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Enzimoldgia
Hemicellulaz enzimek

Fehér Csaba

i Mlszaki és 3 anyi Egyetem
Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudoményi Tanszék

Hemicelluldz felépitése
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Lignocelluléz felépitése

Plant cell wall o Cellulose
W b

Hemicelluloses
(mainly xylan)

Lignin
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Hemicelluldz felépitése

OH a és B anomerek,
H oH pirandz, furanéz; kotések
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Lignocelluldz felépitése

Celluloz:

Plant Cell Wall " o

linearis homopolimer (B-D-gliikdz
egységek) DP= 2-20 ezer, hidrogén
hidak, mikrofibrillumok, kristalyos
szerkezet)

Lignin:

komplex makromolekula, aromas

vegyiiletek (gvajakol, fahéjalkohol
stb), ellenallésag

Hemicelluloz:

heteropolimer (C5, C6), DP=2-3 szdz,
eldgazasos, amorf szerkezet,
Ligninnel kovalensen, cellulézzal
féként H-hidak altal kapcsolodik.

Hemicellulose

Hemicelluldz felépitése
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Hemicelluléz felépitése

A felépitd molekuldk és azok arénya alapjan nagyon eltéréek lehetnek. Fiigg a névény fajtajatdl és
a novényi résztdl is.

Hemicelluléz kb. 15-35%-at teszi ki a szarazfoldi névényeknek (sza yagra tekintve)

Homoxilan (dohany szar, eszparté fii, tengeri fi, tengeri alga)
Glitkomannan, gliikuronoxilan (keményfa)

" . L ilén (puhafa)
Arabinoxilan, gliikuronoarabinoxilan (gabonafélék, fiivek)

Hemicelluléz oldatba vitele savas hidrolizissel, vagy enzimesen.

Enzmoga - Hemicaluazok

Hemicellulazok

GH és CE

Endo-1,4-B-xilanaz (EC.3.2.1.8)
B-D-Xilozidaz (EC 3.2.1.37)
o-glitkuronidaz (EC 3.2.1.139)

o-L-arabinofuranozidaz (EC 3.2.1.55)
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oH |

Endo-xylanases

galaktozidaz, mannozidaz, glikozidaz) "=

Acetilxilan észteraz (EC 3.1.1.72)

on  Galacto-glucomannan

Ferulsav/p-Kumarsav észteraz (EC 3.1.1.73) &}
Ho- ) ocGalactosiaase
Xyloblose 0 cetyl.ma [ —
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“Enzmokoga - Hemicolluiazok O fmannosidases

P-Glucosidases

Hemicelluléz felépitése

Galactoglucomannans in Softwood
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Arabinoglucuronoxylan in Softwood

Enamog — Hemicelulazk

Hemicellulazok

A hemicellulazokat az aminosav szekvencidjuk, a térszerkezetiik és a hatdsmechanizmusuk alapjan
kilonb6z6 Glikozid Hidroldz csaladokba soroljak.

www.cazy.org (Carbohydrate-Active enZYmes Database)

(Egyes csaladokon beliil nagyon eltérd szubsztrat/régid specificitdsok, pH hémérsékleti optimumok)
Felépitésiik: Katalitikus domén (CD), szubsztrat kot6 domén (CBD), Gsszekdtd peptid (linker).
domén struktarak (3. szerkezet): (a/B)8 hordd (TIM), B-propeller, B-szendvics, a/B szendvics...

Enzmologia - Hemicollulazok

Hemicelluldz felépitése

Wood | Hemicelinlose | Amount Composition DP
fype (*son
wood) Uniits Molar | Linkage
ranos
SW | Galacte- 58 3 T=4 T g
elucomanman 1|1
- 1 16
1
(Galacio)- (L=t T [1s4 |
glucomannan 1| 14
01 | 146
Asbino- 10 W | 1=3 | 100
slicuonoxylan 122
13
13
W Glucuronosylan | 15-30 o D
Glucomaman 25 - :‘: 200

The Major Hesmcellulose Compenents. in Softwood and Hasdwoed.

Hemicellulazok

A specificitast az aktiv hely topologidja meghatarozza:

Endo-enzimek: mindkét végén nyitott rés (cleft)

Exo-enzimek: Egyik végén zart hasadék/csatorna (groove)

Elagazasokat bontd enzimek (exo): Zseb (pocket)

Szinergizmus (egymas hatasat el@segitik a komplex szerkezet hidrolizise soran)

Sokféle enzim egyiittes jelenléte sziikséges.

Polimer hidrolizise: anomer szén konfiguracidjanak megvaltoztatasaval (inverting) vagy

megtartasaval (retaining)

Enzmologi - Hemicallulazok
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Hemicellulazok mUkddése

Retaining

H
“fé\ﬂ — 0w Hom  Kétlépéses nukleofil
szubsztitdcié

Aktiv centrumban: 2

glutamét (vagy asp.)
- 0

Inverting

Egylépéses nukleofil
e H szubsztittizcd

I Miért fontos?
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Endo-1,4-B-Xilanazok
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Hemicelluldzok osztalyozasa

data related o the 1

Enzyme Abbreviation ECactivities Mechanism CAzy family GH clan Fold
endo-14-f-xylanase (xylanase) Xyn 3218 Retaining GHS A (Bles
aH10 A
a1l c Bjelly rol
Inverting aH M (Bleds
exo-1.4-B-xylosidase (B-xylosidase) Xyt 32137 Retaining aH3 Unk (Bles
aH30 A (Bleds
aH39 A (Bleds
cHs2 Unk Unk
GH54 Unk Bjelly roll
GH116 Unk nl
Inverting cHa E 5-fold B-propeller
Unk GH120 Unk Unk
Lanbinofuranosidas (arabinoxylan AT (AXH) 32155 Retaining H3 Unk (Blogs
arabinofuranohydrolases) GH 51 A (Blads
GH354. Unk B elly rol
Inverting GH42 F 5-fold B-propeller
Unk GHEZ Uk Unk
Feruloyl esterases Fae 31173 na 1 n (cyBferysandwich

Unl: not known, na: not applicable.

Enamog — Hemicelulazk

a-Gliikuronozidazok

Legtﬁb terminalis (nem alo) glui képes i xilo-oligomerekrl. (GH11
termékeken nem képes hatni)
GH 67

Acetil csoportok (kézeli) jelenléte nagymértékben gatolja az aktivitas.

Mély, zseb alaki aktiv hellyel rendelkezik = csak a termindlis helyzetben 1évé gliikoronsavat képes
hidrolizalni.

Az a-glitkuronidazok tébbsége a sejtfal bontasa soran az endo-xilanazok utan kapcsolédik be, azok
termékeit tamadja.

e

[

Enzmologia - Hemicollulazok

Xilan Iéc h asa: xilo-oligomerek keletkeznek.

GH: 5,7, 8, 10, 11, 43. GH 10,11 - retaining,

GH 10 — alt 30 kDa-nal nagyobb katalitikus domén, (a/B)8 hordd
GH11 kisebb katalitikus domén, Béta hordd (B jelly roll)

Elagazasos xilanon nem random maddon torténik a hasitas. A szubsztituensek,
elhelyezkedése, tipusa és szama nagyban befolyasolja xildn alaplanc hidrolizisét.

GHIDsubstss 3 3

Hydrolysis

T
-2 -1 +1 +2 +3 +4

«—HNonreducing Aeducing—

GHIT subsitos

| TR pTe——
[ widsdsiugn

Enamo6ga - Hemicealulazk

B-Xilozidaz

o
Xilan-1,4-B-xilozidaz
GH 3, 39, 43, 52, 54 (GH 43 — inverzid)

Xiléz monomerek felszabaditasa: Xilobidz, révid xilo-oligoszaccharidok (XOS) — nem redukalé végrél
Endo-xilanazok utan lépnek akcioba.

Lignocelluléz enzimatikus bontasa soran fontos szerepe van, mert a XOS inhibedlja a cellulazokat.

03 oyl
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a-L-arabinofuranozidazok

Arabinanazok (endo/exo 1,5 kétést), arabinofuranozidazok (1,2; 1,3; 1,5 kétés, terminalis, nem
redukald végrél, elagazasokat) HO,

4-0-metil-a-D-glikuronsay

GH3, GH43, GH51, GH54, GH62
3, 51, 54 —retaining, 43, 62 - inverting

Szinergizmus xilanazokkal
Ferulasay dimer

OH
H; C/(7
Enzimogi - Hemicellulazok 19
s .
Xilan észterazok
Acetil csoportok 02, 03 Ferulasav és p-k a 05 helyzetben az

Acetil csoportok nagyban befolyasoljak a GH aktivitisokat.

Ferulasav, p-Kumarsav — kovalens keresztkdtések a hemicelluldzon belill, ligninhez, fehérjékhez —
hemicelluldz bontast akadalyozzak

Acetil xilan észterdz CE 1-7, 12, 16. Ferulasav/kumarsav észterdz CE1. (szinergizmus)
CE4 kivételével mindenhol Ser-His-Asp(Glu) aktiv centrumban (hasonlé mint Ser protedzok)
Mechanizmus:

o o AT g S 7
b Bk O ﬁH"# g
X X L % X

a-L-arabinofuranozidazok

Nagyon valtozatosak szubsztrat specificitasuk tekintetében.
Csoportositas (milyen szubzstraton képes hatni)
ABFA — nem aktivak polimeren csak arabinoxilan-oligomereken (AXOS)
ABFB - aktiv polimer szubsztraton
AXH - specidlis aktivitds arabinoxila szemben ( inoxila i idazok)
AXHA - nincs aktivitas pNPA-val szemben
AXHB — aktiv pNPA-n és oligomer szubszttéton is
m/d — mono vagy diszubusztitudlt xilozrdl hasit
2/3/2,3 — 02, 03, vagy mindkét helyzetben 1év$ arabindzt szabadit fel
pl.: AXHA-m2,3 — arabinoxilan oligomerken (polimeren) hat, de nem bontja a pNPA-t. A

Enamog — Hemicelulazk

Szénhidrat kété domén szerepe

Nem csak a kapcsolédasban van szerepiik, hatéssal van a szubsztrét szerkezetére.

CBM15-xylopentaose

Fig. 11 Struckusal surface rendering of the Celloibriv japoricus
family 15 carbohydrate binding module (CBM) in compiex with
xylopentanse (PDB accession no. IGNY) (Srabo et al, 2001), The

sugar adopts a helical awhercin most

¥iop
of the 02 and O-3 hpdronyl groups point out mto sohation
suggesting that this CBM eould accommalate o highly dear
rated xylan chain_The anly exception & the fourth xylose residue

vhich makes hydrogen band contacts O-2and 03
ydroxyl groups to the protein

a-L-arabinofuranozidazok

®)

B subtilis AXH-m2,3 8. ruminantium SXA

CBM6-like

Ry,
f-Sandwich
Il loop .
p-Propeller p-Sandwich -Propeller

AXHB-m2,3; GH43
PNPA és vizoldhaté AX-n hat

B-Xilozidaz/a-arabinofuranozidaz, GH43

Xilooligoszacharidok, pNP-a-L-A, pNP-B-D-X,

Enzim mérndkség

Enamo6ga - Hemicealulazk 21

Hemicellulazok termelése

Hemicelluldzok termelése: fonalas gombak, baktériumok, élesztdk.

Megfelel§ enzimkoktél elGallitisa sziikséges.

Kiilonboz6 ,stratégiak”:

Trichodermak, Aspergillusok (aerob fonalas gombak) — sokféle enzimet termelnek extracellularisan.

Ezek szinergikusan hatva monoszacharidokat és diszacharidokat eredményeznek. Ezt veszi fel
mikroba. (de masok is)

Bacillus, Cellvibrio nemzetség tagjai — kisebb szamu, féként polimer bontd enzimet termelnek, mely
viszonylag nagy méretii oligocukrokat eredményeznek. Ezek hidrolizise sejten beliil, vagy a
sejtfalhoz rogzitett enzimekkel torténik.

Clostridia (anaerob baci) — cellulosome (xylanosome)

Ipari el6allitds: 80-90% szuszpenzidban (submerged culture), de lehet szilard fazisi fermentaciéval
is.

Enmolbga —Homicolazk T
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Hemicellulazok termelése

Cellulosomes
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Enzimoiga — HemicalulazoK

Bakteriumokbdl szarmazd

Hemicellulazok tulajdonsagai
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Hemicellulazok termelése

[ Enzymatic synthesis ]
. i Catabolite
Indugtion I :
' repression
xylosidase i
Xylobioss n ;
Xylotriose: '
Xylooligosaccharides Xylose Glucose.
Cytoplasm
Pemeases Plasma membrane
Yylobiose Glucose
Xylotriose
Xylooligosaccharides
3
Xylanase
Xylan
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Elesztékbdl szarmazo
Hemicelluldzok tulajdonsagai
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e 60 a0
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Fonalas gombakbdl szarmazé

Hemicellulazok tulajdonsagai
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el 2000
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Trermomyces ns @5 Wm0 © 33 3% om0 Lo
lamugione-S532
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Alkalmazasok

Hemicelluldzok (féként xilanézok) 1980as évek 6ta alkalmazzak. (Allati takarmanyok elGallitasa,
javitasa, élelmiszeripar, papir és textilipar)

Ipari hemicelluldz készitmények gyartasa: Japan, Németorszag, Finnorszag, frorszag, Dania,
Kanada, USA.

Leggyakrabban alkalmazott mikroorganizmusok: Aspergillus niger, Trichoderma (reesei) sp,
Humicola insolens. (de azért Bacik is — Bacillus subtilis, Streptomyces lividans)

Allati takarmanyok

Elelmiszeripar

Textilipar

Gydgyszeripar

Papiripar

Biofinomitas (olddszerek, édesitdk, platform-molekulak)

Enzmologia - Hemicallulazok
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Papiripar

Alkalmazasok

Kiésos voralstsk

)

Fa

Restnperda Liisi

Qe fizks)

Vielcknités  Sartis  Souitis
lirsiréselis

Enzmoga - Hemicaluazok

Papiripar
Alkalmazasok

Fig. 2A-D Scanning electron
micrographs of Eucalyptus

kraft pulp. A Untreated eucalyptus
kraft pulp showing

smooth surfaces on kraft pulp.

B Eucalyptus kraftpulp treated
with fanase from Straptomyces
5p.QG-11-3 showing

swelling and separation of pulp
microfibrils. C Eucalyptu

kraft pulp reated with xyanase
from Streptomyces sp. QG-11-3
followed by chemical reatment
with 4.5% CI2. D Growth of
Stroptomycessp. QG-11-3 on
eucalyptus kraft pulp fiber
showing extentof penetration

of organism myceliain the
eucalyptus.

Kkraft pulp.

Enzimolbga - Hemicollulazok
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Papiripar

Alkalmazasok

g,
B (4 D E
Mosds, majd s 3.c0
NaOH-+Na,S, eg?:é:;:; o, Fehérités (3 szakasz) 2
163°C, ~ 8 bar (vagy xlandz) 1. Gzon, CIO,
90-95% lignin,
hemicelluldz 2. NaOH, H,0,, O,
eltavolités
Enzimolégia ~ Hemicellulazok >

Alkalmazasok

Aliati takarfbshyokjavicssa’. W, §
(FCR - Feed conversion rate: elfogyasztott takarmany/ allati témeg gyarapodas)

Viszkozitas csokkentése - kdnnyebb felszivodas, nagyobb tapérték és energiatartalom, kisebb FCR
= jobb emészthetdség

Baromfik, gabona tap kezelve endo-xilanazzal (Acidothermus cellulotycus)
Sertés tenyésztés

F6ként kismalacok esetében, gabona-alapti tapok kiegészitése xilanazzal.
Vizsgalat: iriilék VFA és egyéb komponenseinek analizise.

NSP (non-starch polisaccharides —antinutrient hatas) méretének csokkentése, kisebb vizmegtartd
képesség> konnyebb emészthetdség.

Xilanaz kiegészités > a tragya P, N, Cu, Zn tartalma csokken

(dllatnak is jo és kdrnyezeti szempontbdl is)

(Pl. Aspegillus niger nyers extraktum: egyéb enzimeket is tartalmaz)
Silézas: xilanaz plusz Lactobacillus

(xiléz->tejsav> jobb eltarthatdsag, jobb emészthetdség (szarvasmarha

Enzmologia - Hemicollulazok

Papiripar

Alkalmazasok

Xilandzok (endo) alkalmazasa az el6fehiritésben (plusz egyéb enzimek: mannanaz, galaktozidaz,
lipaz — kisebb hatds, lignin bonté enzimek — de 8k lasstiak)

30% csokkenti a klorvegyiiletek felhasznalast, ezaltal a szerves kidrvegyiiletek keletkezését (15-
20%)

ClO2 - 5-7kg/ tonna Kraft pép csokkenés

-Ligninre kicsapddott xilan hidrolizise
-Rost szerkezetének fellazitasa > késBbbi kémiai kezelés hatékonyabb

-Xildnhoz kétott kromoférok, lignin oldatba vitele

Lagos kézegben kell, hogy miikddjenek (pH csokkentése azért sziikséges), 60-70°C-on stabilnak
kell lenniiik, celluldz mentes kell legyen!

- Alt. 2-5 1U/g szaraz rost, 5-10% rost (higitani kell), 1-2 6ra.

33
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Alkalmazasok

italok gya

Kenyér minGségének javitdsa
(rost tartalmu lisztek esetén f6ként: tészta jobban kezelhetS, nagyobb térfogat, kevésbé
morzsalodik)

ek és Arabinoxilooli ek prebiotkus hatdsa. (Funkcionalis élelmiszerekben is)

Celluldzokkal pektindzokkal egyiitt gylimélcslé kinyerés és tisztitasa
aromaanyagok felszabaditdsa (bor, must, gylimélcslé — arabinofuranozidazok, gliikozidaz)
/rekombinéns éleszté Aspergillus nidulans xilanaz génnel->tSbb aroma komponens a borban/

Sor zavarossaganak csokkentése (hosszd lanct xilooligomerek hidrolizise)

Etrend kiegészitokben (gyogyszeripar)

Enzmologi - Hemicallulazok 36
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Alkalmazasok Arabindz és xilit elGallitas kukoricarostbol

Cél: arabindz szelektiv hidrolizise. Otlet: enzimes hidrolizis

i ial (i alapu) a Tisztitott arabinofuranoziddz - aktiv modell szubsztraton de nem elSkezelt kukoricaroston!

K6szOnOmM a f|gye|met| Enzim komplexek: de ezek 6§ aktivitdsa xilandz

Masodgeneracios bioetanol elallités (xilooligomerek gatlasa a celluldzra, illetve C5
fermentacio)

Xilit, arabinéz elallitas (élelmiszer és gydgyszeripar szamara)
Bioplatform vegyiiletek elGallitésa (etanol, tejsav, furfural)

Egyéb:
MosGszerek gyartasa: xilanaz plusz celluléz k6t6 domén
kozi é 4sa (feliiletaktiv anyagok)
specidlis oligoszacharidok, & 4 intézise (1

N&vényi protoplasztok létrehozasa
Olajok elvélasztasa (ndvényi rosttdl)

Enzmobga - Hemicelulazo EnzmolGga - Hemicellulazok T

fdgbb



