielu innych technologii bazujacych na enzymatycznej kon-
wersji weglowodanéw. Przyktady takich procesow prowadzonych na skale prze-
mystowa zebrano w tabeli 1.

W procesach prowadzonych na wielka skalg najpowszechniej stosuje si¢ biokata-
lizatory pochodzenia drobnoustrojowego ze wzgledu na relatywnie niskie koszty ich
produkeji, duza réznorodnos¢ oraz dostgpnos¢. Obecnie istnieje juz potezny $wiato-
wy rynek preparatéw enzymatycznych, a ich producentami sa tacy potentaci jak No-
vozymes A/S; DMS Baking Enzymes; DSM Food Specialities, Dairy Ingredients i in.

Warto podkresli¢, ze 75% enzymow przemystowych stanowia hydrolazy, sposrod
ktorych druga pod wzgledem liczebnosci grupe tworza hydrolazy weglowodanéw
[4]. Sa one wykorzystywane w wielu technologiach przetwérstwa zywnosci. Po-
wszechnie znanymi przyktadami sa przemystowe procesy biokonwersji skrobi, takie
jak uptynnianie, scukrzanie czy izomeryzacja prowadzone z udziatem o-amylazy,
B-amylazy, glukoamylazy, a-glukozydazy, izoamylazy, pululanazy typu I, II i I1I,
izomerazy glukozowej czy CGTaza. Inna grupe preparatéw o wysokim znaczeniu dla
przetworstwa owocow i warzyw czy tez browarnictwa i biotechnologii wina stanowia
tzw. enzymy macerujace, do ktérych zaliczane sa celulazy, hemicelulazy i pektynazy.
Degraduja one strukturalne polisacharydy obecne w tkankach roélinnych ulatwiajac
tym samym wydobywanie pozadanych sktadnikéw z surowca, a obnizajac lepko$é
otrzymywanych ekstraktow upraszczaja poszczegdlne operacje jednostkowe w pro-
cesie technologicznym. Szczegétowe informacje na temat przemystowych zastoso-
wai konkretnych enzyméw nalezacych do tej grupy mozna znalezé w obszernym
artykule przegladowym Bhata [4].
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Tal;ela 1. Biokatalizatory aktywne w stosunku do wgglowodandéw powszechnie stosowane
w réznych branzach przemystu

Branza przemystu

Biokatalizator

Zastosowanie

Skrobia i biopaliwa amylaza uplynnianie i scukrzanie skrobi
amyloglukozydaza scukrzanie skrobi
pululanaza scukrzanie skrobi
izomeraza przeksztatcanie glukozy do fruktozy
glukozowa
glikozylotransferaza produkcja cyklodekstryn
cyklodekstryn
ksylanaza redukcja lepkosci zacieréw
Przemyst laktaza usuwanie laktozy (mleczarstwo)
spozywczy
metyloesteraza utrwalanie produktéw owocowych
pektynianowa
pektynaza przemyst owocowy
Piekarnictwo amylaza obrobka maki, regulacja struktury chleba
ksylanaza kondycjonowanie ciasta

oksydaza glukozowa

wzmachianie struktury ciasta

Produkcja napojow pektynaza usuwanie pektyn, klasyfikacja
amylaza produkcja piwa niskokalorycznego, obrébka
sokow
B-glukanaza zacieranie
dekarboksylaza dojrzewanie piwa
octanomleczanu
lakkaza klarowanie (soki), nadawanie odpowiednich
waloréw smakowych (piwo), obrébka korkow
do wina
Przemyst paszowy ksylanaza poprawianie strawnosci pasz
B-glukanaza poprawianie strawnos$ci pasz
Przemyst tekstylny celulaza bioobrébka jeansu, zmigkczanie baweiny
amylaza odklejanie klejonki skrobiowej
liaza pektynianowa obrobka wstgpna surowych materiatow
katalaza konczenie procesu bielenia
lakkaza bielenie
Detergenty (dla amylaza usuwanie zabrudzen skrobiowych
Srodkéw do prania
I mycia)
celulaza czyszczenie, uzyskiwanie odpowiednich
efektow barwnych, zapobieganie ponownemu
osadzaniu sie barwnika (bawetna)
mannanaza usuwanie zabrudzen mannanowych
Przemyst amylaza powlekanie skrobia, odbarwianie, poprawianie
celulozowo- nasiakliwosci
“papierniczy . o
ksylanaza poprawa charakterystyki procesu bielenia
celulaza odbarwianie, poprawianie nasigkliwosci,

modyfikacja wlokien celulozy
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Nowoczesne projektowanie
przemyslowych procesow biokatalitycznych

Nowoczesne projektowanie przemystowych proceséw biokatalitycznych powin-
no odbywac si¢ zgodnie z dobrze wypracowanym juz modelem postgpowania.
W modelu takim wyr6zni¢ mozna kilka podstawowych obszaréw projektowo-badaw-
czych bazujacych na nowoczesnych technologiach. Wzajemne funkcjonalne zwiazki
migdzy tymi obszarami prowadzace do uzyskania uzytecznych biokatalizatoréw
ilustruje schemat na rysunku 5.

zoptymalizowany

reaktanty » produkty
biokatalizator

wykrywanie
biokatalizatoréw

pilotowy
reaktor

( modelowanie \

procesu J

[ charakterystyka
\ biokatalizatoréw

inZynieria
biokatalizatoréw
\/ “ M
ekonomika akty\_/vnoéé
i projektowanie reaktora T stabilno$¢

inzynieria szlakéw
\ — racjonalne projektowanﬂ

— ukierunkowana ewolucja
inZynieria enzyméw /

Rysunek 5. Nowoczesne projektowanie przemystowych proceséw biokatalitycznych [27]

Pozyskiwanie ulepszonych form biokatalizatorow

Podstawowym narzedziem w przemystowych procesach nowej generacji jest
biokatalizator, rozumiany badz to jako natywne (rzadziej) lub modyfikowane (czgs-
ciej) biatko katalityczne, badz tez indywidualna natywna/modyfikowana komorka
o okreslonych uzdolnieniach metabolicznych.

Tradycyjne biokatalityczne procesy przemystowe opieraja sie gtéwnie na pocho-
dzacych z mezofilnych mlkroorgamzmow preparatach enzymatycznych o parame-
trach operacyjnych czesto nie w petni dostosowanych do warunkow technologil.
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Dlatego tez dazy si¢ do otrzymywania biokatalizatorow o wiasciwosciach takich jak
stabilno$é, aktywnos¢, specyficznosé substratowa czy enancjospecyficznos¢ zopty-
malizowanych pod katem wymogow konkretnego procesu w ciagu technologicznym.

Cel ten realizuje si¢ zaréwno poprzez przesiewowe poszukiwanie nowych zrodet
biakatalizatorow (tzw. scereening), jak tez generowanie ,,ulepszonych” form moleku-
larnych znanych biatek katalitycznych metodami inzynierii molekularnej.

Screening ekstremozyméw. Od kilkunastu lat przedmiotem glgbszego zainte-
resowania sg ekstremofilne bakterie i organizmy Archaea (http://archaea.ws), ktore
w zaleznosci od warunkéw bytowania okreslane sa jako halo-, acido-, alkalo- psychro-,
termo-, barofile. Wytwarzaja one enzymy aktywne w skrajnych warunkach zasolenia,
pH, temperatury i cisnienia, a unikalne wtasciwosci takich biatek sprawiaja, ze
postrzegane sa one jako atrakcyjne biokatalizatory przemysfowe. Najwigkszym
zainteresowaniem ciesza si¢ termo-/barozymy potrzebne dla przemian prowadzo-
nych w wysokich temperaturach i przy podwyzszonym cisnieniu. Obecnie wiadomo
juz, ze niektére z poznanych organizméw termofilnych wytwarzaja termostabilne
enzymy aktywne wobec polisacharydowych substratow [3].

Wiekszo$é z wyodrebnionych i scharakteryzowanych dotad ekstremofili zaklasy-
fikowana zostata do takich rodzajéw jak np. Thermococcus, Pyrococcus, Sulfolobus,
Pseudoalteromonas, Halobacterium i innych. Z powodu ekonomicznej nieopfacalnosci
hodowania organizméw ekstremofilnych w duzej skali, ekstremozymy otrzymuje sig
w postaci bialek rekombinowanych w komérkach mezofilnych gospodarzy. Dokonano
juzwielu udanych zabiegéw klonowania i ekspresji genow takich biatek w réznych pro-
i eukariotycznych systemach ekspresyjnych, jak E. coli, Bacillus subtilis, Bacillus
brevis, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae [22, 25]. Stwierdzono, ze
w wiekszosci przypadkéw biatka termofili zachowuja swa termostabilno$¢, ulegaja
poprawnemu sfaldowaniu w niskiej temperaturze oraz sg oporne na dziatanie pro-
teolitéw gospodarza. Ponadto, ekspresja termozymow w komorkach mezofili umoz-
liwia ich tatwe wyodrebnianie poprzez termiczna denaturacje biatek balastowych.

Na tej drodze otrzymano juz termoaktywne enzymy konwertujace skrobi¢
(a-amylaza, pululanaza typu I, IL, I11, o-glukozydaza, CGTaza, trehalaza) o optimum
aktywnosci w zakresie temperatur 90-130°C, termoaktywne celulazy (optimum
dziatania 95-115°C), ksylanazy (80-110°C), a takze nieliczne termostabilne enzymy
hydrolizujace chityne [15, 22, 25].

W zwiazku z ogdlno$wiatowymi tendencjami zmierzajacymi do ograniczenia
konsumpcji energii elektrycznej rozwija sig réwniez zapotrzebowanie na tzw. ,,zimne
enzymy” wywodzace si¢ z organizmow psychrofilnych [7, 8]. Psychrozymy w tem-
peraturach bliskich 0°C wykazuja aktywnos¢ porownywalng do tej, jaka maja ich
mezofilne homologi w temperaturze 37°C. Podobnie jak w przypadku termozymow,
psychrozymy o znaczeniu przemystowym wytwarza sig stosujac .technologlq rekom-
binowanego DNA. Klasycznym przyktadem takiego biatka katalitycznego moze by¢
B-galaktozydaza morskiej antarktyczne] bakterii Pseudoalterom'oyas Sp- 22b wyod-
rebniona w Instytucie Biochemii Techniczne] Politechniki Lodzkiej. Niedawno zostat
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opublikowany obszerny artykut na temat wilasciwosci katalitycznych i moleku-
larnych tego biatka oraz mozliwosci jego praktycznego wykorzystania do obnizania
zawartosci laktozy w produktach spozywczych przeznaczonych dla oséb z dysfun-
kcja B-galaktozydazy przewodu pokarmowego [24].

Molekularna inzynieria biokatalizatoréw. Molekularna inzynieria biokatali-
zatorow ma na celu generownie biokatalizatoréw o sprecyzowanych wlasciwosciach
z przeznaczeniem do konkretnych zastosowan. Cel ten osiagany jest na drodze dwoch
odmiennych, aczkolwiek wzajemnie stymulujacych sie strategii znanych jako racjo-
nalne projektowanie oraz ukierunkowana ewolucja enzymdw. Obie strategie po-
sitkujg si¢ najnowsza interdyscyplinarng wiedza oraz stosuja najbardziej wyrafino-
wane 1 zaawansowane technologie.

Racjonalne projektowanie wykorzystuje metody mutacji punktowych do doko-
nania precyzyjnych zmian w sekwencji aminokwaséw. Prace eksperymentalne poprze-
dzane sq zwykle projektowaniem in silico, ktére umozliwia trafniejsze przewidywanie
strukturalnych konsekwencji planowanych modyfikacji. Decyzja o delecji, inserc;ji
badz wymianie odpowiednich aminokwaséw podejmowana jest na podstawie szcze-
gotowej wiedzy o strukturze biatka, jego funkcji i mechanizmie dziatania. Zmiany
ksztaltu molekuty w obszarach np. wiazacych substrat czy kofaktor moga wptywaé na
specyficznos¢ enzymu; natomiast mutacje w kieszeni katalitycznej czesto prowadza
do zmiany mechanizmu reakcji badz — w przypadku enzymow katalizujacych wiece;
niz jedna transformacj¢ — do zmiany réwnowagi pomiedzy konkurencyjnymi reakcjami
chemicznymi. Mutacje punktowe w innych obszarach czasteczki moga prowadzié nie
tylko do zmian w sekwencji aminokwaséw, ale czesto powoduja zmiany w drugo-
badz w trzeciorzgdowe;j strukturze biatka modyfikujac jego stabilnosé.

Tradycyjna metodyka wymaga potwierdzenia rezultatdéw mutacji najpierw przez
sekwencjonowanie zmutowanego genu, a nastgpnie wyodrebnienie i oczyszczenie
Jego produktu i ostatecznie okreslenie wiasciwosci, kinetyki oraz funkcji ,,udosko-
nalonego” biatka.

Ukierunkowana ewolucja enzymow nie wymaga wiedzy na temat struktury
biatka, ktére zamierzamy ulepszy¢, lecz stosuje roznorodne techniki mutagenizacji in
vitro i rekombinacji do tworzenia obszernych bibliotek wariantéw okre$lonego genu.
Obecnie molekularng réznorodno$¢ kolekcji zmutowanych genéw osiaga sie naj-
cz¢dciej dzigki stosowaniu coraz bardziej dopracowanych metod tzw. tasowania
genow (DNA shuffling). Biblioteka zmutowanych genéw przeksztalcana jest w ko-
lekcje zmutowanych biatek, ktére nastepnie poddaje si¢ wysokowydajnej selekcji
(tzw. high-throughput screening) w kierunku poszukiwanej cechy. Wiasnie ten etap
cyklu, tj. dostepnos¢ czutlej i efektywnej metody screeningu (selekcji), decyduje
o rezultacie koficowym wielokrotnie powtarzanej procedury.

W obecnym stanie wiedzy podstawowa trudno$é stanowi zaprojektowanie meto-
dy jednoczesnego testowania milionéw wariantéw molekut biatkowych, ktorych
funkcja nie jest znana. Istotg jest tu przypisanie konkretnemu produktowi genu jego
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Rysunek 6. Schemat przedstawiajacy kluczowe etapy ukierunkowanej ewolucji enzymoéw [23]

sekwencji DNA — innymi stowy, chodzi o umiej¢tnos$¢ zrealizowania potfaczenia

migdzy selekcjonowanym fenotypem i odpowiadajacym mu genotypem.
Obszerniejszej wiedzy na temat najnowszych osiagnie¢, a takze wyzwan, przed

Jakimi stoi wspdlczesna inzynieria molekularna dostarczaja niedawne artykuty prze-

gladowe, z ktdérych zaczerpnigto powyzsze informacje [1, 11].

Zmutowane enzymy modyfikujace weglowodany

Przedstawione w zarysie strategie generowania nowych biokatalizatorow przemy:-
stowych wywodzacych si¢ z organizmow Archaea zostaly zastosowane najwczesniej
dla proceséw zwiazanych z biotransformacja skrobi w glukoze i wysokofruktozowe,
syropy. Fakt ten wynika z ogromnego popytu przemystu na produkty skrobiowe i tym
samym z zapotrzebowania na termostabilne enzymy konwertujace skrobig.

Mutanty termozymow dla biokonwersji skrobi

W typowym procesie skrobia jest uptynniana do maltodekstrynowych syropow
W temperaturze 95—100°C pod dzialaniem a-amylazy, a nastepnie w obnizonym pH
konwertowana do glukozy przez glukoamylazg. Otrzymana glukoza jest poddawana
iZOmeryzacji do 42% syropu fruktozowego, ktory po chromatograficznej dejonizacji

dalej podlega zatezaniu do 52% stgzenia koncowego (rys. 7). ’
Prowadzenie procesu izomeryzacji w temperaturze 90°C przesungtoby rowno-

Wage chemiczng glukoza/fruktoza w kierunku wyzszego stezenia fruktozy i umozli-
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Rysunek 7. Schemat przemystowej biokonwersji skrobi do mono- i oligosacharydow [26]

wiloby ominigcie etapu chromatograficznego. Z mysla o takim uproszczeniu procesu
technologicznego dokonano skriningu termo- i hipertermofilnych organizmow w kie-
runku izomerazy glukozowej. W rezultacie udato si¢ wyizolowac¢ izomeraze ksylozo-
-glukozowa TTXI z Thermoanaerobacterium thermosulfurigene oraz skonstruowac
jej dwa ulepszone warianty. Oczekiwanej zmiany preferencji substratowej enzymu
w kierunku glukozy dokonano przez punktowa wymiang waliny 138 na fenyloalaning
oraz waliny 185 na treoning w miejscu wigzacym sacharyd. Natomiast mutacja TTXI,
polegajaca na zamianie glutaminy 58 na proling, spowodowala podniesienie stabil-
nosci termicznej molekuly przy jednoczesnym zachowaniu optimum temperaturo-
wego dla jej katalitycznego dziatania [26].

Tabela 2. Efekty mutacji izomerazy ksylozo-glukozowej Thermoanaerobacterium thermo-
sulfurigene w poréwnaniu z wlasciwo$ciami enzymu natywnego oraz enzymu komercyjnego
BLXI z Bacillus licheniformis [26]

Enzym T, [°C] t,, w85°C Akt. wt/Glc w 85°C Obszar mutacji
BLXI komercyjny 70 < | min.

TTXI natywny 85 69 min. 13,57 J - mg™!

TTXI GIn 58 Pro 85 99 min. petla-styk podjedn.
TTXI 18,79 J - mg~! miejsce wigzace
Vall38Phe/Val185Thr substrat

Inne badania doprowadzity do wyizolowania i otrzymania w postaci biatka
rekombinowanego a-amylazy z Pyrococcus furiosus, ktdrej zmutowany wariant jest
3-krotnie bardziej aktywny i nie wymaga stabilizacji kationami wapnia. W po-
rownaniu z powszechnie stosowang a-amylazg B. licheniformis skonstuowany ter-
mozym wykazuje dwukrotnie wyzsza aktywos$¢ i az 13-krotnie wyzsza stabilno$¢
w temperaturze 98°C. Wybrane wtasciwosci biochemiczne obu enyméw zestawiono
w tabeli 3.
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Tabela 3. Niektore wtasciwosci biochemiczne handlowego preparatu o.-amylazy B. licheni-
formis i zmutowanej czasteczki a-amylazy P. furiosus [26]

a-Amylaza B. licheniformis Mutant P. furiosus
M.cz. [kDa] 55,2 50,0

Akt. wh. wt=98°C [J-mg] 2000 3900

pH opt. 7,0-8.,0 3,56,0

Temp. opt. [°C] 90 100

Stabilizacja jonami Ca** tak nie

Czas pottrwaniaw t=98°C < 1h 13 h bez Ca**
Dekstryny koncowe G1-G6 G2-G7

Chociaz organizmy Archeae rzadko wytwarzaja glukoamylazy, w 2002 r. udato
si¢. wyizolowaé termo- i acidofilne glukoamylazy z Thermoplasma acidophilum,
Picrophilus torridus, Picrophilus oshimae. Otrzymane enzymy wykazuja optimum
aktywnosci w pH = 2 i w temperaturze 90°C, s stabilne w temperaturze 70°C w za-
kresie pH = 1-4, a inaktywacji ulegaja w pH = 8. Te cechy sprawiaja, iz moga by¢ one
idealnymi biokatalizatorami procesu scukrzania uplynnionej skrobi, ktory zakonczy¢
mozna przez prosty zabieg podniesienia pH srodowiska.

Przytoczone przyktady biokatalizatoréw przemystowych skonstruowanych dla
uproszczenia konkretnych etapéw biokonwersji skrobi dowodza, ze nowoczesne
projektowanie przemystowych proceséw biokatalitycznych wkracza juz w sfere

praktyki [9].

Glikosyntazy — osiagnigcie bioinzynierii enzymow

Méwiac o osiagnieciach bioinzynierii enzyméw transformujacych weglowodany
hie sposéb nie wspomnieé, o tzw. glikosyntazach. Sa to specyficznie zmutowane
glikozydazy, ktore katalizuja wydajna syntezg oligosacharydow. Wywodza si¢ one
z glikozydaz zachowujacych anomeryczna konfiguracja produktu. Enzymy te maja
dwie katalityczne grupy karboksylowe petniace odpowiednio funkcje kwasowo-
-zasadowq, oraz funkcje (wewnetrznego) nukleofila. Mutacja polega na wymianie
katalitycznego nuklefila na reszte nienukleofilowa (np. przez wprowadzenie alaniny),
¢o prowadzi do unieczynnienia funkcji hydrolitycznej enzymu. Zmutowany enzym
Moze przenosié¢ donor bedacy fluorkiem glikozylowym o anomerycznej konfiguracji
Przeciwnej niz w naturalnym substracie, na odpowiedni akceptor. .

Taka koncepcja modyfikacji centrum aktywnego glikozydaz po raz pierwszy
Opublikowana w 1998 roku zostata zaproponowana i zrealizowana przez zespot
Withersa [12].

Obecnie opisanych jest juz okoto kilkunastu tak zmutowanych enzymow [17].
W tabeli 4 przedstawiono przyklady niektérych z nich.
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Rysunek 8. Pierwsza glikosyntaza Withers'a — specyficznie zmutowana (AbgGlu358Ala)
B-glukozydaza/galaktozydaza z Agrobacteriwm sp. [12]

Tabela 4. Wybrane przyktady niektérych egzo-, endo- i tioglikosyntaz [17]

Organizm Mutacja  Enzym Produkty syntezy

Sulfolobus solfataricus E 387G B-glikosyntaza  di-, tri-, tetrasaccharydy
(exo-syntaza)

Cellulomonas fimi E519S  B-mannosyntaza tri-, tertra-, penta-heksasacharyd
(exo-syntaza)

Bacillus licheniformis ~ E 134 A B-glucansyntaza tri-, tertra-, pentasacharydy
(endo-syntaza)

Cellvibrio japonicus E320G  B-Mannansyntaza tri- do hepta-sacharydy
(endo-syntaza)

Agrobacterium sp. E171 A B-tioglukoligaza disacharydy z wiazaniem
tioglikozydowym
C. fimi E429 A B-tiomannoligaza disacharydy z wigzaniem

tioglikozydowym

Skonstruowanie duzej liczby zmutowanych enzyméw z klasy hydrolaz gliko-
zydowych jest wynikiem zapotrzebowania na efektywne narzedzia do enzymatycznej
syntezy oligosacharydéw. Enzymatyczna synteza pozwala, bowiem ominaé gtowne
bariery typowe dla syntezy chemicznej — konieczno$é stosowania grup ochronnych
oraz czgsty brak stereoselektywnosci reakcji glikozylacji. Oligosacharydowe pro-
dukty enzymatycznych transformacji wykazuja réznorodne, korzystne wtasciwosc
biologiczne. Na przyktad znajduja one zastosowanie jako istotne skfadniki tzw.
zywnosci funkcjonalnej [16, 19] czy potencjalne terapeutyki [13, 18].

Podsumowanie

Artykut w zwigzly sposéb prezentuje gtdwne kierunki postepu we wspotczesne)
biotechnologii przemystowej. Wprowadzenie zawiera przypomnienie podstawoW}"fh
zasad nowe;j klasyfikacji enzymow aktywnych wobec weglowodanéw, a takze podaje
przyktady zréznicowania strukturalnego weglowodanéw o znaczeniu prZemysio-
wym. Zamieszczona jest rowniez szeroka lista klasycznych proceséw przemys’lo’
wych opartych na biotransformacji weglowodanéw. Czesé druga, odnoszaca Sig d_o
kreowania wysoko zaawansowanych proceséw biokatalitycznych, koncentruje SI€
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gtdwnie na projektowaniu i pozyskiwaniu nowych biokatalizatorow. W zwiezlej
formie opisane sq najnowsze kierunki skriningu tzw. ekstremozymow oraz strategie
molekularnej inzynierii biokatalizatoréw, tj. racjonalne projektowanie i ukierunko-
wana ewolucja. W zakoficzeniu zaprezentowano niektére osiagniecia w tym zakresie,
podajac jako przykfady zmutowane termozymy modyfikujace skrobig, a takze gli-
kosyntazy.
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New trends in technology
of enzymatic transformation of the carbohydrates

Key words: industrial biotechnology, carbohydrate enzymatic transforma-
tion, enzyme bioengineering, extremozymes

Summary

The paper outlines the progress in current industrial biotechnology. The introduc-
tory part reminds the new classification bases of carbohydrate active enzymes and il-
lustrates the structural diversity of carbohydrates of industrial importance. The broad
list of classic technologies based on carbohydrate biotransformation was also given:
The second part relating to creation of advanced biocatalytical processes is focused of
designing and discovery of novel biocatalysts. The latest trends in both, screening for
extremozymes and molecular bioengineering of enzymes, are briefly reported. The fi-
nal section summarises some achievements in this field using mutated starch modify-
ing thermozymes and glycosynthases as the examples.



