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Enzymatic hydrolysis of plant mannans
Summary

Mannans, as compounds of plant biomass, seem to be a very useful
feedstock for the effective utilization in biotechnology. This is due to their
abundance and renewability as well as the possibility of producing various
chemical by-products, fuels, fodder and food products from this source. On the
other hand, the enzymatic removal of mannans from cellulosic pulps and coffee
extracts by mannanases is very important for the production of high quality pa-
per and instant coffee. This review article presents new trends in the investiga-
tions on plant mannans and their enzymatic hydrolysis by mannanases of differ-
ent origin. Particular emphasis has been laid on catalytic properties and molecu-
lar structure of different enzymes of mannanolytic complex, and on the mecha-
nisms of their regulation and adsorption on wood fibers as well as on genes en-
coding particular enzymes. Most promising prospects for the practical applica-
tions of mannanases are also discussed.
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1. Wstep

Postepujgce wyczerpywanie sie nieodnawialnych zasobdéw
surowcow paliwowych na Swiecie oraz konieczno$¢ wzmozenia
ochrony srodowiska naturalnego, sktaniajg do upatrywania alter-
natywnych zZrodet energii m.in. w biomasie roslinnej. O rozmia-
rach tej rezerwy materii organicznej najlepiej swiadczy fakt, ze
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rocznie powstaje ona na Ziemi w ilo$ci okoto 200 miliardéw ton, z czego ponad 90%
stanowig ligninocelulozany. Cztowiek zuzytkowuje, jak dotad, jedynie okoto 2% bio-
masy roslinnej (1). Perspektywy szerszego siegniecia do tych zasobow wegla orga-
nicznego poprzez ich hydrolize enzymatyczng do tatwo przyswajalnych przez orga-
nizmy cukréw prostych, jak sie wydaje, sa bardzo obiecujace. Moglyby sie one sta¢
dzieki temu przydatne zaréwno w rolnictwie, powiekszajac zasoby paszowe, jak
réowniez do produkgcji biatka mikrobiologicznego lub niektorych produktow fermen-
tacji (1).

Kompleks ligninocelulozowy jest zbudowany z polisacharydoéw typu celulozy
(40-45%) i hemicelulozy (25-35%) oraz odpornej na procesy degradacji ligniny
(15-30%), bedacej polimerem jednostek fenylopropanowych. Jedng z szans wykorzy-
stania zasobow cukrow tkwigcych w zwiazkach ligninocelulozowych biomasy roslin-
nej stanowi hydroliza zawartych w nich hemiceluloz typu mannanéw przy udziale
mannanaz.

Bedac istotnym sktadnikiem drewna, szczegdlnie miekkiego, a takze roslin jed-
norocznych i nasion wielu roslin, mannany sg brane pod uwage jako wazny surowiec
do wykorzystania na drodze biokonwersji. Powstajgce w wyniku mannanolizy pro-
dukty mogag stanowi¢ punkt wyjscia do produkgcji pasz, paliw, zywnosci i chemika-
liow. Waznym zagadnieniem jest takze wykorzystanie mannanaz w przemysle celu-
lozowo-papierniczym, spozywczym, winiarskim i paszowym (2). Jednakze efektywna
eksploatacja mannanu jako taniego surowca w biotechnologii wymaga petnego zro-
zumienia mechanizméw enzymatycznych bioracych udziat w degradacji tego zto-
zonego heteropolimeru, jak rowniez interakcji pomiedzy poszczegélnymi enzyma-
mi kompleksu mannanolitycznego.

W ostatnich latach wzrost zainteresowania rozktadem mannanéw znajduje odbi-
cie w obszernym piSmiennictwie dotyczacym tego tematu. Szeroko omawiane sg za-
réwno mozliwosci zastosowania enzymoéw rozktadajgcych mannan, jak i wlasciwos-
ci mannanaz pochodzacych z réznych zZrodet.

2. Charakterystyka mannanéw ro$linnych

Mannany wystepujg w drewnie miekkim drzew iglastych, drewnie twardym
drzew lisciastych, trawach oraz nasionach wielu roslin. Naleza do polisacharydow,
ktérych tancuch gtéwny moze by¢ ztozony z jednostek D-mannopiranozy i D-gluko-
piranozy pofaczonych wiazaniami B-1,4-glikozydowymi. Taki typ heteropolimeréw
okresla sie mianem glukomannanéw. Zwykle stosunek ilosciowy reszt mannozy do
glukozy wynosi 3 : 1, a rozmieszczenie podjednostek glukopiranozy jest przypadkowe
(3). Istniejg réwniez mannany o stosunkowo prostej budowie, np. mannan z Phytelphus
macrocarpa, sktadajgcy sie wylagcznie z reszt mannopiranozy i przypominajacy bu-
dowa krystaliczng strukture celulozy (4). Tego rodzaju homopolimer wystepuje tez
w ziarnach kawy i nasionach niektérych gatunkéw Umbelliferae. Nasiona, ktorych en-

62 PRACE PRZEGLADOWE



Enzymatyczna hydroliza mannanéw roslinnych

dosperma zawiera liniowy mannan sg twarde i odporne na uszkodzenia mecha-
niczne.

W strukturze mannanu czesto do reszt mannozy fancucha giéwnego przyfaczo-
ne sg wigzaniami o-1,6-glikozydowymi czasteczki D-galaktopiranozy. Zawartos¢ ga-
laktopiranozy rézni sie w zaleznosci od gatunku organizmu, z ktérego pochodzi
dana hemiceluloza. Jezeli stosunek ilo$ci reszt galaktozy do glukozy i mannozy wy-
nosi 0,1: 1: 4, to taka hemiceluloze okre$la sie jako glukomannan. Natomiast w przy-
padku, gdy udzial galaktozy jest znacznie wyzszy, hemiceluloza nazywana jest ga-
laktoglukomannanem (5). Dodatkowo, niektére grupy hydroksylowe przy drugim
i trzecim atomie wegla reszt mannozy i w duzo mniejszym stopniu glukozy, sa ace-
tylowane (4).

2.1. Mannany drewna twardego

Drewno twarde zawiera niewielkie ilosci glukomannanu (2-3%). Glukomannan
tego rodzaju drewna cechuje niezwykle prosta budowa. Lancuch gtéwny tej hemice-
lulozy skfada sie z jednostek glukopiranozy i mannopiranozy, potaczonych wiaza-
niami 3-1,4-glikozydowymi. Stosunek ilosci jednostek mannozy do glukozy wynosi
okoto 1,5:2,1 dla wiekszosci zbadanych gatunkéw. Najwieksze ilosci glukozy stwier-
dzono w glukomannanie drewna brzozowego, gdzie stosunek ilosci glukozy do
mannozy wynosi 1:1 (13,16). Z kolei najnizsza zawarto$¢ glukozy ma glukomannan
z Acer saccharum (mannoza : glukoza = 2,3:1). Stopien polimeryzacji glukomannanu
drewna twardego wynosi okoto 60-70.

2.2. Mannany drewna mi¢kkiego

Przedstawicielem tej grupy mannanow jest galaktoglukomannan, bedacy naj-
powszechniej i najobficiej wystepujagcym mannanem w przyrodzie. Drewno miekkie
zawiera okotfo 20-25% tego polisacharydu. Szkielet galaktoglukomannanu stanowi li-
niowy tancuch zbudowany z reszt -D-glukopiranozy i B-D-mannopiranozy, pofgczo-
nych wigzaniami B-1,4-glikozydowymi. Istotna cecha tej hemicelulozy jest to, ze
w tancuchu polisacharydowym jedna na trzy lub cztery reszty monocukru (mannozy
i glukozy) jest acetylowana w pozycji C-2 lub C-3 (5). Dodatkowo do tancucha gluko-
zo-mannozowego przylaczone sg wigzaniami o-1,6-glikozydowymi reszty a-D-ga-
laktopiranozy (7).

W zalezno$ci od zawartosci galaktozy wyréznia sie przynajmniej dwa rodzaje
galaktoglukomannanéw. Pierwszy charakteryzuje sie niskg zawarto$cia galaktozy,
jest stabo rozpuszczalny w wodzie i czesto jest okre§lany mianem glukomannanu.
Zawiera on reszty mannozy, glukozy i galaktozy w proporgcji 4:1:0,1. Jego procento-
wa zawarto$¢ w drewnie wynosi od 10 do 15%. Drugi to rozpuszczalny w wodzie po-
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lisacharyd o wysokiej zawartosci galaktozy, ktérego tancuch sktada sie z reszt man-
nozy, glukozy i galaktozy wystepujacych w stosunkach ilosciowych jak 3:1:1. llo$¢
tego rodzaju galaktomannanu w drewnie wynosi od 5 do 8% (5).

We wtérnych $cianach komérkowych roslin nagonasiennych wykryto dwa rodza-
je galaktoglukomannanu: pierwszy rozpuszczalny w wodzie, drugi rozpuszczalny
w alkaliach. Obydwa zbudowane sg z reszt mannozy i glukozy z przylaczona w po-
zycji 0-6 czasteczka a-D-galaktopiranozy. Galaktoglukomannany wtérnych $cian ko-
moérkowych réznia sie miedzy sobg proporcjami molowymi reszt D-mannozy i D-glu-
kozy, zawartoscig D-galaktozy w tancuchu bocznym oraz zawartoscia i rozmieszcze-
niem grup acetylowych.

Proporcja reszt D-glukozy i D-mannozy u nagozalagzkowych wynosi 1:3 lub 1:4
(8). Galaktoglukomannany bogate w reszty D-galaktozy sa rozpuszczalne w wodzie,
podczas gdy polimery o zawartos$ci jednostek D-galaktozy ponizej 4-5% sa mniej lub
nawet nierozpuszczalne w wodzie (9). Wedtug niektorych badaczy wieksza rozpusz-
czalno$¢ w wodzie jest wynikiem wiekszego stopnia rozwidlenia czasteczki. Z kolei
Capek i wsp. (9) wykazali, ze rozpuszczalno$¢ tych hemiceluloz zalezy od zawarto-
Sci grup acetylowych w czgsteczce. Okoto 20-30% jednostek w tancuchu bocznym
galaktoglukomannanu drewna miegkkiego jest podstawionych przez grupy acetylo-
we. W galaktoglukomannanie drewna sosny reszty O-acetylowe przyfgczone sa do
czasteczek mannozy w rownym stopniu w pozycji C-2 i C-3.

2.3. Mannany innych ro$lin

Poza wymienionymi mannany wystepuja rowniez u ro$lin innych gatunkéw, np.
Lactuca sativa (10) czy Cucurbita maxima (11). Obecno$¢ mannanéw stwierdzono row-
niez w Scianach bielma nasion wielu ro§lin. Na przyktad galaktomannan jest mate-
riatem zapasowym $cian bielma nasion roslin straczkowych takich jak chleb swieto-
janski czy lucerna.

Galaktoglukomannan o strukturze podobnej do mannanu drewna miekkiego wy-
stepuje w todygach i lisciach koniczyny czerwonej (Trifolium pratense). Zawiera
on reszty galaktozy, glukozy i mannozy wystepujace w stosunkach molowych
0,25:1,0:1,1.

Jednym z bardziej interesujacych przykladow mannanéw jest glukomannan po-
chodzacy z egzotycznej rosliny Amorphophallus konjac (,konjak” mannan). Jest to
mannan, w ktérym sekwencje trzech reszt mannozy przerywa jednostka glukozy.
,Konjak” mannan podobnie jak inne mannany po rozpuszczeniu w wodzie tworzy
lepki zel. Z tego powodu wigczenie go do diety powoduje redukcje apetytu, wchta-
niania glukozy oraz odkfadania sie cholesterolu, co z kolei powoduje spadek wagi.
Reszty mannozy i glukozy wystepuja tu w stosunku molowym 1,6:1 przy stopniu
acetylacji 0,07 na reszte cukru (12).
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3. Enzymatyczny rozklad mannanéw

Ze wzgledu na zréznicowang budowe strukturalng mannanéw rozkiad tych bio-
polimeréw do cukréw prostych wymaga wspétdziatania r6znych enzymow. Kom-
pleks depolimeryzacyjny obejmuje endo-1,4-f-mannanaze, B-mannozydaze, o-ga-
laktozydaze i B-glukozydaze, przy czym dwa pierwsze enzymy stanowig najwazniej-
sze skiadniki tego kompleksu (5).

B-Mannanazy katalizujg hydrolize wigzania -1,4-glikozydowego pomiedzy resz-
tami B-D-mannozy z nieredukujgcego konca takich substratéw jak mannany, gluko-
mannany, galaktomannany i galaktoglukomannany. Efektem dziatania endomanna-
nazy na fancuch gtéwny jest powstanie krétkich, podstawionych lub niepodstawio-
nych oligomeréw, mannobiozy i mannozy. Dalszg hydrolize rozpuszczalnych w wo-
dzie oligomerow i dimeréw do mannozy przeprowadza B-mannozydaza. Wspélnie
z endomannanazami i mannozydazami dziataja B-glukozydaza i a-galaktozydaza,
ktore uwalniajg z gldéwnego tancucha mannanu podstawniki glukozowe i galaktozo-
we. Rozktad galaktoglukomannanu z udzialem poszczegélnych enzymoéow komplek-
su mannanolitycznego przedstawiono na rysunku 1.

o-D-Galp
lea
6
4-B-D-Manp-1 — 4-B-D-Manp-1 — 4-p-D-Manp-1 — 4-p-D-Manp-1 — 4-p-D-Glup-1
0 0 0
1 1 1
3
\

B-D-Glup-1 — 4-B-D-Manp-1 — 4-3-D-Manp-1
1. endo-1,4-B-mannanaza

2. B-1,4-mannozydaza 2
3. B-glukozydaza N
4. o-galaktozydaza B-D-Manp-1 — 4-p-D-Manp-1

Rys. 1. Enzymatyczny rozkiad galaktoglukomannanu (6).

4. Enzymy kompleksu mannanolitycznego

Enzymy mannanolityczne sg szeroko rozpowszechnione wsrod organizméw zy-
wych. Ich obecnos$¢ stwierdzono w wielu gatunkach bakterii i grzybéw, ale sg one
rowniez w drozdzach, niektérych gatunkach glonéw morskich, nasionach roslin
straczkowych, a nawet niektérych bezkregowcach (4).

Wszystkie mannanazy sa hydrolazami O-glikozylowymi (EC 3.2.1.-). Kilkanascie
lat temu zaproponowano klasyfikacje tego typu hydrolaz w rodziny oparte na podo-
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bienstwie sekwencji aminokwasowych. Z uwagi na bezposredni zwigzek podobien-
stw sekwengji i faldowania biatek, tego rodzaju klasyfikacja znacznie lepiej odzwier-
ciedla cechy strukturalne wymienionych enzymoéw, niz jedynie ich specyficznos$¢
substratowa. Moze by¢ pomocna w wyjasnieniu powigzan ewolucyjnych pomiedzy
poszczegbélnymi enzymami i w badaniu mechanizmoéw reakcji (13).

W przypadku, gdy sekwencja biatka zwigzana jest z wiecej niz jedna rodzina,
gdy czuto$¢ metod poréwnywania sekwencji biatkowych wzrasta lub gdy determina-
cja struktury wskazuje na podobienstwo pomiedzy cztonkami réznych rodzin nie-
ktore rodziny moga byc¢ zgrupowane w klany. Wedtug tej klasyfikacji endo-p-manna-
naza zostala zaliczona do rodziny 5 i 26. W obydwu przypadkach stereochemiczny
przebieg reakcji zachodzi z retencja konfiguracji anomerycznej. Katalitycznym do-
norem protonéw, podobnie jak i nukleofilem katalitycznym w reakgji, jest reszta
kwasu glutaminowego. Z kolei 3-mannozydaza zostata umieszczona w rodzinie 1, 2
i 5. Reakcja katalizowana przez ten enzym przebiega z retencjg konfiguracji anome-
rycznej i podobnie jak w przypadku endomannanazy donorem protonéw i nukleofi-
lem s3 reszty kwasu glutaminowego. Bakteryjne a-galaktozydazy naleza do rodziny
4, natomiast pozostate do 27, 36 i 57. Brakuje jednoznacznych informacji co do
przebiegu reakcji i reszt aktywnych w centrum katalitycznym o-galaktozydaz po-
chodzacych z rodzin 4, 27, 36, natomiast a-galaktozydaza zakwalifikowana do ro-
dziny 57 charakteryzuje sie retencyjnym mechanizmem reakgcji, gdzie nukleofilem
katalitycznym jest reszta kwasu glutaminowego.

B-Glukozydazy sklasyfikowano w rodzinach 1, 3 i 9. Reakcja katalizowana przez
ten enzym przebiega z retencja konfiguracji anomerycznej, przy czym w przypadku
rodziny 1 kwas glutaminowy jest zaréwno nukleofilem jak i donorem protonéw, za$
w rodzinach 3 i 9 jako nukleofil stuzy reszta asparaginianu. Hydroliza enzymatyczna
wiazania glikozydowego odbywa sie wedtug mechanizmu katalizy kwasowej, a jej
przebieg uzalezniony jest od obecnosci dwoch podstawowych reszt w postaci dono-
ra protonéw i nukleofila — zasady (13).

4.1. Endomannanaza

Endomannanaza (f-1,4-mannan 4-mannanohydrolaza; EC 3.2.1.78) jest stosunko-
wo dobrze zbadanym enzymem. W$réd organizméw aktywnie produkujacych endo-
mannanaze sg grzyby, bakterie, glony, drozdze, rosliny wyzsze, np. kawa, migdaty,
morele, chlebowiec i zwierzeta takie jak ssaki, $limaki czy ostrygi (14).

W procesie degradacji ztozonych struktur mannanéw endomannanaza katalizuje
hydrolize wigzania B-1,4-glikozydowego w tancuchu gtéwnym do mannooligome-
réw, mannobiozy i mannozy. Stopien hydrolizy galaktomannanéw jest tym wiekszy,
im mniejsza jest zawarto$¢ reszt galaktozy, co sugeruje, ze obecno$¢ tych reszt
wplywa hamujgco na enzymatyczny rozktad mannanéw. Zdolno$¢ mannanazy do
rozkladu poszczegélnych substratéw zalezy giéwnie od stopnia ich polimeryzagji
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i podstawienia. Reakcja katalizowana przez mannanaze jest reakcjg typu substytucji
nukleofilowej przy weglu nasyconym w centrum anomerycznym i moze przebiegac
z inwersjg badz retencja konfiguracji (15).

Obecnie przyjeto retencyjny mechanizm reakgji katalizowanej przez endoman-
nanaze z Thermomonospora fusca, w ktérym tlen glikozylowy jest protonowany przez
Glu 128 (donor protonéw), a anomeryczny atom wegla jest atakowany przez Glu
225 (nukleofil). Powstaty kompleks posredni, mannozylo-mannanazowy, jest nastep-
nie hydrozylowany przez czgsteczke wody, a uzyskany produkt ma te sama konfigu-
racje anomeryczna co substrat (13).

Enzymy charakteryzujace sie retencyjnym mechanizmem katalizy posiadaja
oprocz aktywnosci hydrolitycznej rowniez aktywno$¢ transferazowg. W takim przy-
padku mamy do czynienia z reakcja transglikozylacji, w ktérej reszty glikozylowe
przenoszone sg na wydiuzany tancuch cukrowy. Stwierdzono réwniez, ze niektoére
B-mannanazy katalizujg transglikozylacje mannooligosacharydéw (16).

B-Mannanaza jest enzymem stosunkowo najlepiej poznanym z grupy enzymow
mannanolitycznych. Wtasciwosci fizykochemiczne endomannanazy oczyszczonej
z réznych organizméw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Charakterystyka wybranych endo-3-1,4-mannanaz
Masa Optymalna
Pochodzenie enzymu |czasteczkowa izoell; lll(rtlrl;tcmy Opt);)n}llalne tenplgfratura (mlg(;‘;nl) (I}]/T;kg) Literatura
(kDa) (°0)
Sclerotum rolfsii 46,5 2,75 3,0-3,5 75 1,81 - 2)
Aspergillus niger 40 3,7 3,5 - - - (17)
Trichoderma reesei 46 5,2 5,0 75 0,0015 24 (18)
Bacillus subtilis 39 45 7,0 50-55 9,1 2935 (19)
Vibrio sp. 49 3,8 6,5 40 4,7 200 (20)
B. licheniformis - - 7,0 60 - - (21)

Struktura gen6w kodujgcych mannanazy jest takze bardzo intensywnie badana.
Stalbrand i wsp. (22) wykazali, ze gen kodujgcy B-mannanaze (manl) u Trichoderma
reesei zawiera otwartg ramke odczytu (ORF) ztozong z 1440 par zasad i rozpoczy-
najaca sie od pierwszego kodonu startowego na cDNA. Sekwencje kodujacg przery-
wajg dwa introny. Przypuszczalne miejsce odtaczenia peptydu sygnalnego jest usy-
tuowane w odlegtosci 19 aminokwasow od kodonu inicjacyjnego. Produktem genu
manl jest biatko o dlugosci 410 aminokwaséw i ciezarze czasteczkowym 44 kDa.
Stwierdzono réwniez, ze gen manl koduje dwie endomannanazy o punktach izo-
elektrycznych 4,6 oraz 5,4.
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W przypadku endomannanazy z Clostridium thermocellum gen manA zawiera ORF
ztozong z 1767 nukleotydow kodujacych polipeptyd zbudowany z 598 aminokwa-
sow o przewidywalnym ciezarze czasteczkowym okofo 67 kDa. Wiekszo$¢ otwar-
tych ramek odczytu z Clostridium konczy sie kodonem TAA, niemniej jednak w przy-
padku ORF dla genu manA konczy sie ona kodonem stop TAG. Region flankujacy od
konca 3’ nie zawiera zadnych sekwencji palindromowych (23).

Z kolei Sunna i wsp. (24) zbadali strukture genu manA kodujacego wielodome-
nowa [B-mannanaze z Caldibacillus cellulovarens. Gen ten jest cze$cig sekwengji
o wielkos$ci 5567 par zasad. W jej obrebie stwierdzono obecnos¢ trzech otwartych
ramek odczytu. Pierwsza koduje domene wiazaca celuloze, trzecia biatko o niezna-
nej funkgji, natomiast endomannanaza jest kodowana przez gen manA, czyli ORF2.
Gen manA ma wielko$¢ 2792 nukleotydéw. Kodon startowy ATG jest poprzedzony
sekwencjg wigzacg rybosom GAGGA. Za kodonem terminalnym TAA znajduje sie re-
gion ztozony z 481 par zasad, zawierajacy sekwencje palindromowg (19 par zasad),
ktora moze pelni¢ role sygnatu do terminacji transkrypcji.

Enzym bedacy produktem genu manA ma strukture wielodomenowa: N-terminal-
na domena o nieznanej funkcji, wewnetrzna domena wigzaca celuloze, domena ka-
talityczna -mannanazy oraz domena C-terminalna. Wykazuje optimum dziatania
w temperaturze 85°C i pH 6,0 oraz wysoka specyficzno$¢ do galaktomannanu
i znacznie stabsza do bardziej podstawionych galakto- i glukomannanow.

4.2. B-Mannozydaza

B-1,4-Mannozydaza (mannohydrolaza -D-mannozydow; EC 3.2.1.25) jest enzy-
mem niezbednym do dalszej hydrolizy oligomeréw powstalych w wyniku dziatania
endomannanazy. B-Mannozydaza usuwa mannoze z nieredukujgcego konca manno-
oligosacharydéw. Stwierdzono, ze obecnos$¢ reszt mannozy podstawionych galak-
toza w sasiedztwie koncowej reszty mannozy obniza aktywno$¢ f-mannozydazy od
18 do 43% w porownaniu do nie podstawionych substratow, a stopien obnizenia ak-
tywnos$ci zalezy od wielko$ci oligosacharydéw (25). Mannozydaza, podobnie jak
mannanaza, posiada aktywnos¢ transglikozylacyjng i charakteryzuje sie retencyjnym
mechanizmem Kkatalizy (26).

B-Mannozydaza wystepuje m.in. u grzyboéw strzepkowych (Aspergillus awamori,
A. niger) oraz bakterii, np. Bacillus sp. (27). Wiadomo tez, ze wewnatrzkomoérkowa
mannozydaza ssakéw katalizuje hydrolize mannozowych sktadnikéw glikoprotein
(28). Niektore wtasciwosci fizykochemiczne oczyszczonych mannozydaz zebrano
w tabeli 2.

Geny kodujace B-mannozydaze wyizolowano z komoérek ssakow (29) oraz roz-
nych mikroorganizméw, np. Pyrococcus furiosus (30), Cellulomonas fimi (4) i Aspergillus
awamori (33).
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Tabela 2
Charakterystyka wybranych mannozydaz
Optymalna
Pochodzenie enzymu Masa cuasteczkowa Punkt Optymalne temperatura K Literatura
Y (kDa) izoelektryczny pH IE"C) (mM)
Trichoderma reesei 105 48 3,5 - 0,12 31
Penaeus japonicus 31 5,6 5,0 - 0,123 (32)
Aspergillus awamori - - 5,0 60-70 - (33)

Zbadano gen man2A kodujacy mannozydaze z Cellulomonas fimi (4). Zawiera on
ORF kodujacg biatko o masie 95 kDa. Z kolei gen mndA kodujacy mannozydaze
u Aspergillus niger zawiera: ORF zlozona z 2966 par zasad, kodujaca biatko zbudowa-
ne z 931 aminokwaséw oraz dwa introny w pozycjach 189-304 i 386-439. W wyniku
analizy biatka bedacego produktem tego genu wykazano obecno$¢ eukariotycznej
sekwencji sygnalnej, ztozonej z 21 aminokwaséw oraz 13 miejsc przypuszczalnej
N-glikozylacji. Stwierdzono réwniez obecnos$¢ pieciu prawdopodobnych miejsc
wigzania biatka regulatorowego CreA, biorgcego udzial w procesie represji katabo-
licznej. Masa mannozydazy produkowanej przez gen mndA wynosi 102 kDa, a jej
punkt izoelektryczny 5,2 (34).

Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej wykazano duze podobienstwo
genu mndA do innych mannozydaz z rodziny 2 hydrolaz glikozylowych. Najwyzszy
stopien podobienstwa (62% identycznosci) stwierdzono z mannozydazg z A. aculeatus.
B-Mannozydazy z Homo sapiens, Bos taurus i Capra hircus wykazuja okolo 28% iden-
tycznosci z genem mndA A. niger. Najwyzsze podobienstwo stwierdzono w regionie
ztozonym ze 125 aminokwaséw rozpoczynajgcym sie w pozycji 359 w mndA (34).

4.3. o-Galaktozydaza

a-Galaktozydaza (galaktohydrolaza a-D-galaktozydow; EC 3.2.1.22) katalizuje
reakcje hydrolizy koncowych reszt a-D-galaktopiranozy w a-D-galaktozydach. Od-
dziatuje ona na oligosacharydy zawierajgce galaktoze (np. melibioze, rafinoze czy
stachyloze), galaktolipidy i galaktoglukomannany.

W procesie rozktadu O-acetylogalaktoglukomannanu, jednego z gtéwnych skiad-
nikow drewna miekkiego, a-galaktozydaza katalizuje uwalnianie reszt galaktozy
przytaczonych wigzaniami a-1,6-glikozydowymi do jednostek mannozy. Umozliwia
to petna degradacje tancucha gtownego tej hemicelulozy przez mannanazy i manno-
zydazy (4).

Dey sugeruje dwa mozliwe mechanizmy reakcji katalizowanej przez a-galakto-
zydaze wyizolowang ze stodkich migdatow. W mechanizmie dwuetapowym gtéwna
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role w centrum aktywnym enzymu petni grupa karboksylowa (COO") i uprotonowana
grupa imidazolowa. Reakcja przebiega za posrednictwem czasteczki akceptora
(R'OH), ktérym moze by¢ woda. Elektrofilowy atak grupy imidazolowej jest, jak sie
wydaje, wystarczajacy, aby rozerwac wigzanie O-glikozydowe z utworzeniem jonu
karboniowego przy C-1 reszty galaktozy. W petnym dwuetapowym mechanizmie re-
akcji prawdopodobnie zachodza dwie inwersje Waldena, czego rezultatem jest re-
tencja konfiguracji anomerycznej produktu. Niemniej jednak tworzenie sie produk-
tu posredniego w postaci jonu karboniowego niekoniecznie prowadzi do racemizacji.

Sugeruje sie tez mozliwos$¢ jednoetapowego mechanizmu reakcji. W takim przy-
padku nastepowaloby tworzenie si¢ kompleksu potréjnego, ztozonego z enzymu,
substratu i akceptora. Podobnie jak w przypadku mechanizmu dwuetapowego gru-
py imidazolowa i karboksylowa petfnia tu zasadniczg role. Atak na anomeryczny
atom wegla czasteczki galaktozy prowadzi do powstania produktu z retencja konfi-
guracji (35).

o-Galaktozydaza jest syntetyzowana przez rézne organizmy. Jej obecnos¢ wyka-
zano w nasionach wielu roslin np. Coffea sp., Pisum sativum, Plantago ovata, Vicia faba
czy Canavalia ensiformis, gdzie odgrywa istotng role w procesie kietkowania (35).
Wyizolowano jg takze z bakterii np. Cellulomonas fimi i Thermatoga neapolitana (36,4),
drozdzy np. Mortierella vinacea, grzybéw np. Trichoderma reesei, Phanerochaete
chrysosporium i Aspergillus sp. (7) oraz zwierzat np. szczuréw, swin, a takze cztowie-
ka (37). Wiasciwosci wybranych a-galaktozydaz przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Charakterystyka wla$ciwoSci wybranych o-galaktozydaz
Masa Optymalna
Punkt pty
Pochodzenie enzymu | czasteczkowa Optymalne temperatura K Vinax Literatura
(kDa) izoelektryczny| ~ PH ) (mM)
Aspergillus ficuum 70,8 - 6,0 60 1,462 - (38)
A. niger 94 4,15 4,5 60 1,4 18000 (39)
(nkat/mg)
Thermomyces lanuginosus 57 52 4,5-5,0 65-70 - - (40)
Penicillium ochrochloron 60,2 - 45 55 - - (41)

Liebl i wsp. (41) badali gen galA odpowiedzialny za synteze a-galaktozydazy
u Thermotoga meritima. Koduje on biatko ztozone z 552 reszt aminokwasowych
o ciezarze czasteczkowym 64 kDa. Stwierdzono, ze gen ten jest oflankowany inny-
mi genami, ktore sg prawdopodobnie zaangazowane w utylizacje galaktozy. Tuz
przed genem galA zlokalizowany jest gen lacZ, kodujacy B-galaktozydaze. Z kolei za
genem galA znajduja sie dwie otwarte ramki odczytu, ktére przypuszczalnie koduja
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enzymy katabolizmu galaktozy takie jak urydylotransferaza galaktozo-1-fosforanu
i galaktokinaza. Zidentyfikowane geny sa bardzo blisko z sobg zwigzane i majg te
samg orientacje tak, ze moga stanowic cze$¢ operonu galaktozowego T. meritima.
Gen aglC a-galaktozydazy z Aspergillus niger zawiera ORF o 2374 parach zasad
i koduje biatko ztozone z 747 aminokwasow. Cze$¢ sekwencji tego genu wykazuje
wysoki stopien identycznos$ci z genem kodujgcym a-galaktozydaze z T. reesei i inny-
mi galaktozydazami, nalezagcymi do 36 rodziny hydrolaz O-glikozylowych (39).

4.4. B-Glukozydaza

B-Glukozydaza (glukohydrolaza B-D-glukozydéw EC 3.2.1.21) katalizuje hydroli-
ze koncowych, nieredukujacych reszt B-D-glukozy z réznych glikozydow.

B-Glukozydazy, ze wzgledu na ich specyficzno$¢ substratowg, podzielono na
trzy grupy: B-glukozydazy wykazujace wysoka specyficznos¢ wobec arylo-B-D-gluko-
zydow, enzymy preferencyjnie hydrolizujgce celobioze i celobiooligosacharydy (zwa-
ne tez celobiazami) oraz B-glukozydazy o szerokiej specyficznosci, rozkiadajace do
pewnego stopnia obydwa typy substratéw. Na przyklad B-glukozydaza z Saccharomyces
cerevisiae jest wysoce aktywna w stosunku do alkilowych i arylowych B-glukozydow,
podczas gdy enzym z Aspergillus oryzae jest najbardziej aktywny w stosunku do celo-
biozy (42). Wtasciwosci niektérych B-glukozydaz zebrano w tabeli 4.

Tabela 4
Charakterystyka wybranych 3-glukozydaz
Masa Optymalna
Pochodzenie enzymu | czasteczkowa | . Punkt’ Optymalne temperatura K Vs | iteratura

(KDa) izoelektryczny pH 0 (mM) | (U/mg)
Aspergillus aculeatus 93 4,7 5,0 65 0,23 - (43)
A. japonicus 121 4,7 5,0 60 0,20 - (43)
A. foetidus 120-142 4,3 4,8 65 0,41 - (43)
A. tubingensis 111 4,2 4,6 65 0,59 - (43)
Volvariella volvacea 158 5,6 7,0 55-60 0,09 (44)
Thermomyces lanuginosus 105 - 6,0 65 0,075 | 12,12 (45)
Pisolithus tinctorius 150 3,8 4,0 65 0,87 - (42)

Mechanizm reakgji katalizowanej przez B-glukozydaze oparto na katalizie kwa-
sowo-zasadowej, angazujgcej dwie grupy katalityczne. Jedna z nich jest catkowicie
zjonizowana grupa karboksylowa bedaca centrum nukleofilnym, ktore stabilizuje
dodatnio natadowany, oksokarboniowy jon posredni lub formuje kowalencyjny glu-
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kozylo-enzym jako produkt posredni. Grupa druga to uprotonowany, aminokwaso-
wy fancuch boczny o takich funkcjach katalitycznych jak protonowanie grupy od-
laczanej oraz deprotonowanie czasteczki wody.

Marri i wsp., (46) zbadali sekwencje nukleotydowg genu bglA odpowiedzialnego
za synteze B-glukozydazy u Erwinia herbicola. Stwierdzono, ze ORF wielkoS$ci 1442
par zasad koduje biatko ztozone z 480 reszt aminokwasowych o ciezarze czastecz-
kowym 54 kDa, a badana -glukozydaza nalezy do pierwszej rodziny hydrolaz gliko-
zylowych.

cDNA B-glukozydazy z nasturcji (Tropaeolum majus) posiada ORF w obszarze od
94 do 2055 nukleotydu i koduje 654 aminokwasowy polipeptyd o ciezarze czastecz-
kowym 72 kDa. Cztery prawdopodobne miejsca N-glikozylacji zawieraja sekwencje
Asn-X-Ser/Thr-X, gdzie X jest kazdym aminokwasem poza prolina. Region kodujacy
jest poprzedzony kodonem ,,stop” TAA, a sekwencje nukleotydowa i aminokwasowa
wykazuja najwieksze podobienstwo do rodziny 3 hydrolaz glikozylowych (47).

Z badan Fowler (48) wynika, ze produktem genu bgl1 u Trichoderma reesei jest
B-glukozydaza o masie 74 kDa. Pierwotna sekwencja aminokwasowa tego enzymu
posiada siedem miejsc potencjalnej N-glikozylacji. Region kodujacy bgl1 przerwany
jest dwoma intronami o 64 i 70 parach zasad, podobnie jak w innych genach grzybo-
wych odpowiedzialnych za synteze B-glukozydazy.

5. Regulacja biosyntezy enzyméw mannanolitycznych

Poza omoéwiong strukturg genéw kodujgcych poszczegdlne enzymy, rozwija sie
drugi kierunek badania nad indukcyjnym i supresyjnym wptywem réznych substan-
¢ji na synteze mannanaz.

Model regulacji syntezy mannanaz zostal zaproponowany przez Kremincky i Bie-
ly (49) dla szczepu Aureobasidium pullulans, produkujacego z duzg wydajnoscig enzy-
my kompleksu mannanolitycznego. Autorzy wykazali, ze do catkowitej degradagji
Bf-mannanéw konieczna jest obecno$¢ zewnatrzkomérkowej [-1,4-mannanazy,
wewnatrzkomoérkowej B-mannozydazy, zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowej B-gluko-
zydazy i a-galaktozydazy. Synteza dwu sposréd tych enzymoéw, czyli B-1,4-manna-
nazy i B-mannozydazy, jest indukowana w obecnosci B-mannanéw i 3-mannooligo-
sacharydow, a mannobioza jest najkrotszym fragmentem mannanu indukujacym wy-
twarzanie tych enzyméw. W przedstawionym na rysunku 2 kompleksie mannanoli-
tycznym, [3-1,4-mannobioza jest induktorem, a D-mannoza supresorem syntezy
mannanaz.

Ogolnie przyjety jest model, w ktérym niskoczgsteczkowe, rozpuszczalne kata-
bolity, uwolnione z wielkoczgsteczkowych substratéow (np. galaktoglukomannanu)
przez niewielkie ilo$ci hydrolaz, z fatwos$cig wnikaja do wnetrza komorki i poprzez
zasygnalizowanie obecnosci zewnatrzkomoérkowego substratu mogg stymulowac
synteze odpowiedniego enzymu.
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Rys. 2. Regulacja syntezy enzymoéw mannanolitycznych (49).

W przypadku endomannanazy ze Sclerotium rolfsii dobrym induktorem syntezy
tego enzymu jest mannobioza, laktoza, galaktozylo-B-1,4-mannoza oraz celobioza
i jej izomery (soforoza, laminarinobioza i gentobioza). Stwierdzono, ze po wyczer-
paniu glukozy z pozywki, obserwuje sie znacznie podniesiony poziom syntezy en-
domannanazy, co moze by¢ dowodem supresyjnego wplywu tego monosacharydu
na produkcje enzymu (14). Mimo ze synteza endomannanazy moze by¢ indukowana
przy niskich stezeniach glukozy, to nawet niewielkie ilosci tego cukru powoduja re-
presje syntezy innych enzyméw mannanolitycznych, takich jak mannozydazy, B-glu-
kozydazy i a-galaktozydazy.

Wytwarzanie o-galaktozydazy réwniez podlega indukgji. W przypadku tego enzymu
induktorami sa melibioza, a-D-galaktozydy oraz fenylo- i o-nitrofenylo-a-D-galaktozy-
dy (35). Wykazano, ze ekspresja a-galaktozydazy z Aspergillus niger w duzym stopniu
zalezy od genu odpowiedzialnego za jej synteze. Sposréd trzech genoéw kodujacych
ten enzym (aglA, aglB, aglC), tylko aglA ulegal ekspresji pod wptywem galaktozy lub za-
wierajgcych galaktoze oligo- i polisacharydow. Gen aglB ulegat ekspresji konstytutyw-
nej na wszystkich zrédtach wegla. W przypadku aglC ekspresje wykazano tylko na glu-
kozie, co jest raczej zaskakujgce dla genu kodujgcego a-galaktozydaze (26).

Dotychczas sgdzono, ze B-glukozydaza jest enzymem cze$ciowo konstytutyw-
nym, ktoérego synteza jest indukowana obecnoscig metylo-B-D-glukozydu, a ulega
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represji w obecnosci soforozy. Jednakze w najnowszych doniesieniach wskazuje sie,
ze produkgcja B-glukozydazy jest indukowana podczas wzrostu na celulozie, laktozie
i w obecnosci soforozy, a enzym nie jest wytwarzany w sposob konstytutywny. In-
dukgcja przez soforoze jest efektem transkrypcji genu bgli. Stwierdzono, Ze region
tego genu, nie ulegajacy translacji od konca 5’, zawiera motywy wigzace DNA indu-
kowane w obecnosci soforozy (50).

Zbadanie struktury genoéw kodujgcych poszczegélne enzymy mannanolityczne
oraz poznanie mechanizmoéw regulacji ich ekspresji otwiera wiele mozliwos$ci zasto-
sowania tych enzymoéw w biotechnologii. Jest to pierwszy krok w kierunku ekspresji
sklonowanych genéw w innych organizmach i uzyskania genetycznie ulepszonych
enzymow lub ich produkcji w wiekszej skali.

6. Synergizm i adsorpcja enzyméw mannanolitycznych

Efekty wspotdziatania pomiedzy enzymami mannanolitycznymi, prowadzace do
zwiekszenia skutecznosci ich dziatania, sg stosunkowo stabo poznane w poréwna-
niu do dobrze zbadanych interakcji tego typu wystepujgcych w obrebie enzyméw
kompleksu celulolitycznego i ksylanolitycznego. Do chwili obecnej udowodniono
jedynie synergistyczne dzialanie a-galaktozydazy i f-mannanazy w rozkladzie ga-
laktomannanéw. Wiadomo, ze rozgalezienia a-1,6-galaktozowe hamuja aktywnos¢
B-mannanazy przez utrudnienie wigzania sie enzymu do substratu. W zwigzku z tym
ich usuniecie przez o-galaktozydaze zwieksza w znacznym stopniu skutecznos¢ hy-
drolizy galaktomannanu przez B-mannanaze.

Do tej pory niewiele uwagi poswiecono zagadnieniu adsorpcji enzymoéw hemice-
lulolitycznych do wiékien drewna. Wiekszo$¢ prac dotyczyta gtownie adsorpcji celu-
laz do takich substratow jak mikrokrystaliczna celuloza czy tez oczyszczona celulo-
za drewna, podczas gdy mannanazy z Trichoderma reesei zawieraja w swojej struktu-
rze réwniez domene wiazacg celuloze CBD (51).

W ostatnich latach wykazano, ze wiele hydrolaz glikozydowych degradujacych
polimery weglowodanowe, zawiera oprocz domeny katalitycznej druga domene po-
zbawiong wlasciwosci katalitycznych, przy czym obie sa zwykle potaczone sekwen-
¢ja tacznikowa. Oddzielenie tych dwoch domen doprowadzito do stwierdzenia, ze
moga one funkcjonowac niezaleznie od siebie. Domeny tego rodzaju wystepuja
m.in. w mannanazie z T. reesei (22). Stwierdzono, ze funkcjag domen nie posia-
dajacych wtasciwosci katalitycznych jest wigzanie do polisacharydu. Adsorpcja enzy-
mu do substratu wzmaga jego aktywnosc¢ przez lokalne zwiekszenie stezenia enzy-
mu na powierzchni substratu lub przez rozrywanie wigzan niekowalencyjnych, co
ufatwia dostep czasteczkom enzymu do polimeru (52).

Przypuszcza sie, ze adsorpcja enzymow hemicelulolitycznych do hemiceluloz
i w efekcie hydroliza hemiceluloz pulpy drzewnej jest wypadkowa kilku parametrow
— sily jonowej, pH i temperatury (51). Z kolei sita jonowa papki wtoknistej ma duzy
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wplyw na fadunek pulpy drzewnej. Duze ilosci elektrolitu obecne w pulpie powo-
dujg kondensacje podwdjnej warstwy elektrostatycznej, ktéra otacza wtokno. Efek-
tem jest redukcja tadunku ujemnego na powierzchni wtékna, co utatwia adsorpcje
enzyméw na powierzchni substratéw. Na podstawie otrzymanych rezultatéw z prze-
prowadzonych badan przez Gerbera i wsp. (51) mozna stwierdzi¢, ze adsorpcja
mannanaz zawierajacych obok domeny katalitycznej rowniez domene wiazaca celu-
loze jest gléwnie wynikiem powinowactwa tej domeny do wtokna, a duza sita jono-
wa poteguje efekt wigzania enzymu.

Ogo6lna cechg enzymoéw katalizujacych hydrolize polisacharydéw roslinnych jest,
jak sie wydaje, obecnos¢ motywow wiazacych substrat. Odnosi sie to zaréwno do
enzymoéw pochodzenia bakteryjnego jak i grzybowego (22). Obecno$¢ w hemicelu-
lazach zaré6wno domen katalitycznych, jak i wigzacych celuloze, jest prawdopo-
dobnie efektem bliskiego sgsiedztwa celulozy i hemiceluloz w tkankach roslin-
nych. Domeny wiazgce substrat prawdopodobnie nie stuza jedynie adsorpcji enzy-
mu do substratu, ale mogg tez powodowac rozrywanie krystalicznej struktury sub-
stratow.

Obecnos$¢ domeny wiazacej celuloze jest gtownym czynnikiem wplywajgcym na
zdolno$¢ hemicelulaz do adsorpcji na powierzchni wiékna drzewnego. Stwierdzo-
no, ze adsorpcja f-mannanazy z T. reesei zawierajgcej domene wigzaca substrat wy-
nosita 90%, podczas gdy adsorpcja ksylanazy nie posiadajgcej takiej domeny byla
nizsza o 20%. Suszenie wlokien drewna drastycznie obniza wydajnos$¢ adsorpgji
mannanaz oraz innych hemicelulaz. Wilgotne wt6kna adsorbuja od dwo6ch do trzech
razy wiecej enzymu niz wiékna raz suszone (51).

7. Moiliwosci zastosowania enzyméw mannanolitycznych

Poznanie wtasciwos$ci enzyméw mannanolitycznych, ich izolacja i oczyszczenie,
majg duze znaczenie, ze wzgledu na mozliwos$¢ praktycznego ich wykorzystania
w réznych gateziach przemystu. Jednym z wazniejszych jest przemyst celulozo-
wo-papierniczy, gdzie hemicelulazy maja zastosowanie podczas produkcji wysokiej
jako$ci papieru (53).

Jakos¢ papieru zalezy przede wszystkim od czystosci mas celulozowych i ilosci
zawartych w nich zanieczyszczen ligninowo-hemicelulozowych, ktére sa odpowie-
dzialne za zo6tkniecie papieru. Mimo ze istnieje kilka chemicznych metod oczyszcza-
nia mas celulozowych z zanieczyszczen ligninowo-hemicelulozowych, to, jak sie wy-
daje, metody enzymatycznej degradacji hemiceluloz i ligniny moga znacznie polep-
szy¢ jako$¢ produkowanego papieru. Wytwarzanie pulpy drzewnej metodami biolo-
gicznymi stwarza alternatywe dla obecnie stosowanych technik, pociggajacych za
sobg degradacje Srodowiska i wysokie koszty. Poniewaz dotychczas nie sg znane
metody chemiczne pozwalajgce na selektywne usuwanie hemiceluloz z mas celulo-
zowych, tak by nie nastepowato rownoczesne naruszenie struktury celulozy, bada-
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nia nad wykorzystaniem do tego celu enzyméw hemicelulitycznych (m.in. manna-
naz) nabieraja szczego6lnego znaczenia.

Enzymy mannanolityczne mozna takze zastosowac¢ w przemysle spozywczym,
np. w produkgji kawy rozpuszczalnej i klarowaniu sokow owocowych. Gtéwnymi
sktadnikami frakcji polisacharydowej zielonych nasion kawy sg arabinogalaktan,
mannan i celuloza (54). Najwazniejszym polisacharydem tej frakcji jest nierozpusz-
czalny w wodzie, krystaliczny mannan, stanowigcy 20-30% suchej masy nasion
kawy Arabika i Robusta (55). Obecno$¢ mannanu powoduje wysoka lepkos¢ eks-
traktu kawy w procesie jego zageszczania przed suszeniem i liofilizacjg. Obnize-
nie lepko$ci ekstraktu przez rozktad zawartego w nim mannanu przy uzyciu man-
nanaz znacznie upraszcza produkcje kawy rozpuszczalnej dajgc w wyniku popra-
we wydajnos$ci zageszczania ekstraktu, a tym samym znaczna redukcje kosztow
suszenia (54). Z kolei lepkie roztwory wysokoczgsteczkowych mannanéw i galak-
tomannanow sa czesto wykorzystywane w przemysle spozywczym w charakterze
zagestnikow (56).

Wazne praktyczne wykorzystanie mannanazy polega na jej uzyciu w $rodkach
pioracych do enzymatycznego usuwania zanieczyszczen spozywczych zawiera-
jacych mannany, ktore w zywnos$ci wystepujg czesto jako stabilizatory lub zagestni-
ki (57).

o-Galaktozydaza jest kolejnym enzymem znajdujagcym liczne zastosowania
w przemysle. Podobnie jak inne enzymy mannanolityczne moze by¢ wykorzystywa-
na w przemysle papierniczym, gdzie zwieksza efektywnos$¢ procesu degradacji he-
miceluloz (7). Enzym ten moze by¢ réwniez stosowany do produkcji pasz sojowych
(58). Nasiona roslin stragczkowych zawierajg znaczne iloSci takich oligosacharydéw
jak melibioza, rafinoza, stachioza i werbaskoza, ktore ze wzgledu na obecnos$¢
wigzan a-1,6-glikozydowych, nie sg rozkladane w przewodzie pokarmowym zwie-
rzat i cztowieka. Wstepna hydroliza a-galaktozydéw nasion soi z udziatem a-galak-
tozydazy pozwolitaby na pelniejsze wykorzystanie tego sktadnika paszy oraz unik-
niecie dolegliwos$ci uktadu pokarmowego. Ponadto, enzym ten jest stosowany
w produkgji cukru buraczanego, gdzie stuzy do usuwania rafinozy — oligosachary-
du hamujgcego prawidtowa krystalizacje sacharozy.

Za interesujgce nalezy uznac zastosowanie -glukozydazy w przemysle winiar-
skim. Enzym ten poprzez hydrolize glikozydow monoterpenowych wystepujacych
w winie, powoduje wzmocnienie smaku i aromatu (59). Znaczenie ma takze uzycie
B-glukozydazy w procesie konwersji glikozydow fenolowych zawartych w wytto-
czynach zurawinowych (60). Powstajgce w wyniku tego procesu wolne fenole
i kwasy fenolowe moga by¢ efektywnie wykorzystane jako naturalne antyoksydan-
ty (61), ktérych pozytywny wplyw na zdrowie cztowieka zostal dobrze udokumen-
towany.
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8. Zakoficzenie

Z dokonanego przegladu pismiennictwa wynika, ze enzymatyczna hydroliza man-
nanoéw pochodzenia roslinnego oraz wykorzystanie zasoboéw cukrowych tkwigcych
w tych biopolimerach stanowi nadal aktualny i wazny problem biotechnologiczny.
Jego rozwigzanie moze przynie$s¢ duze korzys$ci ekonomiczne w przemysle celulo-
zowo-papierniczym, fermentacyjnym, paszowym i spozywczym. W ostatnich latach
dokonat sie duzy postep w oczyszczaniu mannanaz, poznaniu ich struktury moleku-
larnej oraz zbadaniu genéw odpowiedzialnych za ich synteze. Wiele uwagi poswie-
cono rowniez okresleniu zaréwno liczby, jak i wtasciwo$ci enzymoéw mannanolitycz-
nych oraz ich adsorpcji do wtékien drewna. Jednak dotychczas niewiele jest donie-
sien na temat oddziatywan synergistycznych pomiedzy poszczegélnymi enzymami
kompleksu mannanolitycznego. Badania te zmierzajg do lepszego zrozumienia me-
chanizméw regulacji syntezy mannanaz, poprawy ich stabilnosci oraz otrzymania
genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizmoéow, ktére beda szybciej i wydajniej
produkowaly te enzymy w skali technicznej.
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