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Dekstranaza

* Dekstranaza
- ai-D-1,6-glukan-6-glukanohydrolaza (EC 3.2.1.11)

* Dekstranaza hydrolizuje wigzania 1,6-glikozydowe w
losowo wybranych miejscach, a w efekcie dziatalnosci
enzymu nastepuje stopniowy spadek sredniej masy
czysteczkowej dekstranu




Hydroliza dekstranu
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(Eggleston et al. 2005, 2009; Khalikova et al. 2005)
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Optymalne warunki pH 1 temperatury dla dziatania
dekstranazy

Optymalna

Optymalne pH

temperatura

Penicillium lilacinum

5.0-6.0 50 - 60°C
Paecilomyces lilacinum
Penicilium minioluteum 5.0 50°C
Chaetomium gracile

3.0-7.0 do 85°C

Chaetomium erraticum

(Jimenez 2005; 2009)



Dextranases

Fecombinant

Source

Bacteria

Yeaast

Fungi

Bacteria

Brevibocterium fuscum war.
Dextranlyticum [15]
Strepltococcus mutans [16]
Streptomyces anulofus (two
enzymes) [42]
Flovobacferivm sp. M-73 [19]
Thermoanaerabocter wiegel
[38]

Strain of
Thermoonoerobocher [39]

Thermoaonoerobocterivm
thermosaccharclyficum [47)

Lipomyces starkeyi [21]

Paoecilomyces lilacinum in
Aspergillus, Fusarivm and
Gribberella [46]

Penicillivm minuvloteum in
Pichia pastfaris [32]

Strepfococcus sobrinus in
Escherichia coli [34]

Optimum Value

pH Temperature
7.0-7.5 HE
.3 37 °C
7.0 40 y 50 °C
7.0 35 *C
.3 FO°C
4.5-53.5 20 =C
3.5 G5-70 =C
2.0 a0 °C
MR &0 =C
4.0-5.0 af °C
a.3 39 =C




Dekstranaza w przemysle cukrowniczym

*brak ujednoliconej metody badania aktywnosci
dekstranazy

*aktywnosc¢ enzymu wyrazona w roznych
jednostkach: U/g, DU/g, U/mli DU/mlI




Dekstranaza w przemysle cukrowniczym

skoncentrowana nieskoncentrowana

25 000 — 58 000 DU/ml < 25 000 DU/ml
najczeéciej 48 000-58 000

DU/ml najczesciej < 6 000 DU/m

Eggleston i wsp. (2005; 2009)



Aktywnos¢ dekstranazy regulowana jest przez
kilka czynnikow:

Pt

* Temperatura

* pH srodowiska

* stezenie substratu

* czas reakc;ji

* wyjsciowa zawartosci dekstranu

* rodzaju, wyjsciowej aktywnosci oraz zastosowanej
dawki enzymu




Aktywnosc¢ dekstranazy regulowana jest przez
kilka czynnikow:

* temperatura
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Bashari et al., 2013



Aktywnosc¢ dekstranazy regulowana jest przez
kilka czynnikow:

* pH srodowiska
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Bashari et al., 2013



Aktywnosc dekstranazy regulowana jest przez

kilka czynnikow: 18- - 100
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Aktywnosc dekstranazy regulowana jest przez Kilka czynnikow:

* czas reakc;ji
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Stabilnos¢ dekstranazy w czasie

skoncentrowana nieskoncentrowana

0,5% 8%

skoncentrowana nieskoncentrowana

9% 46%

Eggleston i wsp. (2005; 2009)




Dekstranaza skoncetronwana

e wyzsza aktywnos¢

* bardziej stabilna w czasie




Aktywnosc¢ enzymow zmienia sie podczas jego
przechowywania

/naczacy Wptyw na obnizenie jego aktywnosci
maja:

* warunki magazynowania

* posta¢ w jakiej enzym jest przechowywany
(w postaci skoncentrowanej czy nieskoncentrowanej).




Oznaczanie aktywnosci dekstranazy




Na 28 Kongresie ICUMSA w 2012 r. w Cambridge,
Zaproponowana zostata prosta miareczkowa
metoda do wyznaczania aktywnosci dekstranazy,
wyrazonej w DU/ml (DU - z angielskiego 28

,dextranase unit”).




Metoda opiera sie na:

* Produktami reakcji sg izomaltooligosacharydy.

 Aktywnosc¢ dekstranazy bada sie poprzez
hydrolize dekstranu i pomiar ilosci cukrow

redukujacych

e Zawartosc¢ cukru redukujgcego oznacza sie
metod3g Hanesa.




Definicja aktywnosci dekstranazy w metodzie

* 1 unit of dextranase activity (DU)

— to ilos¢ enzymu, ktéra hydrolizuje wzorcowy roztwor
dekstranu  T2000, produkujgc  cukry  redukujgce
odpowiadajace sile redukcji 1 mikromola (1 pmol)
tiosiarczanu sodu w czasie jednej minuty w nastepujgcych

warunkach:
temperatura - 37 °C

pH-5.8




Obliczanie aktywnosci dekstranazy

DU /ml =(C-T)*2,5*N

C - objetosc tiosiatczanu sodu zuzyta do miareczkowania proby kontrolnej, ml

T - objetosc tiosiatczanu sodu zuzyta do miareczkowania proby (Srednia z
dwoch prob), ml

N - wielokrotnosc¢ rozcienczenia enzymu (np. 0.5g/L - N=2000)




Badania wiasne




Cel pracy

Oznaczenie aktywnosci dostepnych na rynku
preparatow dekstranazy (trzech enzymow) podnoszac
temperature hydrolizy wzorcowego roztworu dekstranu
do 40, 55 i 65°C.

Wyniki aktywnosci dekstranazy poréwnano z wynikami
uzyskanymi w temperaturze 37°C.
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Dextranase ,,C"
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Wyniki

e Stwierdzono istotne statystycznie roznice w aktywnosci
mierzonej w temperaturze 65°C w stosunku do pozostatych
temperatur (37, 40 i 55°C) dla enzymu A.

e Stwierdzono statystycznie istotne roznice w aktywnosci
mierzonej w temperaturze 37°C w stosunku do pozostatych
temperatur (40, 50 i 55°C) dla enzymu B.

* Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w aktywnosci
dekstranazy mierzonej we wszystkich badanych
temperaturach dla enzymu C.
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Wnioski

Nalezy opracowac jednolitg definicje aktywnosci
dekstranazy oraz metode jej oznaczania z uwzglednieniem
warunkow fabrycznych.

Zastosowanie dekstranazy w procesie produkcji cukru
powinno byc¢ poprzedzone weryfikacjg aktywnosci enzymu
w odniesieniu do warunkow temperaturowych, w jakich

bedzie on stosowany.
Na tej podstawie nalezy dobrac¢ optymalng dawke enzymu.
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Dziekuje za uwage

aneta.antczak@p.lodz.pl




