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Hydroliza skrobi przez unieruchomionga glukoamylaze

Cwiczenie ma na celu poznanie jednej z metod unieruchamiania enzyméw oraz przeprowadzenie
procesu ciggtej hydrolizy skrobi przez unieruchomiong glukoamylaze.

Wprowadzenie

Amylazy to grupa enzymoéw, ktéra katalizuje hydrolize skrobi rozrywajgc wigzanie a-1,4 O-
glikozydowe. Wystepujg u zwierzat i roslin, syntetyzowane sg rowniez przez liczne mikroorganizmy.
Wsrdd amylaz wyrdzniamy endoamylazy, ktére hydrolizuja wigzania wewnatrz czasteczek substratu
(a-amylaza), oraz egzoamylazy, katalizujgce hydrolize wigzan od nieredukujacego korca czasteczki
polisacharydu, uwalniajgc B-maltoze (B-amylaza) czy B-D-glukoze (glukoamylaza).

Glukoamylaza

Glukoamylaza (glukohydrolaza a-1,4-glukanu, EC 3.2.1.3) katalizuje hydrolize wigzan a-1,4-
glikozydowych uwalniajac B-D-glukoze z nieredukujacego korica czasteczki skrobi oraz pokrewnych
poli- i oligosacharyddéw. Oprdocz wigzania a-1,4-, enzym ten hydrolizuje rowniez wigzania a-1,6- czy a-
1,3-glikozydowe, ale reakcje te zachodzg z mniejszg szybkoscig. Obliczono, ze aktywnosé
glukoamylazy w stosunku do wigzan a-1,6-glikozydowych ( ke.i/K:,), stanowi tylko 0,2% w poréwnaniu
do szybkosci hydrolizy preferowanych wigzan a-1,4-glikozydowych.

Glukoamylaza syntetyzowana jest przez mikroorganizmy, przede wszystkim grzyby (z rodzaju
Aspergillus, Saccharomyces, Penicillium i innych) i bakterie (Clostridium, Flavobacterium), wystepuje
rowniez w tkankach zwierzecych i u roslin wyiszych. Glukoamylaza syntetyzowana przez
drobnoustroje jest wydzielana do otoczenia. Rozktada polisacharydy, zwiekszajgc pule cukréw
prostych, ktére zuzywane sg jako materiat energetyczny lub budulcowy. Ze wzgledu na stosunkowo
prosty sposdb otrzymywania preparatow enzymatycznych, glukoamylaze uzyskuje sie na skale
przemystowg gtéwnie z grzybdw z rodzaju Aspergillus. Te glukoamylazy charakteryzujg sie
odpornoscig na zmiany pH, wykazujgc aktywnos¢ katalityczng w bardzo szerokim przedziale pH,
nawet od pH 1,8 do 10,5. Zaobserwowano, ze optima aktywnosci glukoamylaz zawierajg sie w
przedziale pH 4,0 — 5,6. Optymalng temperaturg dziatania glukoamylaz jest temperatura w zakresie
40 — 65°C. Aktywatorami tego enzymu s3 jony Fe?, Co* i Mg, natomiast jonami, ktére hamuja
aktywno$¢ enzymu sa: Hg*", Ag** i Pb*.

Pod wzgledem budowy glukoamylaza zaliczana jest do glikoproteidéw, poniewaz zawiera w swym
sktadzie 6-30% sacharyddw. W sktad reszty cukrowej wchodzg D-mannoza, D-glukoza, D-galaktoza, D-
glukozamina i D-ksyloza. Reszty cukrowe zwigzane sg z czescig biatkowg poprzez reszty hydroksylowe
seryny i treoniny wigzaniem O-glikozydowym. Uwaza sie, ze wysoka zawartos¢ grup cukrowych w
enzymie pozwala na utrzymanie biologicznie aktywnej konformacji oraz wptywa na jego stabilnos¢ w
warunkach podwyiszonej temperatury, czy w szerokim zakresie pH (od 4 do ok. 10). Masy
czagsteczkowe glukoamylazy wahajg sie od 40 kDa do nawet 250 kDa, np.: wiekszos$¢ szczepdw A.
niger wydziela dwie gtdwne formy glukoamylazy réznigce sie masg czgsteczkowgq (forma G1 — 99kDa,
G2 — 112 kDa) przy czym obie posiadajg podobng budowe czesci biatkowej, a rdznig sie udziatem
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czesci cukrowej (we frakcji ciezszej udziat reszt cukrowych jest dwa razy wiekszy). Cze$¢ biatkowa
sktada sie z dwdéch domen, domeny katalitycznej i domeny wigzgcej skrobie. Domena katalityczna
sktada sie z 13 a-helis, z czego 12 tworzy ksztatt podobny do beczki [(a/a)e-barrel]. Wewnatrz niej
znajduje sie centrum aktywne, utworzone przez 6 wysoce konserwatywnych odcinkéw a—a. Tu
znajduja sie kluczowe dla reakcji hydrolizy aminokwasy kontaktowe (A. awamori — Glu 179 i Glu400).
Do C-terminalnej czesci domeny katalitycznej przytgczona jest, poprzez gietki tgcznik, domena
wigzaca skrobie. Po przeciwlegtych jej stronach znajdujg sie dwa regiony odpowiedzialne za
przytaczanie substratu. Domena ta wigze skrobie rozrywajac jej zbitg strukture, co wydatnie utatwia
jej hydrolize przez domene katalityczna.

Glukoamylaza katalizuje hydrolize wigzan glikozydowych z inwersjg konfiguracji przy anomerycznym
atomie wegla uwalnianego produktu. Zjawisko to zostato nazwane przegrupowaniem Waldena.
Wynika ono z mechanizmu katalizowanej przez enzym reakcji. Mechanizm katalizy obejmuje
przeniesienie protonu na glikozydowy atom tlenu przecinanego wigzania. Proton ten pochodzi z
gtéwnego katalizatora kwasowego jakim jest Glu 179 w glukoamylazie z A. niger. Drugi etap to
nukleofilowy atak czasteczki wody z udziatem gtéwnego katalizatora zasadowego (Glu 400). Atak
czasteczki wody przebiega od strony gtdwnego katalizatora zasadowego i w konfiguracji B
przecinanego wigzania glikozydowego, stad tez uwolniona czgsteczka glukozy jest anomerem .

Zastosowanie glukoamylazy w przemysle

Skrobia jest gtéwnym materiatem zapasowym roslin. Znanych jest kilka proceséw, w trakcie ktérych
skrobia jest hydrolizowana. Na skale techniczng stosuje sie kwasng hydrolize lub tez metody
enzymatyczne. Wydajnos¢ procesu kwasnej hydrolizy skrobi nie przekracza 80% w wyniku rewersji
lub tez rozktadu glukozy. Dlatego tez metoda ta jest coraz rzadziej wykorzystywana i zastepowana
tanszg i wydajniejszg o 5 — 12% metodg hydrolizy enzymatycznej. Otrzymuje sie w ten sposéb
hydrolizaty o wyzszej jakosci, bez koniecznosci stosowania materiatéw odpornych na dziatanie silnych
kwasow i wysokiej temperatury. Opracowano kilka metod enzymatycznej hydrolizy skrobi na skale
przemystowg, z czego najczesciej stosowane sg dwie: metoda kwas-enzym i metoda enzym-enzym.
Oba procesy technologiczne przebiegaja w dwdch etapach. W pierwszym skrobia jest czesciowo
hydrolizowana (uptynniana) za pomoca kwasu solnego (kwas-enzym) lub enzymatycznie (metoda
enzym-enzym) przy zastosowaniu termostabilnych a-amylaz bakteryjnych. Drugi etap obejmuje
scukrzanie skrobi preparatem zawierajgcym glukoamylaze. Produktem catkowitej hydrolizy skrobi
jest glukoza. Stosowana jest w przemysle cukierniczym, piekarskim, owocowo-warzywnym,
mleczarskim i farmaceutycznym. Ponadto, glukoamylaza znalazta szerokie zastosowanie w przemysle
fermentacyjnym. Zrédtem skrobi do produkcji etanolu mogg byé kukurydza, pszenica, ziemniaki,
maniok. Przetworzenie skrobi w alkohol wymaga jej scukrzenia przed witasciwg fermentacjg
zachodzacg pod wptywem drozdzy. Zastosowanie preparatdow enzymatycznych przyczynito sie do
zmniejszenia zuzycia stodu, uzyskania lepszych warunkéw hydrolizy skrobi, skrécenia czasu produkcji
i ograniczenia ilosci powstajgcych w procesie technologicznym $ciekdw.

Immobilizacja enzymow

Immobilizacja to wunieruchomienie zwigzku rozpuszczalnego na nierozpuszczalnym nosniku.
Najczesciej procesowi immobilizacji poddaje sie enzymy, lecz unieruchamia sie réwniez
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mikroorganizmy, a takze antybiotyki, co znajduje coraz szersze zastosowanie w medycynie. Prace nad
technikami immobilizacji rozpoczeto juz w latach 60-tych. Kierunek ten rozwinat sie szybko, zaréwno
od strony badawczej, jak i pod katem mozliwosci zastosowania opracowanych metod w praktyce
przemystowej. Immobilizacja enzymdw przynosi wiele korzysci: mozliwos¢ wielokrotnego uzycia
enzymow, mozliwos$¢ uzycia enzymoéw w reaktorach przeptywowych, brak zanieczyszczenia produktu
enzymem, lepszg kontrole warunkéw reakcji oraz ,poprawienie” niektérych wtasciwosci enzymoéw
(przesuniecie optimum pH do wartosci bardziej dogodnych dla procesu technologicznego, czesto
zwiekszenie termostabilnosci, immobilizacja moze rdéwniez zapobiega¢ autoinaktywacji
unieruchomionych enzyméw). Wadami unieruchamiania enzymoéw s3: wysokie koszty, czeSciowa
utrata aktywnosci oraz konieczno$é¢ stosowania tylko rozpuszczalnych substratéw. Stosowane w
immobilizacji nosniki powinny by¢ fizycznie i chemicznie stabilne, odporne na dziatanie
drobnoustrojéw; ztoze powinno mie¢ odpowiednig strukture aby utrzymaé odpowiedni poziom
dyfuzji; pory nosnika powinny mie¢ odpowiednig wielkos¢ tak aby zwigzaty enzym i nie ograniczaty
wigzania przez enzym substratu; nosnik powinien by¢ tani.

Techniki unieruchamiania enzymoéw mozna podzielié na:

- adsorpcje na nierozpuszczalnych nosnikach,

- inkluzje w sieci polimerowej,

- mikrokapsutkowanie wewnatrz poétprzepuszczalnych membran,
- wigzanie kowalencyjne,

- sieciowanie czynnikami dwufunkcyjnymi.

W metodzie immobilizacji adsorpcyjnej enzym wigze sie do nosnika za pomocg oddziatywan
elektrostatycznych, wigzan wodorowych i oddziatywan van der Waalsa. Nie nastepujy zazwyczaj
zmiany struktury enzymow, ktdre mogtyby spowodowac zmniejszenie aktywnosci enzymu.
Zastosowanie techniki adsorpcji ogranicza sie jednak do enzymdw cechujgcych sie wysokim
powinowactwem do nosnika i do mieszanin o niskiej zawartosci soli, gdyz w przypadku immobilizacji
adsorpcyjnej moze dochodzi¢ do zjawiska desorpcji (wymywanie czgsteczek enzymu z powierzchni
adsorbentu). Nosnikami najczesciej stosowanymi w metodzie adsorpcyjnej sg tlenki metali (np.
glinu), krzemionka, szkto porowate, ziemia okrzemkowa, wegiel aktywny czy jonowymieniacze (np.
DEAE-celuloza czy CM-celuloza). Aby zwiekszyé site wigzania enzymu do sorbentu (np. szkto
porowate), nosnik pokrywa sie materiatami o duzej gestosci i dostepnosci tadunku, m.in.
polietylenoiming czy chitozanem.

Inng, czesto stosowang metodg immobilizacji jest inkluzja w sieci polimerowej (putapkowanie).
Nosnikami sg zwykle polimery pochodzenia naturalnego (najczesciej agar) lub polimery syntetyczne
(poliakryloamid). Podczas unieruchamiania enzymy zamykane sg w porach zelu. Immobilizowane w
ten sposdb enzymy mogg by¢é wymywane, majg tez ograniczony dostep do substratéw o wysokiej
masie czgsteczkowej. Ponadto uzycie biopolimeréw wyklucza ich zastosowanie do unieruchamiania
niektdrych enzymoéw hydrolitycznych, a takze obniza odpornosé ztoza na dziatanie mikroorganizmow.
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Mikrokapsutkowanie polega na oddzieleniu enzymu od Srodowiska poprzez zamkniecie wewnatrz
potprzepuszczalnej membrany np.: nylonowej. Mikrokapsutkowanie jest jednak ograniczone do
immobilizacji enzymow katalizujgcych przemiany substratéw o niskiej masie czgsteczkowe;j.

Wigzanie kowalencyjne jest najtrwalszym potfgczeniem enzymu z nosnikiem. Enzym moze byc
przytaczany przez grupy -SH cysteiny, grupy aminowe i karboksylowe (m.in. z udziatem aminokwaséow
C- i N-konncowych), hydroksylowe, piersciert imidazolowy histydyny czy pierscien fenolowy tyrozyny.
W wyniku immobilizacji kowalencyjnej dochodzi do obnizenia aktywnosci enzymu zwigzanego ze
ztozem w skutek tworzenia sie wigzan kowalencyjnych z grupami znajdujgcymi sie w bezposrednim
sgsiedztwie centrum aktywnego, badz tez w samym centrum aktywnym. Aby tego unikngé proces
immobilizacji prowadzi sie w obecnosci substratu lub inhibitora. Jako nosniki stosuje sie zazwyczaj
celuloze, szkto porowate, szkto powlekane, ztoza dekstranowe i inne.

Innym sposobem immobilizacji z wykorzystaniem wigzania kowalencyjnego jest metoda sieciowania
czynnikami wielofunkcyjnymi. Metoda ta polega na tworzeniu poprzecznych wigzan miedzy
czasteczkami enzymu. Do tego celu stuzg m.in.: aldehyd glutarowy, dwufunkcyjne czynniki alkilujgce
czy pochodne benzydyny. Powstate w wyniku sieciowania polimery charakteryzujg sie niska
wytrzymatos$cig mechaniczng, co znacznie utrudnia ich stosowanie w przemysle.

Na ¢wiczeniu glukoamylaza bedzie unieruchamiana metodg adsorpcji na chitozanie (produkt
deacetylacji chityny). Wydajno$¢ procesu bedzie kontrolowana poprzez poréwnanie aktywnosci
glukoamylazy w roztworze uzytym do immobilizacji z aktywnoscig enzymu w wycieku z kolumny
(glukoamylaza, ktéra nie zwigzata sie do ztoza), co bedzie stanowi¢ podstawe do obliczenia ilosci
glukoamylazy unieruchomionej na chitozanie. Nastepnie zbadana zostanie zdolnos¢ immobilizowanej
glukoamylazy do hydrolizy skrobi. W tym celu, po naniesieniu na kolumne skrobi, oznacza sie ilo$¢
uwolnionej przez unieruchomiony enzym glukozy. Stopient wigzania glukoamylazy do ztoza, a takze
stopien hydrolizy skrobi (prowadzonej w sposdb ciggty na kolumnie) bedg oznaczane metoda
Bernfelda. Metoda ta polega na redukcji grupy nitrowej w pozycji 3 kwasu 3,5-dinitrosalicylowego do
grupy aminowej przez glukoze uwolniong w wyniku dziatania glukoamylazy na skrobie. Powstate w
ten sposdb pochodne aminowe majg w Srodowisku zasadowym barwe pomaranczows, ktérej
intensywnos¢ zalezy bezposrednio od ilosci cukréw redukujgcych.

Odczynniki
(1) Preparat handlowy chitozanu (0,6 g na pare)
(2) Preparat handlowy glukoamylazy

(3) Bufor Mc llvainae’a, pH 4,5 (zmiesza¢ 44,1 ml 0,02 M Na,HPO, z 55,9 ml 0,01 M kwasu
cytrynowego i uzupetni¢ wodg destylowang do 1000 ml, sprawdzi¢ pH)

(4) 1% kwas 3,5 dinitrosalicylowy (DNS) — 10g DNS rozpusci¢ w 500 ml wody, doda¢ 200ml 2M NaOH
i 300g winianu sodowo-potasowego, uzupetni¢ wodg do 1000 ml

(5) 1% roztwor skrobi rozpuszczalnej w buforze Mc llvaine’a, pH 4,5

(6) 0,4% roztwor skrobi rozpuszczalnej w buforze Mc llvaine’a, pH 4,5
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(7) Roztwor jodu (0,3% I, w 3% Kl)
Wykonanie

Cwiczenie wykonywane jest w parach.
Immobilizacja enzymu

Z preparatu glukoamylazy rozcienczonego w kolbce miarowej do 25 ml pobraé 0,5 ml do kolbki
miarowej na 100 ml i uzupetni¢ do kreski buforem Mc llvaine’a, pH 4,5 (3). Roztwodr ten zostanie
uzyty do oznaczenia aktywnosci glukoamylazy w roztworze wyjsciowym (roztwér A).

Pozostate 24,5 ml preparatu umiesci¢ w zlewce o pojemnosci 50 ml z 0,6 g chitozanu (1). Zawiesine
miesza¢ przez 1 godzine przy niewielkich obrotach na mieszadle magnetycznym w temperaturze
pokojowej. Nastepnie chitozan z unieruchomionym enzymem upakowac¢ w kolumnie. W tym celu
kolumne chromatograficzng umiesci¢ na statywie. Zamkng¢ wylot kolumny zaciskiem i dolaé
niewielkg ilos¢ (ok. 1 ml) buforu Mc llvaine’a (3). Przenie$¢ catg zawartos¢ zlewki do kolumny i
odczekac kilka minut w celu osadzenia sie chitozanu. Chitozan ze $cianek kolumny sptukaé buforem, a
powierzchnie ztoza zabezpieczy¢ waty. Pod wylot kolumny podstawi¢ kolbke miarowg na 50 ml,
otworzy¢ zacisk i zbiera¢ wyciek (przeptyw ok. 20 kropli na minute). Po odsaczeniu ptynu znad ztoza
(ptyn ma sie znajdowaé na wysokosci ok. 1 mm nad ztozem) przemywac kolumne buforem Mc
llvaine’a (3) az do momentu zebrania 50 ml wycieku z kolumny. Roztwér w kolbce wymieszaé,
pobra¢ 1 mli przenies¢ do kolbki na 25 ml. Uzupetnic¢ do kreski buforem Mc llvaine’a (3) (roztwor B).

Oznaczenie aktywnosci glukoamylazy

Aktywnos¢ glukoamylazy oznacza sie metodg Bernfelda w rozcieiczonym roztworze wyjsciowym
glukoamylazy (roztwdr A) oraz w rozcienczonym wycieku z kolumny (roztwér B). Do 6
ponumerowanych probdéwek (4 petne i 2 materiatowe) odmierzyé po 0,2 ml skrobi (5) i wstawi¢ na 5
minut do fazni wodnej nastawionej na 30°C. Nastepnie do dwdch probédwek dodaé¢ po 0,2 ml
rozcienczonego roztworu wyjsciowego glukoamylazy (roztwér A), a do dwdch nastepnych po 0,2 ml
rozcienczonego wycieku z kolumny (roztwér B) i wymieszac. Inkubowaé doktadnie 15 min od czasu
dodania enzymu. Nastepnie do wszystkich prob doda¢ 0,4 ml DNS (4), a do préb materiatowych
odmierzy¢ po 0,2 ml odpowiedniego roztworu glukoamylazy. Po wymieszaniu wszystkie probdwki
umiesci¢ we wrzacej tazni wodnej i gotowadé 10 minut. Préby nalezy schtodzi¢, do kazdej doda¢ 4 ml
wody destylowanej i wymieszaé. Odczytaé wartos¢ absorbancji przy 540 nm w fotometrze
wyzerowanym na prébe materiatowa.

Hydroliza skrobi przez unieruchomionq glukoamylaze

Odsgczy¢ bufor znad ztoza (do wysokosci 1 mm nad ztozem), zamkng¢ zacisk i nanies¢ na kolumne 5
ml 0,4% roztworu skrobi (6). Pod wylot kolumny podstawié cylinder miarowy o pojemnosci 10 ml i
otworzy¢ zacisk. Przeptyw powinien wynosi¢ ok. 20 kropli na minute. Po odsgczeniu roztworu
kolumne przeptukac 3-krotnie po 10 ml buforu Mc Ilvaine’a (3). Zebrac 2 frakcje wycieku z kolumny —
pierwszg 10 mlidrugg 20 ml.
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W obu frakcjach nalezy oznaczyé zawartos¢ glukozy. W tym celu do 2 probowek odmierzy¢ po 0,2 ml
frakcji pierwszej i uzupetni¢ buforem Mc llvaine’a (3) do 0,4 ml, a do nastepnych dwdéch po 0,4 ml
frakcji drugiej. Do pigtej odmierzy¢ 0,4 ml buforu Mc llvaine’a (3) (préba materiatowa). Do wszystkich
prob dodac¢ po 0,4 ml DNS (4) i wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 10 minut. Nastepnie proby
schtodzi¢, do kazdej z nich doda¢ 4 ml wody, wymieszaé¢ i mierzy¢ absorbancje wobec préby
materiatowej przy 540 nm.

W celu sprawdzenia obecnosci skrobi w wycieku z kolumny do 2 ml wycieku z frakcji pierwsze;j i
drugiej doda¢ 2 lub 3 krople roztworu jodu (7).

Opracowanie wynikow
Wydajnos¢ procesu immobilizacji glukoamylazy

Odczytaé z krzywej wzorcowej ilo$¢ glukozy odpowiadajgcg zmierzonym wartosciom absorbancji.
Uwzgledniajgc rozcienczenie obliczy¢ aktywnos¢ glukoamylazy w pmolach uwolnionej glukozy w
ciaggu 1 minuty przez glukoamylaze zawarta w 1 ml preparatu handlowego glukoamylazy.
Rozcienczenie policzy¢ ze schematu rozcienczen.

Schemat rozciericzen dla roztworu A (preparat wyjsciowy)

0,4 ml glukoamylazy handlowej — 25 ml — 0,5 ml — 100 ml — 0,2 ml do oznaczen

Schemat rozcienczen dla roztworu B (wyciek z kolumny — frakcja nie zwigzana ze ztozem)

0,4 ml glukoamylazy handlowej — 25 ml — 24,5 ml — 50 ml — 1 ml — 25 ml — 0,2 ml do oznaczen

Nastepnie poréwnaé wyniki dotyczace wycieku z kolumny z wynikami dotyczacymi roztworu
wyjsciowego i obliczyé wydajnosé procesu immobilizacji glukoamylazy na chitozanie. Wynik poda¢ w
procentach.

Wydajnosc hydrolizy skrobi przez immobilizowang glukoamylaze

Odczytaé z krzywej wzorcowej ilos¢ uwolnionej glukozy. Uwzgledniajgc rozciefczenia, obliczy¢
catkowitg ilo$¢ glukozy w obu frakcjach wycieku z kolumny (frakcja pierwsza: 10 ml — 0,2 ml do
oznaczen; frakcja druga: 20 ml — 0,4 ml do oznaczen). Otrzymane wyniki w mg glukozy przeliczy¢ na
mg skrobi wiedzac, ze:

(CeH100s)n + NH,0 — nNCqH1,06
m.cz. 162 18 180

Obliczy¢ wydajnos¢ hydrolizy skrobi przez glukoamylaze wiedzac, ze na kolumne naniesiono 20 mg
skrobi (5ml 0,4% skrobi). Wynik poda¢ w procentach.



Przedruk materiatow dydaktycznych w catosci lub w czgsei mozliwy w celu przygotowania do ¢wiczen z biochemii realizowanych w Katedrze Biochemii, WRiB SGGW w Warszawie.
Inne wykorzystanie tych materiatow bez zgody pracownikow Katedry Biochemii jest zabronione.
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