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Az a-amilaz keményitébonté enzimek
jellemzése és alkalmazasa

Targyszavak: kemeényits;, a-amilaz;, keményitbatalakito enzim;
glikozilhidrolazok.

A keményit6étartalmu noveények fontos szerepet jatszanak az emberi tap-
lalkozasban. Szamtalan élelmiszer készul keményitébél, de a kozvetlen fel-
hasznalas mellett nagy jelentésége van a mddositott keményitébdl elballitott
termékeknek, igy pl. keményitéhidrolizatumoknak, glikézszirupnak, fruktoz-
nak, stb. A keményitét tartalmazé szamtalan novényfajta kozott csekély az
ipari felhasznalasra alkalmas novények szama. Els6é helyen érdemel emlitést
a kukorica, burgonya, buza és tapioka. Eurépaban 1998-ban 3,6 M tonna ku-
koricakemeényitét, 2 M tonna buzakemeényitét és 1,8 M tonna burgonyakemé-
nyitét allitottak el6.

A keményité jellemzése

A novények a napenergiat fotoszintézis utjan kémiai energiava alakitjak
at. A keményitét a novény levelében talalhatd plasztidok szintetizaljak, de ha-
sonlo folyamat jatszodik le az amiloplasztokban, amelyet a gumok, magvak és
a gyokeérzet tartalmazzak. A keményitd vizoldhatatlan szemcse formajaban
keletkezik, és alakja, atmérdje a ndovényfajtatol figg. A gyakorlati szempontbdl
jelentés keményitdszemcsek atméréje a kovetkezd: kukoricakeményité 2—-30
Mm, burgonyakeményité 5100 pym.

A keményitdben a glukézmolekulak a C1 szénatom oxigénjén keresztul
glikozidkotéssel kapcsolédnak egymashoz. A glikozidkétés magas (lugos) pH-
tartomanyban stabil, de alacsony (savas) pH-tartomanyban kénnyen elbomlik.
A polimer molekulanak azt a végét, ahol a latens aldehidcsoport talalhato, re-
dukalo lancvégnek nevezik. A keményitdben kétféle glukozpolimer fordul eld:
az amiléz és az amilopektin. A linearis szerkezetli amilézban a max. 6 ezer
glukézegység a,1-4  glikozidkotéssel  kapcsolodik  egymashoz. A
glikézegységek szama novényfajtanként valtozé. Jellemzésik a polimerizaci-
0s fokkal, DP (= degree of polymerization ) torténik. A burgonyaban, ill.
tapiokaban el6fordulé amiléz DP értéke 1000—-6000 kdzott mozog, a kukorica,
ill. buza DP-je 200-1200 kozott. A keményitd atlagos amiléztartalma 0-75%



ko6zott ingadozhat, jellemzéen 20-25%. Az amilopektin eldgazé szénlancu
glukdzpolimer, amelyben a rovid egyenes lancszakasz 10-60 a,1-4 kotéssel
kapcsolodd glukdzegységbdl, az oldallanc pedig 15—45 a,1-6 glikozidkotéssel
kapcsolddd glikdzegysegbdl all. Az amilopektin eladgazasainak szama kb. 5%.
A teljes amilopektin-molekula atlagosan 2 M glukézegységbdl all, vagyis az
egyik legnagyobb természetben el6forduldé molekula. Az amilopektin szerke-
zetét az egyenes lanc korul firtokbe rendezddé oldallancok jellemzik.

A keményitészemcsében kristalyos és amorf fazisok talalhatdk (1. abra).
A gumodkban és gyokérzetben talalhaté keményitbben az amilopektin kizaro-
lag kristalyos, az amiléz amorf alakban fordul el6. A gabonakeményitd krista-
lyos fazisanak f6 komponense az amilopektin. Az amiléz a lipidekkel laza
kristalyokat képez, ami noveli a szemcse szilardsagat.
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A — keményitészemcse metszete, B — félig kristalyos tartomany részlete,
C — amilopektin-molekula faszer( szerkezetének kialakulasa,
D — két a,1-4 glikozidkétéssel kapcsolddo glikézmolekula

1. abra A burgonyakemeényit6 kialakulasa

Az amilopektin vizben oldodik, az amiléz és a keményitészemcse ellen-
ben nem. A keményit6 kinyerésénél ezt a tulajdonsagat hasznaljak fel. A vizes
keményit6szuszpenzidban melegités hatasara a szemcsék duzzadni kezde-
nek. Egy bizonyos ponton tul a duzzadas irreverzibilissé valik, ezt nevezik
zselatinizalédasnak. A melegités soran a szemcsékbdl felszabaduld amiléz
megnoveli a szuszpenzid viszkozitasat. A hédmeérséklet tovabbi emelésekor a
szemcsek duzzadasa és a szuszpenzid viszkozitasa maximumot ér el, ezutan
a szemcsék O0sszetoredeznek, és viszkdzus kolloid diszperzid képzbdik. A t6-
meény kolloid diszperzid hiités hatasara elasztikus géllé alakul. Retrogradacio
soran a keményitbkomponensekben lejatszodd valtozasok kovetkeztében az
oldott és disszocialt allapot megszinik. A retrogradaciéért elsésorban az
amiléz felel6s, az amilopektin kevésbé hajlamos a retrogradaciora.



Keményitébonté enzimek

A keményit6 szintézisében kulonb6z6 enzimek vesznek részt. A nove-
nyekhez hasonldéan a baktériumok is tartalmaznak amilopektint, féleg glikogén
formajaban. A glikogén szerkezete megegyezik az amilopektinével, kaldnbség
az oldallancok hosszusagaban és szamaban van. A glikogén oldallancai rovi-
debbek és szamuk kétszerese az amilopektin oldallancainak. A baktériumok
kulonb6zd extra- és intracellularis enzimek segitségével hasznositjak az ener-
gia- és szénraktarként szolgalé keményitét vagy glikogént (2. abra).

A kemeényitébontd enzimek négy csoportba sorolhatok:

— endoamilazok,

— exoamilazok,

— szénlancelagazasnal bonté enzimek,

— transzferazok.
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2. abra Kemeényitébontd enzimek. Az Ures gyirl a polimermolekula redukalé
lancvégét jeldli

Endo- és exoamilazok

Az endoamilazok az amiléz vagy amilézlancon belul elhelyezked6 a,1-4
glikozidkdtést bontjak. Az a-amilaz az egyik legismertebb endoamilaz (EC



3.2.1.1), és szamtalan mikroorganizmusban el6fordul. Az a-amilaz hatasara
oligoszacharidokat alkot6é a-dextrinek keletkeznek.

A masodik csoportba sorolt exoamilazok vagy kizardlag az a,1-4 gliko-
zidkotést, mint pl. a B-amilaz (EC 3.2.1.2) vagy mindkét kotéstipust — az a,1-4
és a,1-6 glikozidkotést — bontjak, pl. az amiloglikozidaz vagy glukoamilaz (EC
3.2.1.3) és az a-glukozidaz (EC 3.2.1.20). Az exoamilazok, az amiléz vagy
amilopektin kizarélag lancvégi glukozat bontjak, ennek kovetkeztében a kelet-
kez6 végtermék vagy glikoz (glikoamilaz és a-glikozidaz), vagy maltéz és B-
dextrin (B-amilaz). A B-amilaz és a glukoamilaz ezen kivul a bontaskor kelet-
a-glukozidaz szubsztratspecifikussagban kulonbéznek egymastol: az a-
glikozidaz a rdvid malto-oligoszacharidokat hasitja a-konfiguracioju glikéz
keletkezése kozben. A glukoamilaz elsésorban a hosszu szénlancu poli-
szacharidokat bontja.

Az exoamilazok kozeé tartozik a transzglikozilalo aktivitassal is rendelkez6
ciklodextrin-glikoziltranszferaz (EC 2.4.1.19), a Bacillus stearothermophilus
altal termelt maltogén a-amilaz (glikan 1,4-a-glikanhidrolaz, EC 3.2.1.133),
amelynek maltéz a bomlasterméke. A Pseudomonas stutzeri-bél izolalt amilaz
(EC 3.2.1.60) hatasara malto-oligoszacharidok, pl. maltotetradz keletkezik. A
Klebsiella pneumoniae altal termelt amilaz (EC 3.2.1.98) hatasara
maltohexadz szabadul fel.

A szénlancelagazasnal bonté enzimek

A keményitébonté enzimek harmadik csoportjaba az a,1-6 glikozidkotést
bonté enzimek tartoznak. Az ide tartozé két enzim, az izoamilaz (EC 3.2.1.68)
és az l.tipusu pullulanaz (EC 3.2.1.41) koz6tt az a kuldnbség, hogy ez utébbi
az a,1-6 glikozidkotéssel kapcsolddo maltotrioz egysegekbdl allé poliszachari-
dot, a pullulanazt is bontja. Az izoamilaz csak az amilopektin a,1-6 kotését ha-
sitja, az egyenes szénlancu poliszacharidokat nem hidrolizalja.

A 1l. tipusu pullulanaz enzim egyarant bontja az a,1-4 és a,1-6 kotést,
ezért a-amilaz-pullulanaznak vagy amilopullulanaznak is nevezik. A bontaskor
elsésorban malt6z és maltotriéz keletkezik. Ugyanebbe a csoportba tartozik
egy kuldnleges keményitébonté enzim, a neopullulanaz. Az enzim az a,1-4 és
a,1-6 kotések bontasa utan transzglikozilacioval Uj a,1-4 és a,1-6 kotést hoz
létre.

Transzferazok

A keményitébontd enzimek negyedik csoportjat a transzferazok alkotjak.
Ezekre az enzimekre az jellemz6, hogy az a,1-4 glikozidkotés bontasa utan uj
glikozidkotést hoznak Iétre. Ebbe a csoportba két enzim, az amilomaltaz (EC



2.4.1.25) és a ciklodextrin-glikoziltranszferaz (EC 2.4.1.19) tartozik. Az Uj a,1-6
glikozidkotést az elagazast bontd enzim (EC 2.4.1.18) hozza |étre.

A ciklodextrin-glikoziltranszferaz hidrolitikus aktivitdsa igen csekély. A
bontas soran 6, 7 vagy 8 glukdzegysegbdl alloé poliszacharid és nagy moleku-
latdmegi, nagymeértékben elagazé dextrin keletkeznek. A ciklodextrin mole-
kulan beludli transzglikozilaciéval jon létre, melynek soran az enzim el6szor az
a,1-4 glikozidkotést hasitja, majd a redukald és nemredukalé végcsoportokat
kapcsolja 0ssze.

Az amilomaltaz és a ciklodextrin-glikoziltranszferaz bontasi mechanizmu-
sa azonos. A kuldonbség annyi, hogy az amilomaltaz transzglikolizisekor linea-
ris molekulalanc, mig a masik enzim bontasakor ciklikus vegyulet keletkezik. A
mikroorganizmusokban talalhaté amilomaltaz a maltdz, ill. a glikogén bontasa-
ban jatszik szerepet. A mikroorganizmusok glikogénszintézisében nagy jelen-
tésége van a glukan elagazast kialakitdé enzimeknek, elsésorban a glikogén
oldallanc a,1-6 kotését Iétrehozd enzimeknek. Jelenleg azonban kevés adat
van ezekrdl az enzimekrol.

Az a-amilaz keményitébonté enzimek jellemzése
és reakciomechanizmusa

Aminosav-szekvenciajuk alapjan a legtobb keményitébonté enzim ho-
molog sort alkot és egy csaladba, az a-amilazok vagy a 13 glikozilhidrolaz
csaladjaba tartozik. Ezeknek az enzimeknek koz0s jellemzdje, hogy

— az a-glikozidkotést bontjak. Hidroliziskor mono- vagy oligoszacharid a-
anomer keletkezik, majd a,1-4 vagy a,1-6 glikozidkotést hoznak létre
(transzglikozilacio). Gyakori a kétféle enzimtevékenység kombinacidja
is;

— szerkezetukre a (B/a)g vagy TIM (= triozfoszfat-izomeraz) hurok jellem-
z6, ebben talalhaté az aktiv centrum (3. abra);

— elsbédleges szerkezetukben négy jellemz6 aminosav-tartomany mutat-
hato ki, amelyek az aktiv centrum aminosavai mellett a hurok szerke-
zeti stabilitasat biztosité aminosavakat tartalmazzak.

A felsorolt kritériumoknak megfeleld enzimek kdzé tartozik, pl. az amilo-

maltaz, ciklodextrin-glikoziltranszferaz, izoamilaz, maltogén a-amilaz, pullula-
naz, a-amilaz.

Az enzimatikus bontas mechanizmusa

Az a-glikozidkotés igen stabil, a spontan hidrolizis sebessége szobahd-
mérsékleten 2 x 10™"°/s. Az egyes enzimek bontasi sebessége ennek tébbszo-
rose lehet, igy a leghatékonyabb enzimek kozé tartoznak. A ciklodextrin-
glikoziltranszferaz hidrolizissebessége 3/s, ami a spontan hidrolizis sebesseé-
gének 10"°-szerese.



3. abra A (B/a)s hurok vazlatos szerkezete és az Aspergillus oryzae-bél izolalt
a-amilaz fehérje adatbazis alapjan készult haromdimenzids szerkezete
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4. abra A glikozilhidrolazok bontasi mechanizmusa kétlépcsés
atrendezddéssel, majd kovalens kotési intermedier képzédésével

IuC

Az altalanosan elfogadott elmélet szerint a bontas kétlépcsés atrendezé-
déssel torténik (4. abra). Az enzim aktiv centrumaban két katalitikus egység
helyezkedik el: a sav/bazis katalizator szerepét betdltd glutaminsav és a
nukleofil agenskéent mikodé aszpartat. A bontas a kdvetkezd 6t Ieépeésbdl all:

1. A szubsztratot az enzim aktiv centruma megkdti. A glutaminsav a

glikozidkotésben levd oxigénnek, vagyis a két gluk6zmolekulat 0ssze-
koté oxigénnek egy protont ad at. Ezt kdveti az aszpartat nukleofil ta-
madasa a glukézoldallanc C1 szénatomjan.



2. Az oxo-karbonium-ionszerl atmeneti allapotban egy kovalens kotésu
intermedier vegyulet keletkezik.

3. A protonalt glukézmolekula elhagyja az aktiv centrumot, helyére egy
viz vagy egy Uj glukézmolekula lép be. Az aktiv centrumot elhagyo pro-
tonalt glukéz megtamadja a glukdzoldallanc és az aszpartat kozotti ko-
valens kotést.

4. Ismét létrejon az oxo-karbonium-ionszerl atmeneti allapot.

5. A bazisos glutamat katalizator az aktiv centrumba belépett viz- vagy uj
glukézmolekulatdl egy hidrogént vesz at, a viz- vagy glukézmolekula
oxigénje belép a glukézmolekula és aszpartat kozotti oxo-karbonium-
kotésbe. Ezutan vagy egy Uj hidroxilcsoport jon létre a glukdzoldallanc
C1 szénatomjan (hidrolizis) vagy Uj glikozidkotés létesul (transzglikozi-
lalas).

A legujabb vizsgalatokkal sikerult igazolni az intermedier vegyulet és az

enzim kozotti kovalens koteést.

A kétlépcs6s mechanizmusban a négy jellemz6 aminosav-tartomanynak
fontos szerepe van a szubsztrat szerkezetének modositasaban, a szubsztrat
aktiv centrumon bellli pozicionalasaban, a nukleofil megfelel6 helyzetének
biztositasaban, az atmeneti allapot stabilizalasban és a szubsztrat elektromos
toltésének modositasaban.

Az ismert négy jellemzd aminosav-tartomany mellett tobb a-amilazban
egy tovabbi 6todik tartomanyt is kimutattak, amelyben igazolhaté az aszpartat
jelenléte. Az aszpartatnak fontos szerepe van a Ca-ionnal képzett ligan-
dumban.

Az egyes aminosav-tartomanyok szerkezete
és funkcidja

Az a-amildzok kozos jellemzbje, hogy mindegyik azonos mechanizmus
szerint mikodik. Ugyanakkor szubsztratspecificitasuk eltérd, és a bontas so-
ran mas-mas vegtermék keletkezik. A jelenség az aktiv centrum korul elhe-
lyezkedd kulonbozé csoportok vagy a kulonleges cukormegkotd helyek hata-
saval all kapcsolatban (1. tablazat).

Az A-tartomany minden a-amilazban megtalalhatd, és nyolc parhuzamos,
teliesen szimmetrikus fehérjefonalbdl all, amelyek a nyolc a-hélixbdl képzett
hurok korul helyezkednek el. A bontasban és a szubsztratmegkotésben meg-
hatarozé szerepet jatszoé jellegzetes aminosavcsoportok a [-fonal C-
végcsoportjain hurkot képeznek. Mivel a (B/a)g hurkot elészor a csirkeizom
tridzfoszfat-izomerazban (TIM) mutattak ki, ezért TIM huroknak is szoktak ne-
vezni. Ugyancsak minden a-amilazban megtalalhaté a B-tartomany, amely
44-133 aminosavat tartaimaz és a Ca®'-, ill. szubsztratmegkétésben jatszik
szerepet.



1. tablazat

A glukdztartalmu szubsztratot bont6 a-amilazok, EC szamuk, felderitett jel-

lemzd tartomanyaik és szubsztratjuk

Enzim neve EC szama Jellemzo6 tartomany Szubsztrat
Amiloszacharaz 2414 szacharoz
Szacharaz-foszforilaz 2417 szacharoz
Glukanbont6 enzim 241.18 AB.F keményitd, glikogén
Ciklodextrin- 24119 A,B,C,DE keményit6
glikoziltranszferaz
Amilomaltaz 2.4.1.25 A,B1,B2 keményté, glikogén
Maltopentadzt képzé 3.2.1.- A B, I kemeényité
amilaz
a-Amilaz 3.2.1.1 AB,C keményit6
Oligo-1,6-glukozidaz 3.2.1.10 AB amilopektin
a-Glukozidaz 3.2.1.20 keményit6
Amilopullulanaz 3.2.1.41 vagy A,B,H,G,I pullulan
3.211
Ciklomaltodextrinaz 3.2.1.54 AB ciklodextrin
Izopullulanaz 3.2.1.57 pullulan
Izoamilaz 3.2.1.68 AB,F,7 amilopektin
Maltotetradz-képz6 3.2.1.60 AB,CE keményit6
amilaz
Glikodextranaz 3.2.1.70 keményitd
Trehal6z-6-foszfat- 3.2.1.93 trehal6z
hidrolaz
Maltohexadz-képzd 3.2.1.98 keményitd
amilaz
Maltogén amilaz 3.2.1.133 A,B,C,D,E keményitd
Neopullulanaz 3.2.1.135 AB,G pullulan
Malto-oligozil-trehalaz- 3.2.1.141 trehaléz
hidrolaz
Malto-oligozil-trehalaz- 5.4.99.15 maltéz

szintetaz

A kulonbozdé a-amilazokban az A- és B-tartomanyok mellett tovabbi
aminosavegységeket azonositottak. Egyébként az A-tartomany szamtalan,
bels6 a,1-6 glikozidkotést bontd enzimben is el6fordul. A C—I-tartomany sze-
repe meg tisztazatlan, valészinilleg az enzimaktivitas kialakulasaban jatszik
szerepet. A ciklodextrin-glikoziltranszferaz vizsgalatakor a C-tartomanyban




megtalaltak azt a maltdézkotdé helyet, ahol a bontatlan keményité az enzimmel
kapcsolodik  Ossze. A  maltogén a-amilaz és a  ciklodextrin-
glikoziltranszferazban a C-tartomanyt egy D-tartomany koveti, amelynek sze-
repe meg ugyancsak tisztazatlan. A bontatlan keményitékotd helyet, az E-
tartomanyt ugyancsak tobb a-amilazban megtalaltak. Az emlitett jellemzd tar-
tomanyok mellett a N-terminalison tovabbi olyan F-, H- vagy G-vel jelolt egy-
ségek is el6fordulnak, amelyek részben a keményitémolekulan belll bonta-
nak, részben az a,1-6 glikozidkotést hasitjak.

Az a-amilazok ipari alkalmazasa
Gllikoz és fruktoz elballitasa keményitdbol

A keményitbiparban a nagyluzemi modszerek az 1900-as évek kdOzepén
indultak meg. A keményitéfeldolgozas els6 Iépése a keményitd kinyerése. A
novenyi részek a kemeényitd mellett cukrokat, pentézokat, rostokat, fehérjét,
aminosavakat és lipideket tartalmaznak. A burgonyakeményité atlagos 6sz-
szetétele a kdvetkezd: 78% viz, 3% fehérje és aminosav, 0,1% lipid, 1% rost
és 17% keményit6. 1811-ben a német Kirchhoff tudés fedezte fel, hogy ha a
vizes keményit0szuszpenziot hig savval kezelik, édes szirupot lehet el6allita-
goztak Ki.

Az 1921-ben bevezetett szakaszos technoldgia elsé Iépése a vizes
keményitészuszpenzid készitése volt. Ezutan az amilézt és amilopektint me-
legitéssel kioldottak a granulatumbdl. A keményitétartalmu oldatot a hidrolizis
mértékétdl fliggden kuldnbdzé ideig kezelték savval. Késébb a melegités he-
lyett kbzvetlen gézbevezetést alkalmaztak, és nyomas alatt, folytonos keverés
kozben melegitették fel a szuszpenziot 100-175 °C-ra. Ezzel a modszerrel a
szuszpenzid néhany masodperc alatt elérte a kivant hémérsékletet, az enzi-
mes bontasra a hidrolizalé reaktorban kerult sor. A kozvetlen gbzbevezetés
elésegitette a keményitészemcsék jobb feltarasat, és ezaltal kdbnnyebbé valt a
diszpergalas. A nem héérzékeny enzimet mar felmelegités el6tt bekeverték a
szuszpenzioba. A nagyuzemi médszert az 1950-es évek 6ta alkalmazzak.

A keményitészirup édessége a hidrolizisfokkal szabalyozhat6. A teljes
hidrolizis alkalmaval csak glukoz vagy dextr6z keletkezik. A szirup dextroz-
tartalmat dextréz egyenértékben, DE-ben adjak meg. A DE a szirup redukalo-
képessége szarazanyagra vonatkoztatott glukozban kifejezve. Kiszamitasa a
kovetkezb keéplettel torténik:

DE =180/(162 x n + 18) x 100



ahol n az atlagos DP. A glukoz DE-értéke 100, a maltozé 53, a maltotriozé 36
és a keményit6é 0. Vagyis minél nagyobb a polimerizaciés fok, a DP, annal
alacsonyabb a DE-érték.

Id6kozben a savas hidrolizist felvaltotta az enzimes bontas, amelynél ha-
rom vagy négy kulonboz6 enzimet alkalmaznak. Az elsé Iépés a vizoldhato
rovid szénlancu dextrinek elfolyositasa. A 30-35% szarazanyag-tartalmu
szuszpenzid pH-jat 6-ra allitjak be, ezutan hozzaadjak az a-amilazt. A kdzvet-
len g6zbevezetésl reaktorban 90 percig 95-105 °C-on tartjak a szuszpenziot,
100 °C feletti hdmérsékleten j6 hatasfokkal tavolithaté el a keményité-lipid
komplex. El6szor a Bacillus amiloliquefaciens baktérium torzsbdl izolalt a-
amilazzal végezték a bontast, majd a Bacillus stearothermophilus vagy
Bacillus licheniformis baktériumtorzsekbdl izolalt a-amilazt alkalmaztak. A DE-
erték az inkubalasi idével és az alkalmazott enzim mennyiségével szabalyoz-
haté. Ha a hidrolizatumbdl glukézt akarnak eldallitani, akkor a hidrolizatum
DE-értékét 8—10-re allitjak be.

Az enzimes hidrolizisnél alkalmazott a-amilazok nem mutatnak aktivitast
pH 5,9 érték alatt és magas hémérseékleten. A szuszpenzié pH-jat natronlug-
gal 6-ra allitjak be, ezenkiviil még Ca**-ionok is szilkségesek az enzim miiké-
déséhez. Az utdbbi idében vizsgalt Pyrococcus furiosus baktériumbdl izolalt
extracellularis enzim fémionok tavollétében magas, 130 °C feletti hémérsék-
leten is meg6rizte aktivitasat. Szubsztratspecificitasa és a bontaskor keletkezé
termék tekintetében a keményitSiparban jol hasznosithato.

A kemeényitbhidrolizatumbdl cukrositassal allitjak el6 a nagy, 95% glukéz-
tartalmu glukozszirupot. A nem-redukald lancvégi a,1-4 kotések hasitasat az
Aspergillus niger torzsbdl izolalt exo-glukoamilazzal végzik. Az enzim pH-
optimuma 4,2 és 60 °C-on stabil. A keményitéhidrolizatum pH-jat s6savval
4,5-re allitjak be. A bontast a végterméktdl figgéen 60-62 °C-on 12—-96 éran
keresztul végzik. A glukoamilaz els6sorban az a,1-4 glikozidkotést hasitja,
emellett a maltodextrin a,1-6 glikozidkotését is lassan hidrolizalja, ennek ko-
vetkeztében folyamatosan né az izomaltéz koncentracidja. A megoldast az
a,1-6 kotést hasitd pullulanaz alkalmazasa jelenti. A pullulandz és a
glukoamilaz hdémeérséklet- és pH-optimuma azonos. A nagy glukdztartaimu
(>95% glukdz) glukozszirup gazdasagos el6allitasanak egyik elbfeltétele a
nagy szarazanyag-tartalom, kuldnben a glukoamilaz nagy glukdztartalom
esetén a reakciot az ellenkez iranyaba tolja el, ekkor maltéz és izomaltdéz
keletkezik. Az enzimek mennyiségének és aranyanak megvalasztasaval, az
inkubalas idejének és hdmérseékletének helyes kombinacidjaval jol kézben
tarthato a technologia.

A fruktézszirupot a glukozszirup konverzidjaval allitjak eld. A fruktdéz a
glukoz izomerje, és édesitdé hatasa kozel kétszerese a glukdézénak.A konver-
ziot D-xil6z-ketol-izomerazzal (EC 5.3.1.5), ismertebb nevén
glukozizomerazzal végzik. A tdomény glukozszirupot el6szor finomitjak, aktiv
szénen szdlrik, tobb mint 40% szarazanyag-tartalomra sritik, a pH-jat 7-8-ra



allitiak be. A folyamatos eljarasnal a glikozszirupot glikézizomerazzal toltott
oszlopon engedik at. A fruktdzszirup maximalis fruktoztartalma kb. 55%.

A glukéz- és fruktdzszirup, valamint a kristalyos cukor el6allitasanak
vazlatos folyamatabrajat az 5. abra mutatja be.

cseppfolydsitas
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KEMENYITO

) ‘ \ héstabil ciklodextrin-
héstabil a-amilaz glikoziltranszferaz

DEXTRIN CIKLODEXTRIN

elaaazo + linearis oliaoszacharidok

gombaeredet(i o-amilaz amilogliikozidaz, pullulalaz pullulanaz, p-amilaz
MALTOZ, MALTOTRIOZ GLUKOZ, NAGY MALTOZ, NAGY

GLUKOZTARTALMU SZIRUP ~ MALTOZTARTALMU SZIRUP

N

glikozizomeraz kristalyositas
FRUKTOZSZIRUP KRISTALYOS CUKOR

5. abra A keményité ciklodextrinné, maltodextrinne, glukdz- vagy

fruktozsziruppa valé ipari feldolgozasanak attekintése

Sutdipari alkalmazas

A keményitd és modositott keményitd egyik legnagyobb felhasznaléja a
sutéipar. A kenyértészta alapanyagait, a lisztet, vizet, élesztét, sot és az ada-
lekanyagot el6szor alaposan Osszekeverik. A liszt féleg glutént, keményitét,
nem keményitébdl szarmazd poliszacharidokat és lipideket tartalmaz. A tész



takészités kovetkez6 fazisaban az éleszt6 elkezd dolgozni, ezalatt az élesztd
megerjeszti a cukrokat alkohol- és szén-dioxid-keletkezés kdzben, amitdl a
tészta megkel. A liszt sérult keményitészemcséinek lebontasat kismolekulaju
dextrinekre, amelyeket az élesztd tovabb tud bontani, amilaz hozzaadassal
segitik el6. A malata vagy gombaeredetl a-amilaz hatasara megné a tészta
térfogata, és javul a bélzet texturaja, rugalmassaga.

Miutan a tészta megkelt, megsutik. Amint a megsult kenyeret kiveszik a
kemenceébdl, szamtalan, a kenyér minéségromlasat el6idéz6 valtozas indul
meg. Ezek kozé tartozik a bélzet j6l ismert megkeményedése, a héj ropogos-
saganak csoOkkenése, a nedvesseégtartalom csokkenése és az illat fokozatos
elvesztése. Mindezeket a valtozasokat, amelyek a tarolas soran tovabb foly-
tatédnak, Osszefoglaléan o6regedésnek nevezik. A kenyéroregedés egyik f6
eléidézbje a kemeényit6, elsésorban az amilopektin retrogradacidéja. A kenyér
és peksutemények oregedése komoly gazdasagi kart jelent nemcsak a suté-
iparnak, hanem az egész nemzetgazdasagnak. Amerikaban évente 1 Mrd
USD-re becsiulik az okozott kar nagysagat.

Az Oregedés késleltetésére, a bélzetallomany javitasara, a sutdipari ter-
meékek térfogatanak és aromajanak javitasara kulonbozé sutbipari adalékokat
hasznalnak. Ezek kdzé kulonbozd vegyszerek, kis molekulatomegl cukrok,
enzimek és ezek kombinacioi tartoznak. A legismertebbek a tejpor, glutén,
emulgealdszerek (mono- és digliceridek, cukorészterek, lecitin stb.), granulalt
zsir, oxidaloszerek (aszkorbinsav vagy kalium-bromat), cisztein, cukrok és
sok.

A biotechnolégia rohamos fejl6édése lehetévé tette specialis, sutdipari
célu enzimek kifejlesztését. Az enzimek alkalmazasa azzal az el6énnyel jar,
hogy mivel természetes anyagok, a fogyasztok nem idegenkednek téle, és
inkabb elfogadjak, mint a kilonb6zd vegyi adalékokat. A sutdiparban haszna-
latos enzimek két csoportba sorolhatdk: az egyikbe a keményitbbonté enzi-
mek, a masikba az egyéb enzimkészitmények tartoznak. A keményitébonto
enzimek kozul az a-amilazokat, az elagazast létrehozo, ill. bontd enzimeket,
maltogén amildzokat, B-amildzokat és az amiloglukozidazokat érdemes meg-
emliteni. A masik csoportba, pl. a glukézoxidaz, hemicellulaz, lipaz, proteaz és
xilanaz tartozik.

A kenyértészta készitésekor eredetileg azért hasznaltak a-amilazt, mert
segitségével tudtak fermentalhaté bomlastermékeket eléallitani. Alkalmaza-
sukkal egyuttal sikerult az oregedést késleltetni, és a bélzet rugalmassagat
megobrizni. Felhasznalasuknal azonban kilénds gondot kell forditani a pontos
adagolasra, mivel mar csekély tuladagolasuk ragadds, gumiszer( tésztat
eredményez, ugyanakkor az oregedés késleltetése csak 3—4 nap mulva je-
lentkezik. A ragaddssagot az a-amilaz hatasara keletkez6 elagazé szénlancu
DP 20-100 maltodextrin idézi el6. Valdszinlleg erre vezethetd vissza, hogy az
a-amilaz alkalmazasa nem terjedt el széles korben. A probléma elagazas-
bonté enzim, pl. pullulanaz adagolasaval csdkkenthetd, sét teljesen ki is ki



szObolhetd. JO eredményt értek el a két enzim — az a-amilaz és a héstabil
pullulanaz — kombinaciojaval. A pullulanaz viszonylag rovid id6 alatt
hidrolizalja az elagazé szerkezet(i maltodextrint, de az amilopektint nem bont-
ja.

A sitSipari termékek Oregedésgatliasaval folyd kisérletekben kilénbdzé
elagazast bontd enzimeket vizsgalnak. A vizsgalatok azt mutattak, hogy ezek
az enzimek elsésorban sutés alatt fejtik ki hatasukat, pl. megndvelik a termék
térfogatat. Rendszerint mas keményitébontd és az elébb felsorolt nem kemé-
nyitébonté enzimekkel kombinalva alkalmazzak 6ket.

A ciklodextrin-glikoziltranszferaz kedvez6 hatasa feltételezések szerint a
ciklodextrin-képz&désre vezethetd vissza. Az exoamilazok kozul a B-amilaz és
az amiloglukozidaz hasitja az amilopektin oldallancaban talalhaté maltozt vagy
glukézmolekulat. A kenyeéroregedés késleltetése azon alapul, hogy a két
exoamilaz szinergens hatasara csokken az amilopektin retrogradacioja, ezal-
tal megné a sutbipari termékek minéségmegérzési ideje.

A ragados, gumiszerl bélzet az a-amilaz-tuladagolas hatasara kovetke-
zik be, amit a bontas soran keletkezd elagazé szénlancu
maltooligoszacharidok idéznek el6. A jelenség kulonb6zé exoamilazok ada-
golasaval kikiszobodlheté. A jol bevalt exoamilaz, a maltogén amilaz hatasara
a maltooligoszaharidbdl 2-6 glukozegységbdél allé kulonféle linearis
oligoszacharidok, pl. maltéz, maltotriéz és maltotetradz keletkezik. A sutéipari
gyakorlatban a Bacillus stearothermophilus-bdl izolalt héstabil maltogén
amilaz hasznalata valt be. Bar az enzimre az exo-aktivitas jellemz6, némi
endo-aktivitassal is rendelkezik, de a sutés alatt kizardlag exo-aktivitast mutat.

Ciklodextrin/cikloamiloz eloallitasa

A ciklodextrinek 6,7 vagy 8 glukézegysegbdl allé, egymashoz a,1-4 ko-
téssel kapcsolodd ciklikus oligoszacharidok (a-, B- vagy y-ciklodextrin). A
glukézegységek elhelyezkedése olyan, hogy a gylri belseje felé hidroféb
(apolaros), kifelé pedig hidrofil jelleget mutat. Ez lehetévé teszi, hogy kulonbo-
z6 hidroféb vegyulletekkel komplexet képezzen. A komplexképz6 vegyulet
befogadasara alkalmas, kilonb6z6 méretli Ureggel rendelkezd ciklodextrinek
allithatdk el6. A komplexek tulajdonsagai eltérnek a komplexképzé molekula
eredeti fizikai és kémiai tulajdonsagaitdl, igy pl. fényalld, oxidaciéval szemben
ellenallé, jobban oldédé komplex vegyuletek allithatok el6. A
mikrokapszulazas szamtalan lehet6séget kinal a ciklodextrinek analitikai, me-
z6gazdasagi, biotechnoldgiai, gyogyszeripari, €élelmiszeripari és kozmetikai
alkalmazasara.

A ciklodextrinek ipari méretl elballitasanak elsé Iépése a kemeényitd
héstabil a-amilazzal végzett elfolydsitasa, majd a hidrolizatumot a Bacillus
macerans baktériumbal izolalt ciklodextrin-glikoziltranszferazzal ciklizaljak. Mi-
vel a ciklodextrin-glikoziltranszferaz héérzékeny, a ciklizalas az elfolydsitasnal



alacsonyabb h&mérsékleten végezhetd. Mar folynak a kisérletek héstabil
ciklodextrin-glikoziltranszferaz elballitasaval, amelyre a Thermoanaerobacter
torzs tlnik alkalmasnak, pl. a Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes és
az Anaerobranca bogoriae.

A jelenleg alkalmazott technologiaval kulonbozé ciklodextrinek keveréke
allithato eld, amelyeket ezutan tisztitani és finomitani kell. Az egyik tisztitasi
modszer a frakcionalt kristalyositas. A viszonylag rosszul oldodd -
ciklodextrint kikristalyositjak, majd szerves olddszerrel szeletiven komplexbe
viszik. A modszernek tobb hatranya van, tobbek kozott az, hogy a toxikus,
tlzveszélyes, szerves oldoszert regeneralni kell. A draga eléallitas miatt tobb
alkalmazasi terulet nem jon szbdba, a szerves oldoszer alkalmazasa miatt pe-
dig emberi fogyasztasra alkalmatlan.

A ciklodextrin-glikoziltranszferaz lehetéséget nyujt 0j glikozilalt vegyuletek
el6allitasara. Az egyik kereskedelmi forgalomban lev6 kivalo édesité hatasu
édesitészer elballitasanal mar sikerrel alkalmazzak. Az édesitészer alapanya-
gat a steviozidot a Stevia rebaudania ndvény levelébdl nyerik ki, glikozilalassal
eredményesen csOkkenthet6 a keserl iz és javithato az oldhatosaga.

A keményit6bdl még egy ciklikus termék allithatd el6, a cikloamildéz. A
nagymolekulaju ciklikus glukan (DP >20) antiparalell hélixekbél all. A gydriben
levé Ureg atmérdje nagyjabdl megegyezik az a-cilodextrinével. A
ciklodextrinek eldallitasaval Osszehasonlitva a cikloamiléz valamennyi o-
amilazhoz tartozé transzglikozilalo enzimmel eléallithatd. A két ciklikus ve-
gyulet képzddése abban kulonbdzik, hogy mig a ciklodextrinek intramolekula-
ris transzglikozilacié révén, addig a nagy cikloamiléz molekula intermolekularis
transzglikozilacio révén keletkezik. Cikloamilézt a nagy molekulatdmeg
ségl enzimmel lehet el6allitani. Vagyis a bontas a korlatozott mennyiségben
jelen levé szubsztrat altal iranyitott mechanizmus szerint megy végbe. lpari
méretl elballitasara még nem kerult sor.

Vegyes alkalmazasok

Az a-amilazokat a keményité cukrositasa vagy cseppfolydsitasa mellett a
textiliparban, az élelmiszeriparban és a takarmany-el6allitasban is alkalmaz-
zak (2. tablazat). A textiliparban a textilszalak méretre vagasanal a szalak
megfeleld merevségét a keményitébdl enzimes bontassal nyert viszkézus ol-
dattal érik el. Az élelmiszeriparban sorok és gyumolcslevek deritésénél alkal-
mazzak. Az allati takarmanyok emészthetésége a-amilazzal javithaté. Ujab-
ban nagy mennyiségben hasznaljak moso- és mosogatoszerek adalékanya-
gaként. A fogyasztok egyre szivesebben alkalmaznak alacsonyabb mosasi és
mosogatasi hémérseékletet. A kemeényitd eltavolitdsa alacsony hémeérsékleten
kevésbé eredményes, dsszehasonlitva a magas hémeérséklet tisztitdé hatasa-
val. Ez a probléma enzim alkalmazasaval megoldhatd, mivel az a-amilaz-



tartalmu mosé- és mosogatoszerek alacsony hémeérsékleten és lugos kdzeg-
ben is j6 hatasfokkal tisztitanak.

Gyakorlati szempontbdl két enzimrél nem esett szé: az amilomaltazrol és
az elagazast bonté enzimekrdl. Bar tobb szabadalom targyat képezik ezek az
enzimek, gyakorlati bevezetésukre els6sorban hdérzékenyseguk miatt nem
keriilt sor. Ujdonsagnak szamitanak a nagy héallésagu Thermus thermophilus
baktériumbdl izolalt amilomaltazzal folyé kisérletek, amikor héreverzibilis ke-
menyit6 gélt allitottak el6. Mint ismeretes a kezeletlen keményité retrogradacio
utan nem vihet6 ismét oldatba. Amennyiben a kemeényit6t el6zetesen amilo-
maltazzal kezelik, horeverzibilis gélt lehet el6allitani, amely tobbszori felmele-
gités és leh(tés utan is oldatba vihetd. Viselkedése nagymértékben hasonlit a
zselatinéhoz.

2. tablazat
Az a-amilazok fébb alkalmazasi teruletei

Felhasznalasi teriilet Enzimek

Keményité elfolydsitasa a-amilaz

Keményit6 elcukrositasa amiloglikozidaz, pullulanaz, maltogén a-
amilaz, a-amilaz, izoamilaz

Moso- és mosogatdszerek, sér- és uditéital- | a-amilaz

iparban deritéshez, sutbipar, takarmany-

emészthetdség javitasa, textilipar, szennyviz-

kezelés

Ciklodextrin-gyartas ciklodextrin-glikoziltranszferaz

Héstabil keményitd gél amilomaltaz

Cikloamiloz amilomaltaz, elagazast bonté enzimek,
ciklodextrin-glikoziltranszferaz

Enzimtervezés

Az ipari alkalmazasoknal szokasos gyartasi korulmények, kulonosen a
hémeérséklet és pH vonatkozasaban, az enzimek szempontjabdl szélséséges
igénybevételt jelentenek. A fejlesztések arra iranyulnak, hogy lehetéleg egyes,
speciadlis igényeknek megfelel6 enzimeket allitsanak el6. A kisérletek tdbb
iranyban folynak. Egyik ut a széls6séges korulmények kozott, mint pl. héfor-
rasokban, kulonboz6 sos tavakban él6 baktériumok felkutatasa. A kutatasok
eredményesek voltak, amit a szép szamban benyujtott szabadalmak bizonyi-
tanak. Ezek kozé tartozik a Fervidobacterium pennavorans-baol izolalt héstabil
pullulanaz, vagy a Pyrococcus woesei-b6l izolalt a-amilaz. Annak ellenére,
hogy hdstabilitdsuk sokkal kedvezébb a jelenleg alkalmazott enzimekénél,
gyakorlati bevezetésukre maig nem kerult sor. Ennek tobb, részben gazdasagi
oka van. Rendszerint csak nagy szarazanyag-tartalmu (>30%) keményitéol




datban mutatnak optimalis aktivitast, vagy a fermentaciéo masik végtermékére,
pl. a fehérjére gyenge a kihozatal. Ezeknek a kovetelményeknek az ujonnan
vizsgalt a-amilazok nem tesznek eleget.

Masik lehetéség degeneralt PCR (polimeraz lancreakcid) primerek elbal-
litdsa az enzimekre jellemzé nukleotid- vagy aminosav-szekvencia segitségé-
vel. A primerekkel atvizsgaljak a mikrobak genomjat, és megallapitjak, hogy
rendelkezik-e a szdban forgd mikroorganizmus az enzim eléallitasahoz szuk-
séges génkészlettel. Ezzel a modszerrel valasztottak ki két hdstabil izoamilazt
termeld Sulfolobus torzset és a Rhodothermus marinust.

A harmadik, egyben legigéretesebb megoldasnak az enzimek tervezése
tinik, ami egyben gazdasagos is. EQy meghatarozott funkciéért felelés tarto-
many kivalasztasa két homoldég enzimbdl nyert hibrid segitségével torténik
vagy az aminosav-szekvenciak oOsszehasonlitasaval. A vizsgalatot a B.
licheniformis és B.amyloliquefaciens torzsekbdl izolalt a-amilaz hibriddel ve-
gezték el, és meghataroztak a héstabilitasért felelés aminosav-tartomanyokat.
Egy masik vizsgalattal igazoltak, hogy a B. licheniformis-bdl izolalt a-amilaz
héstabilitasaban a 34-76, a 112-142, a 174-179 és a 263-276 aminosav-
tartomanyok jatszanak szerepet. Egy masik kisérletben a kulonb6zé o-
amilazok aktiv centrumait és a korulotte elhelyezkedd csoportokat vizsgaltak
két, kdzepes és magas hémérsékleten. igy beazonositottak a B. licheniformis
a-amilaz kozepes hémérsekleten mutatott aktivitasaeért felelés tartomanyokat.
A korabbi vizsgalatokban meghatarozott aminosav-tartomanyok mellett tovab-
bi tartomanyok szerepét tisztaztak. Ezek a 181-195, 141-149, 456—463. Iga-
zoltak a 311, 346, 385 helyzet(i aminosavak szerepét. A felsorolt helyeken be-
kdvetkezd mutaciok/valtozasok kdvetkeztében Ca?*-ionok jelenlétében is nd
az enzim stabilitasa 8-10,5 pH-tartomanyban, ill. 30—40 °C-on nagyobb a faj-
lagos aktivitasuk.

Az aminosavak kicserélésével végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a
hurokban talalhat6 tartomanyokba bevitt prolin altalaban javitja a fehérjék sta-
bilitasat. Ezt igazolta az a tapasztalat, amikor az egyik lugos kdzeget kedvel6
Bacillus t6rzsbdl izolalt a-amilazban prolinnal helyettesitették a 124-es hely-
zetl arginint. Ezzel jelentésen nétt az enzim stabilitasa. A diszulfidkdtések
ugyancsak stabilizaljak az enzimeket.

A moso- és tisztitdszerek oxidald komponenseivel szemben egyes ami-
nosavak, pl. metionin, triptofan, cisztein és hisztidin érzékenyek. Ha az enzim-
ben sikerul ezeket az aminosavakat oxidaciora nem érzékeny tirozinra kicse-
rélni, akkor az enzim a fehérité adalékok, persavak vagy kléraminok jelenlét-
ében is meglrzi aktivitasat. Az a-amilaz-tervezés egyik f6 célkitlizése a szél-
s6séges pH-tartomanyban is megfeleld aktivitassal rendelkezé enzimek kifej-
lesztése.

A PCR technika alkalmazasanak elsédleges célja az a-amilaz keményi-
tébontd enzimek nemrégen megismert szerkezet—funkcié O0sszefuggéseinek
felhasznalasa. A PCR technikat eddig a ciklodextrin-glikoziltranszferaz és a



maltogén a-amilaz fehérjeoldallanc mutagenezisében alkalmaztak. A
maltogén a-amilaz haromdimenzios szerkezetét fehérjekristalyositassal és
rontgenkrisztallografiai vizsgalatokkal sikerult felderiteni. Ezek az adatok nagy
segitseget jelentenek az aktiv centrumban és az a korul elhelyezkedd kulon-
boz6 aminosavak, valamint a szubsztrat, ill. végtermék kozotti kotések vizs-
galataban.

Osszefoglalas

Az a-amilaz enzimek kozos jellemzdje, hogy az egymashoz a,1-1, a,1-4
vagy a,1-6 glikozidkotéssel kapcsolodd glukdzegységeket hasitja. A sok azo-
nos tulajdonsag ellenére a csoportban mintegy 21 kilénbdzé enzimfajta tarto-
zik. A f6 kuldnbség az aktiv centrum szerkezetében és az enzimmolekula al-
talanos szerkezetében mutathatd ki. Az enzimeken belll két alcsoport kilon-
boztethetd meg: a keményitbhidrolizalo és a keménytémodosito, ill.
transzglikozilald enzimek. A keményitémodositd enzimek kozul egyedul a
ciklodextrin-glikoziltranszferaz terjedt el széles korben. EIs6 helyen a
keményitéhidrolizatum elcukrositasat és a nem élelmiszeripari alkalmazast
kell megemliteni.

(Haidekker Borbala)
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