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Enzymatic hydrolysis of plant mannans

S u m m a r y

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. Wstêp

Postêpuj¹ce wyczerpywanie siê nieodnawialnych zasobów

surowców paliwowych na œwiecie oraz koniecznoœæ wzmo¿enia

ochrony œrodowiska naturalnego, sk³aniaj¹ do upatrywania alter-

natywnych Ÿróde³ energii m.in. w biomasie roœlinnej. O rozmia-

rach tej rezerwy materii organicznej najlepiej œwiadczy fakt, ¿e
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rocznie powstaje ona na Ziemi w iloœci oko³o 200 miliardów ton, z czego ponad 90%

stanowi¹ ligninocelulozany. Cz³owiek zu¿ytkowuje, jak dot¹d, jedynie oko³o 2% bio-

masy roœlinnej (1). Perspektywy szerszego siêgniêcia do tych zasobów wêgla orga-

nicznego poprzez ich hydrolizê enzymatyczn¹ do ³atwo przyswajalnych przez orga-

nizmy cukrów prostych, jak siê wydaje, s¹ bardzo obiecuj¹ce. Mog³yby siê one staæ

dziêki temu przydatne zarówno w rolnictwie, powiêkszaj¹c zasoby paszowe, jak

równie¿ do produkcji bia³ka mikrobiologicznego lub niektórych produktów fermen-

tacji (1).

Kompleks ligninocelulozowy jest zbudowany z polisacharydów typu celulozy

(40-45%) i hemicelulozy (25-35%) oraz odpornej na procesy degradacji ligniny

(15-30%), bêd¹cej polimerem jednostek fenylopropanowych. Jedn¹ z szans wykorzy-

stania zasobów cukrów tkwi¹cych w zwi¹zkach ligninocelulozowych biomasy roœlin-

nej stanowi hydroliza zawartych w nich hemiceluloz typu mannanów przy udziale

mannanaz.

Bêd¹c istotnym sk³adnikiem drewna, szczególnie miêkkiego, a tak¿e roœlin jed-

norocznych i nasion wielu roœlin, mannany s¹ brane pod uwagê jako wa¿ny surowiec

do wykorzystania na drodze biokonwersji. Powstaj¹ce w wyniku mannanolizy pro-

dukty mog¹ stanowiæ punkt wyjœcia do produkcji pasz, paliw, ¿ywnoœci i chemika-

liów. Wa¿nym zagadnieniem jest tak¿e wykorzystanie mannanaz w przemyœle celu-

lozowo-papierniczym, spo¿ywczym, winiarskim i paszowym (2). Jednak¿e efektywna

eksploatacja mannanu jako taniego surowca w biotechnologii wymaga pe³nego zro-

zumienia mechanizmów enzymatycznych bior¹cych udzia³ w degradacji tego z³o-

¿onego heteropolimeru, jak równie¿ interakcji pomiêdzy poszczególnymi enzyma-

mi kompleksu mannanolitycznego.

W ostatnich latach wzrost zainteresowania rozk³adem mannanów znajduje odbi-

cie w obszernym piœmiennictwie dotycz¹cym tego tematu. Szeroko omawiane s¹ za-

równo mo¿liwoœci zastosowania enzymów rozk³adaj¹cych mannan, jak i w³aœciwoœ-

ci mannanaz pochodz¹cych z ró¿nych Ÿróde³.

2. Charakterystyka mannanów roœlinnych

Mannany wystêpuj¹ w drewnie miêkkim drzew iglastych, drewnie twardym

drzew liœciastych, trawach oraz nasionach wielu roœlin. Nale¿¹ do polisacharydów,

których ³añcuch g³ówny mo¿e byæ z³o¿ony z jednostek D-mannopiranozy i D-gluko-

piranozy po³¹czonych wi¹zaniami �-1,4-glikozydowymi. Taki typ heteropolimerów

okreœla siê mianem glukomannanów. Zwykle stosunek iloœciowy reszt mannozy do

glukozy wynosi 3 : 1, a rozmieszczenie podjednostek glukopiranozy jest przypadkowe

(3). Istniej¹ równie¿ mannany o stosunkowo prostej budowie, np. mannan z Phytelphus

macrocarpa, sk³adaj¹cy siê wy³¹cznie z reszt mannopiranozy i przypominaj¹cy bu-

dow¹ krystaliczn¹ strukturê celulozy (4). Tego rodzaju homopolimer wystêpuje te¿

w ziarnach kawy i nasionach niektórych gatunków Umbelliferae. Nasiona, których en-
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dosperma zawiera liniowy mannan s¹ twarde i odporne na uszkodzenia mecha-

niczne.

W strukturze mannanu czêsto do reszt mannozy ³añcucha g³ównego przy³¹czo-

ne s¹ wi¹zaniami �-1,6-glikozydowymi cz¹steczki D-galaktopiranozy. Zawartoœæ ga-

laktopiranozy ró¿ni siê w zale¿noœci od gatunku organizmu, z którego pochodzi

dana hemiceluloza. Je¿eli stosunek iloœci reszt galaktozy do glukozy i mannozy wy-

nosi 0,1: 1: 4, to tak¹ hemicelulozê okreœla siê jako glukomannan. Natomiast w przy-

padku, gdy udzia³ galaktozy jest znacznie wy¿szy, hemiceluloza nazywana jest ga-

laktoglukomannanem (5). Dodatkowo, niektóre grupy hydroksylowe przy drugim

i trzecim atomie wêgla reszt mannozy i w du¿o mniejszym stopniu glukozy, s¹ ace-

tylowane (4).

2.1. Mannany drewna twardego

Drewno twarde zawiera niewielkie iloœci glukomannanu (2-3%). Glukomannan

tego rodzaju drewna cechuje niezwykle prosta budowa. £añcuch g³ówny tej hemice-

lulozy sk³ada siê z jednostek glukopiranozy i mannopiranozy, po³¹czonych wi¹za-

niami �-1,4-glikozydowymi. Stosunek iloœci jednostek mannozy do glukozy wynosi

oko³o 1,5:2,1 dla wiêkszoœci zbadanych gatunków. Najwiêksze iloœci glukozy stwier-

dzono w glukomannanie drewna brzozowego, gdzie stosunek iloœci glukozy do

mannozy wynosi 1:1 (13,16). Z kolei najni¿sz¹ zawartoœæ glukozy ma glukomannan

z Acer saccharum (mannoza : glukoza = 2,3:1). Stopieñ polimeryzacji glukomannanu

drewna twardego wynosi oko³o 60-70.

2.2. Mannany drewna miêkkiego

Przedstawicielem tej grupy mannanów jest galaktoglukomannan, bêd¹cy naj-

powszechniej i najobficiej wystêpuj¹cym mannanem w przyrodzie. Drewno miêkkie

zawiera oko³o 20-25% tego polisacharydu. Szkielet galaktoglukomannanu stanowi li-

niowy ³añcuch zbudowany z reszt �-D-glukopiranozy i �-D-mannopiranozy, po³¹czo-

nych wi¹zaniami �-1,4-glikozydowymi. Istotn¹ cech¹ tej hemicelulozy jest to, ¿e

w ³añcuchu polisacharydowym jedna na trzy lub cztery reszty monocukru (mannozy

i glukozy) jest acetylowana w pozycji C-2 lub C-3 (5). Dodatkowo do ³añcucha gluko-

zo-mannozowego przy³¹czone s¹ wi¹zaniami �-1,6-glikozydowymi reszty �-D-ga-

laktopiranozy (7).

W zale¿noœci od zawartoœci galaktozy wyró¿nia siê przynajmniej dwa rodzaje

galaktoglukomannanów. Pierwszy charakteryzuje siê nisk¹ zawartoœci¹ galaktozy,

jest s³abo rozpuszczalny w wodzie i czêsto jest okreœlany mianem glukomannanu.

Zawiera on reszty mannozy, glukozy i galaktozy w proporcji 4:1:0,1. Jego procento-

wa zawartoœæ w drewnie wynosi od 10 do 15%. Drugi to rozpuszczalny w wodzie po-
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lisacharyd o wysokiej zawartoœci galaktozy, którego ³añcuch sk³ada siê z reszt man-

nozy, glukozy i galaktozy wystêpuj¹cych w stosunkach iloœciowych jak 3:1:1. Iloœæ

tego rodzaju galaktomannanu w drewnie wynosi od 5 do 8% (5).

We wtórnych œcianach komórkowych roœlin nagonasiennych wykryto dwa rodza-

je galaktoglukomannanu: pierwszy rozpuszczalny w wodzie, drugi rozpuszczalny

w alkaliach. Obydwa zbudowane s¹ z reszt mannozy i glukozy z przy³¹czon¹ w po-

zycji O-6 cz¹steczk¹ �-D-galaktopiranozy. Galaktoglukomannany wtórnych œcian ko-

mórkowych ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹ proporcjami molowymi reszt D-mannozy i D-glu-

kozy, zawartoœci¹ D-galaktozy w ³añcuchu bocznym oraz zawartoœci¹ i rozmieszcze-

niem grup acetylowych.

Proporcja reszt D-glukozy i D-mannozy u nagozal¹¿kowych wynosi 1:3 lub 1:4

(8). Galaktoglukomannany bogate w reszty D-galaktozy s¹ rozpuszczalne w wodzie,

podczas gdy polimery o zawartoœci jednostek D-galaktozy poni¿ej 4-5% s¹ mniej lub

nawet nierozpuszczalne w wodzie (9). Wed³ug niektórych badaczy wiêksza rozpusz-

czalnoœæ w wodzie jest wynikiem wiêkszego stopnia rozwidlenia cz¹steczki. Z kolei

Capek i wsp. (9) wykazali, ¿e rozpuszczalnoœæ tych hemiceluloz zale¿y od zawarto-

œci grup acetylowych w cz¹steczce. Oko³o 20-30% jednostek w ³añcuchu bocznym

galaktoglukomannanu drewna miêkkiego jest podstawionych przez grupy acetylo-

we. W galaktoglukomannanie drewna sosny reszty O-acetylowe przy³¹czone s¹ do

cz¹steczek mannozy w równym stopniu w pozycji C-2 i C-3.

2.3. Mannany innych roœlin

Poza wymienionymi mannany wystêpuj¹ równie¿ u roœlin innych gatunków, np.

Lactuca sativa (10) czy Cucurbita maxima (11). Obecnoœæ mannanów stwierdzono rów-

nie¿ w œcianach bielma nasion wielu roœlin. Na przyk³ad galaktomannan jest mate-

ria³em zapasowym œcian bielma nasion roœlin str¹czkowych takich jak chleb œwiêto-

jañski czy lucerna.

Galaktoglukomannan o strukturze podobnej do mannanu drewna miêkkiego wy-

stêpuje w ³odygach i liœciach koniczyny czerwonej (Trifolium pratense). Zawiera

on reszty galaktozy, glukozy i mannozy wystêpuj¹ce w stosunkach molowych

0,25:1,0:1,1.

Jednym z bardziej interesuj¹cych przyk³adów mannanów jest glukomannan po-

chodz¹cy z egzotycznej roœliny Amorphophallus konjac („konjak” mannan). Jest to

mannan, w którym sekwencjê trzech reszt mannozy przerywa jednostka glukozy.

„Konjak” mannan podobnie jak inne mannany po rozpuszczeniu w wodzie tworzy

lepki ¿el. Z tego powodu w³¹czenie go do diety powoduje redukcjê apetytu, wch³a-

niania glukozy oraz odk³adania siê cholesterolu, co z kolei powoduje spadek wagi.

Reszty mannozy i glukozy wystêpuj¹ tu w stosunku molowym 1,6:1 przy stopniu

acetylacji 0,07 na resztê cukru (12).
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3. Enzymatyczny rozk³ad mannanów

Ze wzglêdu na zró¿nicowan¹ budowê strukturaln¹ mannanów rozk³ad tych bio-

polimerów do cukrów prostych wymaga wspó³dzia³ania ró¿nych enzymów. Kom-

pleks depolimeryzacyjny obejmuje endo-1,4-�-mannanazê, �-mannozydazê, �-ga-

laktozydazê i �-glukozydazê, przy czym dwa pierwsze enzymy stanowi¹ najwa¿niej-

sze sk³adniki tego kompleksu (5).

�-Mannanazy katalizuj¹ hydrolizê wi¹zania �-1,4-glikozydowego pomiêdzy resz-

tami �-D-mannozy z nieredukuj¹cego koñca takich substratów jak mannany, gluko-

mannany, galaktomannany i galaktoglukomannany. Efektem dzia³ania endomanna-

nazy na ³añcuch g³ówny jest powstanie krótkich, podstawionych lub niepodstawio-

nych oligomerów, mannobiozy i mannozy. Dalsz¹ hydrolizê rozpuszczalnych w wo-

dzie oligomerów i dimerów do mannozy przeprowadza �-mannozydaza. Wspólnie

z endomannanazami i mannozydazami dzia³aj¹ �-glukozydaza i �-galaktozydaza,

które uwalniaj¹ z g³ównego ³añcucha mannanu podstawniki glukozowe i galaktozo-

we. Rozk³ad galaktoglukomannanu z udzia³em poszczególnych enzymów komplek-

su mannanolitycznego przedstawiono na rysunku 1.

Rys. 1. Enzymatyczny rozk³ad galaktoglukomannanu (6).

4. Enzymy kompleksu mannanolitycznego

Enzymy mannanolityczne s¹ szeroko rozpowszechnione wœród organizmów ¿y-

wych. Ich obecnoœæ stwierdzono w wielu gatunkach bakterii i grzybów, ale s¹ one

równie¿ w dro¿d¿ach, niektórych gatunkach glonów morskich, nasionach roœlin

str¹czkowych, a nawet niektórych bezkrêgowcach (4).

Wszystkie mannanazy s¹ hydrolazami O-glikozylowymi (EC 3.2.1.-). Kilkanaœcie

lat temu zaproponowano klasyfikacjê tego typu hydrolaz w rodziny oparte na podo-
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bieñstwie sekwencji aminokwasowych. Z uwagi na bezpoœredni zwi¹zek podobieñ-

stw sekwencji i fa³dowania bia³ek, tego rodzaju klasyfikacja znacznie lepiej odzwier-

ciedla cechy strukturalne wymienionych enzymów, ni¿ jedynie ich specyficznoœæ

substratow¹. Mo¿e byæ pomocna w wyjaœnieniu powi¹zañ ewolucyjnych pomiêdzy

poszczególnymi enzymami i w badaniu mechanizmów reakcji (13).

W przypadku, gdy sekwencja bia³ka zwi¹zana jest z wiêcej ni¿ jedn¹ rodzin¹,

gdy czu³oœæ metod porównywania sekwencji bia³kowych wzrasta lub gdy determina-

cja struktury wskazuje na podobieñstwo pomiêdzy cz³onkami ró¿nych rodzin nie-

które rodziny mog¹ byæ zgrupowane w klany. Wed³ug tej klasyfikacji endo-�-manna-

naza zosta³a zaliczona do rodziny 5 i 26. W obydwu przypadkach stereochemiczny

przebieg reakcji zachodzi z retencj¹ konfiguracji anomerycznej. Katalitycznym do-

norem protonów, podobnie jak i nukleofilem katalitycznym w reakcji, jest reszta

kwasu glutaminowego. Z kolei �-mannozydaza zosta³a umieszczona w rodzinie 1, 2

i 5. Reakcja katalizowana przez ten enzym przebiega z retencj¹ konfiguracji anome-

rycznej i podobnie jak w przypadku endomannanazy donorem protonów i nukleofi-

lem s¹ reszty kwasu glutaminowego. Bakteryjne �-galaktozydazy nale¿¹ do rodziny

4, natomiast pozosta³e do 27, 36 i 57. Brakuje jednoznacznych informacji co do

przebiegu reakcji i reszt aktywnych w centrum katalitycznym �-galaktozydaz po-

chodz¹cych z rodzin 4, 27, 36, natomiast �-galaktozydaza zakwalifikowana do ro-

dziny 57 charakteryzuje siê retencyjnym mechanizmem reakcji, gdzie nukleofilem

katalitycznym jest reszta kwasu glutaminowego.

�-Glukozydazy sklasyfikowano w rodzinach 1, 3 i 9. Reakcja katalizowana przez

ten enzym przebiega z retencj¹ konfiguracji anomerycznej, przy czym w przypadku

rodziny 1 kwas glutaminowy jest zarówno nukleofilem jak i donorem protonów, zaœ

w rodzinach 3 i 9 jako nukleofil s³u¿y reszta asparaginianu. Hydroliza enzymatyczna

wi¹zania glikozydowego odbywa siê wed³ug mechanizmu katalizy kwasowej, a jej

przebieg uzale¿niony jest od obecnoœci dwóch podstawowych reszt w postaci dono-

ra protonów i nukleofila – zasady (13).

4.1. Endomannanaza

Endomannanaza (�-1,4-mannan 4-mannanohydrolaza; EC 3.2.1.78) jest stosunko-

wo dobrze zbadanym enzymem. Wœród organizmów aktywnie produkuj¹cych endo-

mannanazê s¹ grzyby, bakterie, glony, dro¿d¿e, roœliny wy¿sze, np. kawa, migda³y,

morele, chlebowiec i zwierzêta takie jak ssaki, œlimaki czy ostrygi (14).

W procesie degradacji z³o¿onych struktur mannanów endomannanaza katalizuje

hydrolizê wi¹zania �-1,4-glikozydowego w ³añcuchu g³ównym do mannooligome-

rów, mannobiozy i mannozy. Stopieñ hydrolizy galaktomannanów jest tym wiêkszy,

im mniejsza jest zawartoœæ reszt galaktozy, co sugeruje, ¿e obecnoœæ tych reszt

wp³ywa hamuj¹co na enzymatyczny rozk³ad mannanów. Zdolnoœæ mannanazy do

rozk³adu poszczególnych substratów zale¿y g³ównie od stopnia ich polimeryzacji
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i podstawienia. Reakcja katalizowana przez mannanazê jest reakcj¹ typu substytucji

nukleofilowej przy wêglu nasyconym w centrum anomerycznym i mo¿e przebiegaæ

z inwersj¹ b¹dŸ retencj¹ konfiguracji (15).

Obecnie przyjêto retencyjny mechanizm reakcji katalizowanej przez endoman-

nanazê z Thermomonospora fusca, w którym tlen glikozylowy jest protonowany przez

Glu 128 (donor protonów), a anomeryczny atom wêgla jest atakowany przez Glu

225 (nukleofil). Powsta³y kompleks poœredni, mannozylo-mannanazowy, jest nastêp-

nie hydrozylowany przez cz¹steczkê wody, a uzyskany produkt ma tê sam¹ konfigu-

racjê anomeryczn¹ co substrat (13).

Enzymy charakteryzuj¹ce siê retencyjnym mechanizmem katalizy posiadaj¹

oprócz aktywnoœci hydrolitycznej równie¿ aktywnoœæ transferazow¹. W takim przy-

padku mamy do czynienia z reakcj¹ transglikozylacji, w której reszty glikozylowe

przenoszone s¹ na wyd³u¿any ³añcuch cukrowy. Stwierdzono równie¿, ¿e niektóre

�-mannanazy katalizuj¹ transglikozylacjê mannooligosacharydów (16).

�-Mannanaza jest enzymem stosunkowo najlepiej poznanym z grupy enzymów

mannanolitycznych. W³aœciwoœci fizykochemiczne endomannanazy oczyszczonej

z ró¿nych organizmów przedstawiono w tabeli 1.

T a b e l a 1

Charakterystyka wybranych endo-�-1,4-mannanaz

Pochodzenie enzymu

Masa

cz¹steczkowa

(kDa)

Punkt

izoelektryczny

Optymalne

pH

Optymalna

temperatura

(°C)

Km

(mg/ml)

Vmax

(U/mg)
Literatura

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 4,5 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 genów koduj¹cych mannanazy jest tak¿e bardzo intensywnie badana.

Stålbrånd i wsp. (22) wykazali, ¿e gen koduj¹cy �-mannanazê (man1) u Trichoderma

reesei zawiera otwart¹ ramkê odczytu (ORF) z³o¿on¹ z 1440 par zasad i rozpoczy-

naj¹c¹ siê od pierwszego kodonu startowego na cDNA. Sekwencjê kodujac¹ przery-

waj¹ dwa introny. Przypuszczalne miejsce od³¹czenia peptydu sygnalnego jest usy-

tuowane w odleg³oœci 19 aminokwasów od kodonu inicjacyjnego. Produktem genu

man1 jest bia³ko o d³ugoœci 410 aminokwasów i ciê¿arze cz¹steczkowym 44 kDa.

Stwierdzono równie¿, ¿e gen man1 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

z³o¿on¹ z 1767 nukleotydów koduj¹cych polipeptyd zbudowany z 598 aminokwa-

sów o przewidywalnym ciê¿arze cz¹steczkowym oko³o 67 kDa. Wiêkszoœæ otwar-

tych ramek odczytu z Clostridium koñczy siê kodonem TAA, niemniej jednak w przy-

padku ORF dla genu manA koñczy siê ona kodonem stop TAG. Region flankuj¹cy od

koñca 3’ nie zawiera ¿adnych sekwencji palindromowych (23).

Z kolei Sunna i wsp. (24) zbadali strukturê genu manA koduj¹cego wielodome-

now¹ �-mannanazê z Caldibacillus cellulovarens. Gen ten jest czêœci¹ sekwencji

o wielkoœci 5567 par zasad. W jej obrêbie stwierdzono obecnoœæ trzech otwartych

ramek odczytu. Pierwsza koduje domenê wi¹¿¹c¹ celulozê, trzecia bia³ko o niezna-

nej funkcji, natomiast endomannanaza jest kodowana przez gen manA, czyli ORF2.

Gen manA ma wielkoœæ 2792 nukleotydów. Kodon startowy ATG jest poprzedzony

sekwencj¹ wi¹¿¹c¹ rybosom GAGGA. Za kodonem terminalnym TAA znajduje siê re-

gion z³o¿ony z 481 par zasad, zawieraj¹cy sekwencjê palindromow¹ (19 par zasad),

która mo¿e pe³niæ rolê sygna³u do terminacji transkrypcji.

Enzym bêd¹cy produktem genu manA ma strukturê wielodomenow¹: N-terminal-

na domena o nieznanej funkcji, wewnêtrzna domena wi¹¿¹ca celulozê, domena ka-

talityczna �-mannanazy oraz domena C-terminalna. Wykazuje optimum dzia³ania

w temperaturze 85°C i pH 6,0 oraz wysok¹ specyficznoœæ do galaktomannanu

i znacznie s³absz¹ do bardziej podstawionych galakto- i glukomannanów.

4.2. �-Mannozydaza

�-1,4-Mannozydaza (mannohydrolaza �-D-mannozydów; EC 3.2.1.25) jest enzy-

mem niezbêdnym do dalszej hydrolizy oligomerów powsta³ych w wyniku dzia³ania

endomannanazy. �-Mannozydaza usuwa mannozê z nieredukuj¹cego koñca manno-

oligosacharydów. Stwierdzono, ¿e obecnoœæ reszt mannozy podstawionych galak-

toz¹ w s¹siedztwie koñcowej reszty mannozy obni¿a aktywnoœæ �-mannozydazy od

18 do 43% w porównaniu do nie podstawionych substratów, a stopieñ obni¿enia ak-

tywnoœci zale¿y od wielkoœci oligosacharydów (25). Mannozydaza, podobnie jak

mannanaza, posiada aktywnoœæ transglikozylacyjn¹ i charakteryzuje siê retencyjnym

mechanizmem katalizy (26).

�-Mannozydaza wystêpuje m.in. u grzybów strzêpkowych (Aspergillus awamori,

A. niger) oraz bakterii, np. Bacillus sp. (27). Wiadomo te¿, ¿e wewn¹trzkomórkowa

mannozydaza ssaków katalizuje hydrolizê mannozowych sk³adników glikoprotein

(28). Niektóre w³aœciwoœci fizykochemiczne oczyszczonych mannozydaz zebrano

w tabeli 2.

Geny koduj¹ce �-mannozydazê wyizolowano z komórek ssaków (29) oraz ró¿-

nych mikroorganizmów, np. Pyrococcus furiosus (30), Cellulomonas fimi (4) i Aspergillus

awamori (33).
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T a b e l a 2

Charakterystyka wybranych mannozydaz

Pochodzenie enzymu
Masa cz¹steczkowa

(kDa)

Punkt

izoelektryczny

Optymalne

pH

Optymalna

temperatura

(°C)

Km

(mM)
Literatura

Trichoderma reesei 105 4,8 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 koduj¹cy mannozydazê z Cellulomonas fimi (4). Zawiera on

ORF koduj¹c¹ bia³ko o masie 95 kDa. Z kolei gen mndA koduj¹cy mannozydazê

u Aspergillus niger zawiera: ORF z³o¿on¹ z 2966 par zasad, koduj¹c¹ bia³ko zbudowa-

ne z 931 aminokwasów oraz dwa introny w pozycjach 189-304 i 386-439. W wyniku

analizy bia³ka bêd¹cego produktem tego genu wykazano obecnoœæ eukariotycznej

sekwencji sygnalnej, z³o¿onej z 21 aminokwasów oraz 13 miejsc przypuszczalnej

N-glikozylacji. Stwierdzono równie¿ obecnoœæ piêciu prawdopodobnych miejsc

wi¹zania bia³ka regulatorowego CreA, bior¹cego udzia³ 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 du¿e podobieñstwo

genu mndA do innych mannozydaz z rodziny 2 hydrolaz glikozylowych. Najwy¿szy

stopieñ podobieñstwa (62% identycznoœci) stwierdzono z mannozydaz¹ z A. aculeatus.

�-Mannozydazy z Homo sapiens, Bos taurus i Capra hircus wykazuj¹ oko³o 28% iden-

tycznoœci z genem mndA A. niger. Najwy¿sze podobieñstwo stwierdzono w regionie

z³o¿onym ze 125 aminokwasów rozpoczynaj¹cym siê w pozycji 359 w mndA (34).

4.3. �-Galaktozydaza

�-Galaktozydaza (galaktohydrolaza �-D-galaktozydów; EC 3.2.1.22) katalizuje

reakcjê hydrolizy koñcowych reszt �-D-galaktopiranozy w �-D-galaktozydach. Od-

dzia³uje ona na oligosacharydy zawieraj¹ce galaktozê (np. melibiozê, rafinozê czy

stachylozê), galaktolipidy i galaktoglukomannany.

W procesie rozk³adu O-acetylogalaktoglukomannanu, jednego z g³ównych sk³ad-

ników drewna miêkkiego, �-galaktozydaza katalizuje uwalnianie reszt galaktozy

przy³¹czonych wi¹zaniami �-1,6-glikozydowymi do jednostek mannozy. Umo¿liwia

to pe³n¹ degradacjê ³añcucha g³ównego tej hemicelulozy przez mannanazy i manno-

zydazy (4).

Dey sugeruje dwa mo¿liwe mechanizmy reakcji katalizowanej przez �-galakto-

zydazê wyizolowan¹ ze s³odkich migda³ów. W mechanizmie dwuetapowym g³ówn¹
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rolê w centrum aktywnym enzymu pe³ni grupa karboksylowa (COO-) i uprotonowana

grupa imidazolowa. Reakcja przebiega za poœrednictwem cz¹steczki akceptora

(R’OH), którym mo¿e byæ woda. Elektrofilowy atak grupy imidazolowej jest, jak siê

wydaje, wystarczaj¹cy, aby rozerwaæ wi¹zanie O-glikozydowe z utworzeniem jonu

karboniowego przy C-1 reszty galaktozy. W pe³nym dwuetapowym mechanizmie re-

akcji prawdopodobnie zachodz¹ dwie inwersje Waldena, czego rezultatem jest re-

tencja konfiguracji anomerycznej produktu. Niemniej jednak tworzenie siê produk-

tu poœredniego w postaci jonu karboniowego niekoniecznie prowadzi do racemizacji.

Sugeruje siê te¿ mo¿liwoœæ jednoetapowego mechanizmu reakcji. W takim przy-

padku nastêpowa³oby tworzenie siê kompleksu potrójnego, z³o¿onego z enzymu,

substratu i akceptora. Podobnie jak w przypadku mechanizmu dwuetapowego gru-

py imidazolowa i karboksylowa pe³ni¹ tu zasadnicz¹ rolê. Atak na anomeryczny

atom wêgla cz¹steczki galaktozy prowadzi do powstania produktu z retencj¹ konfi-

guracji (35).

�-Galaktozydaza jest syntetyzowana przez ró¿ne organizmy. Jej obecnoœæ wyka-

zano w nasionach wielu roœlin np. Coffea sp., Pisum sativum, Plantago ovata, Vicia faba

czy Canavalia ensiformis, gdzie odgrywa istotn¹ rolê w procesie kie³kowania (35).

Wyizolowano j¹ tak¿e z bakterii np. Cellulomonas fimi i Thermatoga neapolitana (36,4),

dro¿d¿y np. Mortierella vinacea, grzybów np. Trichoderma reesei, Phanerochaete

chrysosporium i Aspergillus sp. (7) oraz zwierz¹t np. szczurów, œwiñ, a tak¿e cz³owie-

ka (37). W³aœciwoœci wybranych �-galaktozydaz przedstawiono w tabeli 3.

T a b e l a 3

Charakterystyka w³aœciwoœci wybranych �-galaktozydaz

Pochodzenie enzymu

Masa

cz¹steczkowa

(kDa)

Punkt

izoelektryczny

Optymalne

pH

Optymalna

temperatura

(°C)

Km

(mM)
Vmax Literatura

Aspergillus ficuum 70,8 – 6,0 60 1,462 – (38)

A. niger 94 4,15 4,5 60 1,4 18000

(nkat/mg)

(39)

Thermomyces lanuginosus 57 5,2 4,5-5,0 65-70 – – (40)

Penicillium ochrochloron 60,2 – 4,5 55 – – (41)

Liebl i wsp. (41) badali gen galA odpowiedzialny za syntezê �-galaktozydazy

u Thermotoga meritima. Koduje on bia³ko z³o¿one z 552 reszt aminokwasowych

o ciê¿arze cz¹steczkowym 64 kDa. Stwierdzono, ¿e gen ten jest oflankowany inny-

mi genami, które s¹ prawdopodobnie zaanga¿owane w utylizacjê galaktozy. Tu¿

przed genem galA zlokalizowany jest gen lacZ, koduj¹cy �-galaktozydazê. Z kolei za

genem galA znajduj¹ siê dwie otwarte ramki odczytu, które przypuszczalnie koduj¹
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enzymy katabolizmu galaktozy takie jak urydylotransferaza galaktozo-1-fosforanu

i galaktokinaza. Zidentyfikowane geny s¹ bardzo blisko z sob¹ zwi¹zane i maj¹ tê

sam¹ orientacjê tak, ¿e mog¹ stanowiæ czêœæ operonu galaktozowego T. meritima.

Gen aglC �-galaktozydazy z Aspergillus niger zawiera ORF o 2374 parach zasad

i koduje bia³ko z³o¿one z 747 aminokwasów. Czêœæ sekwencji tego genu wykazuje

wysoki stopieñ identycznoœci z genem koduj¹cym �-galaktozydazê z T. reesei i inny-

mi galaktozydazami, nale¿¹cymi do 36 rodziny hydrolaz O-glikozylowych (39).

4.4. �-Glukozydaza

�-Glukozydaza (glukohydrolaza �-D-glukozydów EC 3.2.1.21) katalizuje hydroli-

zê koñcowych, nieredukuj¹cych reszt �-D-glukozy z ró¿nych glikozydów.

�-Glukozydazy, ze wzglêdu na ich specyficznoœæ substratow¹, podzielono na

trzy grupy: �-glukozydazy wykazuj¹ce wysok¹ specyficznoœæ wobec arylo-�-D-gluko-

zydów, enzymy preferencyjnie hydrolizuj¹ce celobiozê i celobiooligosacharydy (zwa-

ne te¿ celobiazami) oraz �-glukozydazy o szerokiej specyficznoœci, rozk³adaj¹ce do

pewnego stopnia obydwa typy substratów. Na przyk³ad �-glukozydaza z Saccharomyces

cerevisiae jest wysoce aktywna w stosunku do alkilowych i arylowych �-glukozydów,

podczas gdy enzym z Aspergillus oryzae jest najbardziej aktywny w stosunku do celo-

biozy (42). W³aœciwoœci niektórych �-glukozydaz zebrano w tabeli 4.

T a b e l a 4

Charakterystyka wybranych �-glukozydaz

Pochodzenie enzymu

Masa

cz¹steczkowa

(kDa)

Punkt

izoelektryczny

Optymalne

pH

Optymalna

temperatura

(°C)

Km

(mM)

Vmax

(U/mg)
Literatura

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 reakcji katalizowanej przez �-glukozydazê oparto na katalizie kwa-

sowo-zasadowej, anga¿uj¹cej dwie grupy katalityczne. Jedn¹ z nich jest ca³kowicie

zjonizowana grupa karboksylowa bêd¹ca centrum nukleofilnym, które stabilizuje

dodatnio na³adowany, oksokarboniowy jon poœredni lub formuje kowalencyjny glu-

Enzymatyczna hydroliza mannanów roœlinnych

BIOTECHNOLOGIA 1 (68) 61-78 2005 71



kozylo-enzym jako produkt poœredni. Grupa druga to uprotonowany, aminokwaso-

wy ³añcuch boczny o takich funkcjach katalitycznych jak protonowanie grupy od-

³¹czanej oraz deprotonowanie cz¹steczki wody.

Marri i wsp., (46) zbadali sekwencjê nukleotydow¹ genu bglA odpowiedzialnego

za syntezê �-glukozydazy u Erwinia herbicola. Stwierdzono, ¿e ORF wielkoœci 1442

par zasad koduje bia³ko z³o¿one z 480 reszt aminokwasowych o ciê¿arze cz¹stecz-

kowym 54 kDa, a badana �-glukozydaza nale¿y do pierwszej rodziny hydrolaz gliko-

zylowych.

cDNA �-glukozydazy z nasturcji (Tropaeolum majus) posiada ORF w obszarze od

94 do 2055 nukleotydu i koduje 654 aminokwasowy polipeptyd o ciê¿arze cz¹stecz-

kowym 72 kDa. Cztery prawdopodobne miejsca N-glikozylacji zawieraj¹ sekwencjê

Asn-X-Ser/Thr-X, gdzie X jest ka¿dym aminokwasem poza prolin¹. Region koduj¹cy

jest poprzedzony kodonem „stop” TAA, a sekwencje nukleotydowa i aminokwasowa

wykazuj¹ najwiêksze podobieñstwo do rodziny 3 hydrolaz glikozylowych (47).

Z badañ Fowler (48) wynika, ¿e produktem genu bgl1 u Trichoderma reesei jest

�-glukozydaza o masie 74 kDa. Pierwotna sekwencja aminokwasowa tego enzymu

posiada siedem miejsc potencjalnej N-glikozylacji. Region koduj¹cy bgl1 przerwany

jest dwoma intronami o 64 i 70 parach zasad, podobnie jak w innych genach grzybo-

wych odpowiedzialnych za syntezê �-glukozydazy.

5. Regulacja biosyntezy enzymów mannanolitycznych

Poza omówion¹ struktur¹ genów koduj¹cych poszczególne enzymy, rozwija siê

drugi kierunek badania nad indukcyjnym i supresyjnym wp³ywem ró¿nych substan-

cji na syntezê mannanaz.

Model regulacji syntezy mannanaz zosta³ zaproponowany przez Kremincky i Bie-

ly (49) dla szczepu Aureobasidium pullulans, produkuj¹cego z du¿¹ wydajnoœci¹ enzy-

my kompleksu mannanolitycznego. Autorzy wykazali, ¿e do ca³kowitej degradacji

�-mannanów konieczna jest obecnoœæ zewn¹trzkomórkowej �-1,4-mannanazy,

wewn¹trzkomórkowej �-mannozydazy, zewn¹trz- i wewn¹trzkomórkowej �-gluko-

zydazy i �-galaktozydazy. Synteza dwu spoœród tych enzymów, czyli �-1,4-manna-

nazy i �-mannozydazy, jest indukowana w obecnoœci �-mannanów i �-mannooligo-

sacharydów, a mannobioza jest najkrótszym fragmentem mannanu indukuj¹cym wy-

twarzanie tych enzymów. W przedstawionym na rysunku 2 kompleksie mannanoli-

tycznym, �-1,4-mannobioza jest induktorem, a D-mannoza supresorem syntezy

mannanaz.

Ogólnie przyjêty jest model, w którym niskocz¹steczkowe, rozpuszczalne kata-

bolity, uwolnione z wielkocz¹steczkowych substratów (np. galaktoglukomannanu)

przez niewielkie iloœci hydrolaz, z ³atwoœci¹ wnikaj¹ do wnêtrza komórki i poprzez

zasygnalizowanie obecnoœci zewn¹trzkomórkowego substratu mog¹ stymulowaæ

syntezê odpowiedniego enzymu.
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Rys. 2. Regulacja syntezy enzymów mannanolitycznych (49).

W przypadku endomannanazy ze Sclerotium rolfsii dobrym induktorem syntezy

tego enzymu jest mannobioza, laktoza, galaktozylo-�-1,4-mannoza oraz celobioza

i jej izomery (soforoza, laminarinobioza i gentobioza). Stwierdzono, ¿e po wyczer-

paniu glukozy z po¿ywki, obserwuje siê znacznie podniesiony poziom syntezy en-

domannanazy, co mo¿e byæ dowodem supresyjnego wp³ywu tego monosacharydu

na produkcjê enzymu (14). Mimo ¿e synteza endomannanazy mo¿e byæ indukowana

przy niskich stê¿eniach glukozy, to nawet niewielkie iloœci tego cukru powoduj¹ re-

presjê syntezy innych enzymów mannanolitycznych, takich jak mannozydazy, �-glu-

kozydazy i �-galaktozydazy.

Wytwarzanie �-galaktozydazy równie¿ podlega indukcji. W przypadku tego enzymu

induktorami s¹ melibioza, �-D-galaktozydy oraz fenylo- i o-nitrofenylo-�-D-galaktozy-

dy (35). Wykazano, ¿e ekspresja �-galaktozydazy z Aspergillus niger w du¿ym stopniu

zale¿y od genu odpowiedzialnego za jej syntezê. Spoœród trzech genów koduj¹cych

ten enzym (aglA, aglB, aglC), tylko aglA ulega³ ekspresji pod wp³ywem galaktozy lub za-

wieraj¹cych galaktozê oligo- i polisacharydów. Gen aglB ulega³ ekspresji konstytutyw-

nej na wszystkich Ÿród³ach wêgla. W przypadku aglC ekspresjê wykazano tylko na glu-

kozie, co jest raczej zaskakuj¹ce dla genu koduj¹cego �-galaktozydazê (26).

Dotychczas s¹dzono, ¿e �-glukozydaza jest enzymem czêœciowo konstytutyw-

nym, którego synteza jest indukowana obecnoœci¹ metylo-�-D-glukozydu, a ulega
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represji w obecnoœci soforozy. Jednak¿e w najnowszych doniesieniach wskazuje siê,

¿e produkcja �-glukozydazy jest indukowana podczas wzrostu na celulozie, laktozie

i w obecnoœci soforozy, a enzym nie jest wytwarzany w sposób konstytutywny. In-

dukcja przez soforozê jest efektem transkrypcji genu bgl1. Stwierdzono, ¿e region

tego genu, nie ulegaj¹cy translacji od koñca 5’, zawiera motywy wi¹¿¹ce DNA indu-

kowane w obecnoœci soforozy (50).

Zbadanie struktury genów koduj¹cych poszczególne enzymy mannanolityczne

oraz poznanie mechanizmów regulacji ich ekspresji otwiera wiele mo¿liwoœci zasto-

sowania tych enzymów w biotechnologii. Jest to pierwszy krok w kierunku ekspresji

sklonowanych genów w innych organizmach i uzyskania genetycznie ulepszonych

enzymów lub ich produkcji w wiêkszej skali.

6. Synergizm i adsorpcja enzymów mannanolitycznych

Efekty wspó³dzia³ania pomiêdzy enzymami mannanolitycznymi, prowadz¹ce do

zwiêkszenia skutecznoœci ich dzia³ania, s¹ stosunkowo s³abo poznane w porówna-

niu do dobrze zbadanych interakcji tego typu wystêpuj¹cych w obrêbie enzymów

kompleksu celulolitycznego i ksylanolitycznego. Do chwili obecnej udowodniono

jedynie synergistyczne dzia³anie �-galaktozydazy i �-mannanazy w rozk³adzie ga-

laktomannanów. Wiadomo, ¿e rozga³êzienia �-1,6-galaktozowe hamuj¹ aktywnoœæ

�-mannanazy przez utrudnienie wi¹zania siê enzymu do substratu. W zwi¹zku z tym

ich usuniêcie przez �-galaktozydazê zwiêksza w znacznym stopniu skutecznoœæ hy-

drolizy galaktomannanu przez �-mannanazê.

Do tej pory niewiele uwagi poœwiêcono zagadnieniu adsorpcji enzymów hemice-

lulolitycznych do w³ókien drewna. Wiêkszoœæ prac dotyczy³a g³ównie adsorpcji celu-

laz do takich substratów jak mikrokrystaliczna celuloza czy te¿ oczyszczona celulo-

za drewna, podczas gdy mannanazy z Trichoderma reesei zawieraj¹ w swojej struktu-

rze równie¿ domenê wi¹¿¹c¹ celulozê CBD (51).

W ostatnich latach wykazano, ¿e wiele hydrolaz glikozydowych degraduj¹cych

polimery wêglowodanowe, zawiera oprócz domeny katalitycznej drug¹ domenê po-

zbawion¹ w³aœciwoœci katalitycznych, przy czym obie s¹ zwykle po³¹czone sekwen-

cj¹ ³¹cznikow¹. Oddzielenie tych dwóch domen doprowadzi³o do stwierdzenia, ¿e

mog¹ one funkcjonowaæ niezale¿nie od siebie. Domeny tego rodzaju wystêpuj¹

m.in. w mannanazie z T. reesei (22). Stwierdzono, ¿e funkcj¹ domen nie posia-

daj¹cych w³aœciwoœci katalitycznych jest wi¹zanie do polisacharydu. Adsorpcja enzy-

mu do substratu wzmaga jego aktywnoœæ przez lokalne zwiêkszenie stê¿enia enzy-

mu na powierzchni substratu lub przez rozrywanie wi¹zañ niekowalencyjnych, co

u³atwia dostêp cz¹steczkom enzymu do polimeru (52).

Przypuszcza siê, ¿e adsorpcja enzymów hemicelulolitycznych do hemiceluloz

i w efekcie hydroliza hemiceluloz pulpy drzewnej jest wypadkow¹ kilku parametrów

– si³y jonowej, pH i temperatury (51). Z kolei si³a jonowa papki w³óknistej ma du¿y
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wp³yw na ³adunek pulpy drzewnej. Du¿e iloœci elektrolitu obecne w pulpie powo-

duj¹ kondensacjê podwójnej warstwy elektrostatycznej, która otacza w³ókno. Efek-

tem jest redukcja ³adunku ujemnego na powierzchni w³ókna, co u³atwia adsorpcjê

enzymów na powierzchni substratów. Na podstawie otrzymanych rezultatów z prze-

prowadzonych badañ przez Gerbera i wsp. (51) mo¿na stwierdziæ, ¿e adsorpcja

mannanaz zawieraj¹cych obok domeny katalitycznej równie¿ domenê wi¹¿¹c¹ celu-

lozê jest g³ównie wynikiem powinowactwa tej domeny do w³ókna, a du¿a si³a jono-

wa potêguje efekt wi¹zania enzymu.

Ogóln¹ cech¹ enzymów katalizuj¹cych hydrolizê polisacharydów roœlinnych jest,

jak siê wydaje, obecnoœæ motywów wi¹¿¹cych substrat. Odnosi siê to zarówno do

enzymów pochodzenia bakteryjnego jak i grzybowego (22). Obecnoœæ w hemicelu-

lazach zarówno domen katalitycznych, jak i wi¹¿¹cych celulozê, jest prawdopo-

dobnie efektem bliskiego s¹siedztwa celulozy i hemiceluloz w tkankach roœlin-

nych. Domeny wi¹¿¹ce substrat prawdopodobnie nie s³u¿¹ jedynie adsorpcji enzy-

mu do substratu, ale mog¹ te¿ powodowaæ rozrywanie krystalicznej struktury sub-

stratów.

Obecnoœæ domeny wi¹¿¹cej celulozê jest g³ównym czynnikiem wp³ywaj¹cym na

zdolnoœæ hemicelulaz do adsorpcji na powierzchni w³ókna drzewnego. Stwierdzo-

no, ¿e adsorpcja �-mannanazy z T. reesei zawieraj¹cej domenê wi¹¿¹c¹ substrat wy-

nosi³a 90%, podczas gdy adsorpcja ksylanazy nie posiadaj¹cej takiej domeny by³a

ni¿sza o 20%. Suszenie w³ókien drewna drastycznie obni¿a wydajnoœæ adsorpcji

mannanaz oraz innych hemicelulaz. Wilgotne w³ókna adsorbuj¹ od dwóch do trzech

razy wiêcej enzymu ni¿ w³ókna raz suszone (51).

7. Mo¿liwoœci zastosowania enzymów mannanolitycznych

Poznanie w³aœciwoœci enzymów mannanolitycznych, ich izolacja i oczyszczenie,

maj¹ du¿e znaczenie, ze wzglêdu na mo¿liwoœæ praktycznego ich wykorzystania

w ró¿nych ga³êziach przemys³u. Jednym z wa¿niejszych jest przemys³ celulozo-

wo-papierniczy, gdzie hemicelulazy maj¹ zastosowanie podczas produkcji wysokiej

jakoœci papieru (53).

Jakoœæ papieru zale¿y przede wszystkim od czystoœci mas celulozowych i iloœci

zawartych w nich zanieczyszczeñ ligninowo-hemicelulozowych, które s¹ odpowie-

dzialne za ¿ó³kniêcie papieru. Mimo ¿e istnieje kilka chemicznych metod oczyszcza-

nia mas celulozowych z zanieczyszczeñ ligninowo-hemicelulozowych, to, jak siê wy-

daje, metody enzymatycznej degradacji hemiceluloz i ligniny mog¹ znacznie polep-

szyæ jakoœæ produkowanego papieru. Wytwarzanie pulpy drzewnej metodami biolo-

gicznymi stwarza alternatywê dla obecnie stosowanych technik, poci¹gaj¹cych za

sob¹ degradacjê œrodowiska i wysokie koszty. Poniewa¿ dotychczas nie s¹ znane

metody chemiczne pozwalaj¹ce na selektywne usuwanie hemiceluloz z mas celulo-

zowych, tak by nie nastêpowa³o równoczesne naruszenie struktury celulozy, bada-
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nia nad wykorzystaniem do tego celu enzymów hemicelulitycznych (m.in. manna-

naz) nabieraj¹ szczególnego znaczenia.

Enzymy mannanolityczne mo¿na tak¿e zastosowaæ w przemyœle spo¿ywczym,

np. w produkcji kawy rozpuszczalnej i klarowaniu soków owocowych. G³ównymi

sk³adnikami frakcji polisacharydowej zielonych nasion kawy s¹ arabinogalaktan,

mannan i celuloza (54). Najwa¿niejszym polisacharydem tej frakcji jest nierozpusz-

czalny w wodzie, krystaliczny mannan, stanowi¹cy 20-30% suchej masy nasion

kawy Arabika i Robusta (55). Obecnoœæ mannanu powoduje wysok¹ lepkoœæ eks-

traktu kawy w procesie jego zagêszczania przed suszeniem i liofilizacj¹. Obni¿e-

nie lepkoœci ekstraktu przez rozk³ad zawartego w nim mannanu przy u¿yciu man-

nanaz znacznie upraszcza produkcjê kawy rozpuszczalnej daj¹c w wyniku popra-

wê wydajnoœci zagêszczania ekstraktu, a tym samym znaczn¹ redukcjê kosztów

suszenia (54). Z kolei lepkie roztwory wysokocz¹steczkowych mannanów i galak-

tomannanów s¹ czêsto wykorzystywane w przemyœle spo¿ywczym w charakterze

zagêstników (56).

Wa¿ne praktyczne wykorzystanie mannanazy polega na jej u¿yciu w œrodkach

pior¹cych do enzymatycznego usuwania zanieczyszczeñ spo¿ywczych zawiera-

j¹cych mannany, które w ¿ywnoœci wystêpuj¹ czêsto jako stabilizatory lub zagêstni-

ki (57).

�-Galaktozydaza jest kolejnym enzymem znajduj¹cym liczne zastosowania

w przemyœle. Podobnie jak inne enzymy mannanolityczne mo¿e byæ wykorzystywa-

na w przemyœle papierniczym, gdzie zwiêksza efektywnoœæ procesu degradacji he-

miceluloz (7). Enzym ten mo¿e byæ równie¿ stosowany do produkcji pasz sojowych

(58). Nasiona roœlin str¹czkowych zawieraj¹ znaczne iloœci takich oligosacharydów

jak melibioza, rafinoza, stachioza i werbaskoza, które ze wzglêdu na obecnoœæ

wi¹zañ �-1,6-glikozydowych, nie s¹ rozk³adane w przewodzie pokarmowym zwie-

rz¹t i cz³owieka. Wstêpna hydroliza �-galaktozydów nasion soi z udzia³em �-galak-

tozydazy pozwoli³aby na pe³niejsze wykorzystanie tego sk³adnika paszy oraz unik-

niêcie dolegliwoœci uk³adu pokarmowego. Ponadto, enzym ten jest stosowany

w produkcji cukru buraczanego, gdzie s³u¿y do usuwania rafinozy – oligosachary-

du hamuj¹cego prawid³ow¹ krystalizacjê sacharozy.

Za interesuj¹ce nale¿y uznaæ zastosowanie �-glukozydazy w przemyœle winiar-

skim. Enzym ten poprzez hydrolizê glikozydów monoterpenowych wystêpuj¹cych

w winie, powoduje wzmocnienie smaku i aromatu (59). Znaczenie ma tak¿e u¿ycie

�-glukozydazy w procesie konwersji glikozydów fenolowych zawartych w wyt³o-

czynach ¿urawinowych (60). Powstaj¹ce w wyniku tego procesu wolne fenole

i kwasy fenolowe mog¹ byæ efektywnie wykorzystane jako naturalne antyoksydan-

ty (61), których pozytywny wp³yw na zdrowie cz³owieka zosta³ dobrze udokumen-

towany.
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8. Zakoñczenie

Z dokonanego przegl¹du piœmiennictwa wynika, ¿e enzymatyczna hydroliza man-

nanów pochodzenia roœlinnego oraz wykorzystanie zasobów cukrowych tkwi¹cych

w tych biopolimerach stanowi nadal aktualny i wa¿ny problem biotechnologiczny.

Jego rozwi¹zanie mo¿e przynieœæ du¿e korzyœci ekonomiczne w przemyœle celulo-

zowo-papierniczym, fermentacyjnym, paszowym i spo¿ywczym. W ostatnich latach

dokona³ siê du¿y postêp w oczyszczaniu mannanaz, poznaniu ich struktury moleku-

larnej oraz zbadaniu genów odpowiedzialnych za ich syntezê. Wiele uwagi poœwiê-

cono równie¿ okreœleniu zarówno liczby, jak i w³aœciwoœci enzymów mannanolitycz-

nych oraz ich adsorpcji do w³ókien drewna. Jednak dotychczas niewiele jest donie-

sieñ na temat oddzia³ywañ synergistycznych pomiêdzy poszczególnymi enzymami

kompleksu mannanolitycznego. Badania te zmierzaj¹ do lepszego zrozumienia me-

chanizmów regulacji syntezy mannanaz, poprawy ich stabilnoœci oraz otrzymania

genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizmów, które bêd¹ szybciej i wydajniej

produkowa³y te enzymy w skali technicznej.
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