
GLIKOZIDAZE	  
•  glikozidaze	  so	  encimi,	  ki	  

katalizirajo	  hidrolizo	  glikozidne	  
vezi	  

•  so	  najpomembnejši	  encimi	  v	  
industrijski	  uporabi	  

–  razgradnja	  škroba	  do	  produktov	  
•  	  glukoza	  
•  sirup	  z	  visoko	  vrednostjo	  fruktoze	  
•  maltoza,	  maltooligosaharidi	  
•  dekstrini,	  ciklodekstrini	  

–  razgradnja	  rastlinske	  biomase	  

–  medicinske	  namene	  
•  delovanje	  virusne	  nevraminidaze	  za	  

vstop	  v	  celico	  	  
•  v	  tem	  primeru	  pomemben	  inhibitor	  

encima	  

	  	  
	  
	  



GLIKOZIDAZE	  –	  razvrsDtev	  in	  specifičnost	  
•  razvrsDtev	  encimov	  	  	  	  	  

–  podatkovna	  baza	  glikozidaz	  	  	  	  
	  (hHp://www.cazy.org)	  

–  CAZypedia	  	  
	  (hHp://www.cazypedia.org/index.php/

Main_Page)	  
–  več	  kot	  1800	  encimov	  /	  	  več	  kot	  130	  

družin	  
–  encimi	  so	  modularno	  zgrajeni	  

•  kataliDčna	  domena	  
•  vezavna	  domena	  
•  domena	  za	  modifikacijo	  substrata	  

•  specifičnost	  delovanja	  glikozidaz	  se	  
nanaša	  na:	  
–  konfiguracijo	  glikozidne	  vezi	  α	  ali	  β	  

•  cepi	  samo	  eno	  obliko	  (amilaze	  α-‐1,4	  
glukozidna	  vez,	  celulaze	  β-‐1,4	  

–  mesto	  cepljene	  vezi	  
•  endo/eksoglikozidaze	  
•  določeni	  encimi	  imajo	  obe	  akDvnosD	  

–  molekulska	  masa	  substrata	  
•  amilaza/maltaza	  

–  kemijska	  struktura	  monomera	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  mehanizem	  reakcije	  

•  hidroliza	  glikozidne	  vezi	  je	  
običajno	  katalizirana	  z	  dvema	  ak	  
–  splošna	  kislina	  	  
–  druga,	  ki	  deluje	  kot	  nukleofil	  

(splošna	  baza)	  
–  ak	  sta	  običajno	  Glu	  ali	  Asp	  

–  potek	  reakcije:	  
•  začne	  z	  donacijo	  protona	  
•  nukleofilni	  napad	  na	  anomerni	  
atom	  

•  sprosD	  se	  alkohol	  
•  nastane	  kovalentno	  vezan	  
intermediat	  

•  hidroliza,	  nov	  redukcijski	  konec	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  mehanizem	  reakcije	  –	  oksazolinski	  intermediat	  

•  pri	  nekaterih	  encimih	  kot	  npr.	  hiDnaza	  
(β-‐N-‐aceDlheksozaminilna	  povezava)	  poteče	  
reakcija	  preko	  oksazolinskega	  
intermediata	  

•  potek	  reakcije	  
–  splošna	  kislina	  Glu	  (donor	  protona)	  	  
–  karbonilni	  kisik	  deluje	  kot	  nukleofil	  
–  sprosD	  se	  alkohol	  
–  nastank	  oksazolinskega	  intermediata	  
–  hidroliza	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  mehanizem	  reakcije	  –	  od	  NAD+	  odvisna	  kataliza	  	  
•  pri	  encimu	  6-‐fosfo	  β-‐D-‐glukozidaza	  iz	  Termotoga	  mari+ma	  sodeluje	  v	  

mehanizmu	  reakcije	  NAD+	  	  
•  N-‐aceDlgalaktozaminidaze	  

•  potek	  reakcije	  
–  oksidacija	  C3	  hidroksilne	  skupine	  (proton	  se	  prenese	  na	  NAD+)	  
–  posledično	  se	  poveča	  kislost	  C2	  atoma,	  ki	  donira	  proton	  anomernemu	  kisiku	  za	  cepitev	  

glikozidne	  vezi	  
–  ak	  odvzame	  vodi	  proton	  in	  doda	  hidroksilno	  skupino	  	  
–  C3	  karbonilni	  kisik	  se	  reducira	  z	  NADH	  in	  konča	  reakcijo	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  mehanizem	  reakcije	  –	  invertaza	  

•  invertaze	  katalizirajo	  hidrolizo	  
namiznega	  sladkorja	  saharoze	  do	  
glukoze	  in	  fruktoze	  

	  

•  potek	  reakcije	  
–  začetek	  enak	  kot	  pri	  klasični	  reakciji	  

glikozidaz	  z	  dvema	  ak	  (kislina/baza)	  
–  Glu,	  Asp	  
–  kislina	  donira	  proton	  anomernemu	  

kisiku	  v	  glikozidni	  vezi	  
–  nukleofil	  je	  voda,	  ki	  se	  deprotonira	  

z	  bazo	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  mehanizem	  reakcije	  –	  hidroliza	  in	  transglikozilacija	  

•  transglikozilacija	  je	  reakcija,	  kjer	  se	  
glikozid	  prenese	  na	  drugi	  sladkor	  
(alkohol)	  in	  ne	  v	  vodo	  

•  D	  encimi	  redko	  katalizirajo	  hidrolizo	  

	  

•  potek	  reakcije	  
–  v	  reakciji	  ne	  sodeluje	  voda	  
–  začetek	  spet	  enak	  kot	  pri	  klasični	  reakciji	  

glikozidaz	  z	  dvema	  ak	  (kislina/baza)	  
–  Glu,	  Asp	  
–  transglikozilacija	  se	  zgodi	  ob	  napadu	  

drugega	  sladkorja	  na	  intermediat	  (namesto	  
vode)	  

•  transglikozilacija	  	  
–  se	  pogosto	  uporablja	  pri	  produkciji	  

oligosaharidov	  iz	  poceni	  materiala	  (škrob,	  
saharoza,	  laktoza)	  

–  za	  sintezo	  različno	  modificiranih	  	  glikozidov	  
•  aril-‐glikozid	  (uporabni	  kot	  substraD	  za	  

glikozidaze)	  
•  sinteza	  hibridnih	  polimerov	  (hiDn-‐celuloza)	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  škrob	  

•  škrob	  glavna	  komponenta	  hrane	  
(zrna,	  korenine,	  gomolji)	  

•  pomemben	  vir	  energije	  

•  polimer	  sestavljen	  iz	  	  
–  linearne	  amiloze	  (500	  enot)	  

•  glukoze	  povezane	  z	  α-‐1,4	  vezmi	  
–  razvejani	  amilopekDn	  (vsake	  20	  glukoz)	  

•  glukoze	  povezane	  z	  α-‐1,4	  vezmi	  
•  mesta	  razvejanja	  α-‐1,6	  vezi)	  

•  škrob	  v	  vodi	  slabo	  topen	  
–  segrevanje	  
–  gelaDnizacija	  (nabrekanje)	  
–  300	  -‐	  100.000	  x	  hitrejša	  razgradnja	  z	  

encimi	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  AMILAZE	  

•  gelaDnizacija	  škroba	  

•  endoamilaze	  
–  α-‐amilaze	  cepijo	  α-‐1,4	  vez	  	  
–  amilaze,	  ki	  cepijo	  α-‐1,6	  vez	  

•  amilo-‐1,6-‐glikozidaze	  
•  pululanaze	  
•  izoamilaze	  

•  eksoamilaze	  
–  β-‐amilaze	  (odcepljajo	  maltozo)	  
–  amiloglukozidaze	  (AMG)	  
–  transglukozidaze	  
–  ciklodekstrin	  glikozil-‐transferaze	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  endoamilaze	  

•  α-‐amilaze	  (α-‐1,4	  vez	  )	  	  
1,4-‐α-‐D-‐glukan	  glukanohidrolaza	  (E.C.3.2.1.1)	  
diastaza,	  ptalin,	  glikogenaza	  

•  prednosD	  pred	  kemijsko	  razgradnjo	  
–  boljša	  kontrola	  
–  milejši	  pogoji	  (okolje)	  
–  specifičnost	  
–  stabilnost	  nastalih	  produktov	  

•  izvor:	  	  
–  bakterije	  (Bacillus	  sub+lus,	  B.	  megaterium)	  

•  amilaze	  iz	  m.o.	  so	  inducibilne	  
•  temperaturno	  stabilne	  
•  tehnične	  zahteveàtekoči	  ali	  suhi	  pripravek	  
•  sekundarne	  akDvnosD	  (nevtralne	  proteaze,	  glukanaze,	  hemicelulaze)	  

–  glive	  (Aspergillus	  oryzae,	  A.	  niger,	  A.	  awamori)	  
•  sekundarne	  akDvnosD	  (kisle	  proteaze,	  celulaze,	  hemicelulaze)	  

–  pankreas	  (goveji)	  
•  manj	  T	  stabilen,	  uporaben	  kot	  digesDv	  PANKREATIN	  

–  slad	  (diastaza)	  
•  v	  pivovarstvu	  in	  desDlaciji	  vin	  

•  struktura	  
–  β-‐sodček	  obdan	  z	  α-‐heliksi	  
–  akDvno	  mesto	  sprejme	  4-‐10	  sladkorjev	  
	  

	  
	  

baterijska	  α-‐amilaza	  	  

C-‐konec	  

pankreasna	  α-‐amilaza	  	  

C-‐konec	  



GLIKOZIDAZE:	  endoamilaze	  
•  α-‐amilaze	  (α-‐1,6	  vez	  ) 	  	  

1,6-‐α-‐D-‐glukan	  glukanohidrolaza	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(E.C.3.2.1.1)	  	  

•  razgrajuje	  α-‐omejene	  dekstrine	  
•  amilaze,	  ki	  razgrajujejo	  α-‐1,6	  	  glikozidne	  

vezi	  

•  predstavniki:	  
–  α-‐1,6	  glikozidaze	  	  

•  višji	  organizmi	  
–  pululanaza	  (EC	  3.2.1.41)	  	  

•  pululan	  	  proizvajajo	  glive	  Aureobasidum	  
pullulans	  	  

•  maltozil-‐(G2)	  in	  maltozil-‐(G3)	  ostanki	  
povezani	  z	  α-‐1,6	  vezjo	  

•  encimi,	  ki	  razgrajujejo	  pululan	  
–  rastline	  
–  m.o.	  (Klebsiella,	  Bacillus,	  Streptomyces	  
–  termostabilni	  encimi	  (Thermus	  caldophilus)	  

•  Dp	  I	  (α-‐1,6	  	  vezi)	  
•  Dp	  II	  (α-‐1,6	  in	  α-‐1,4	  vezi)	  
•  Dp	  III	  (α-‐1,6	  in	  α-‐1,4	  vezi)	  
•  enoverižni	  encim,	  145	  kDa,	  Ca2+	  	  

–  izoamilaze	  

	  

	  
	  

pullulanaza	  /	  2	  triozi/	  Ca2+	  
Klebsiella	  pneumoniae	  



GLIKOZIDAZE:	  eksoamilaze	  	  

•  β-‐amilaza	  (α-‐1,4	  vez) 	  	  
α	  -‐1,4	  -‐D-‐glukan	  maltohidrolaza	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(EC	  3.2.1.2)	  
	  

•  delovanje:	  
–  odcepljajo	  maltozo	  z	  

nereducirajočega	  konca	  
–  končni	  produkt	  so	  β-‐omejeni	  

dekstrini	  

•  izvor:	  
–  m.o.	  (Pseudomonas,	  Bacillus,	  

Streptococcus)	  
–  v	  rastlinah	  (ječmen,	  pšenica,	  krompir...)	  

•  struktura:	  
–  akDvno	  mesto	  

β-‐amilaza	  B.	  cereus	  

vezavna	  domena	  

β-‐amilaza	  iz	  ječmena	  



GLIKOZIDAZE:	  eksoamilaze	  	  
•  glukoamilaza	  	  

α-‐1,4-‐D-‐glukan	  glukohidrolaza	  	  	  	  	  (EC	  
3.2.1.3)	  	  amiloglukozidaza	  	  

	  
•  delovanje:	  

–  odcepljajo	  glukozo	  z	  
nereducirajočega	  konca	  

–  cepi	  α-‐1,4;	  α-‐1,6;	  α-‐1,3	  vezi	  
–  edini	  encim,	  ki	  lahko	  cepi	  

negelaDniziran	  škrob	  (počasi)	  

•  izvor:	  
–  živali,	  rastline	  
–  m.o.	  (Aspergillus,	  Rhizopus,	  Mucor…)	  
–  enako	  kot	  β-‐amilaze	  so	  redko	  

prisotne	  pri	  termofilih	  	  

•  struktura	  
–  obstoja	  v	  dveh	  izooblikah	  

•  produkt	  alternaDvnega	  
izrezovanja	  

•  krajše	  verige	  p	  tudi	  kot	  produkt	  
proteolizne	  cepitve	  (subDlizin)	  

–  mulDdomenski	  protein	  
•  kataliDčna	  domena	  
•  linker	  
•  škrob-‐vezavna	  domena	  

glukoamilaza	  	  
Hypocrea	  jecorina	  

SBD-‐škrob	  vezavna	  
domena	  

CD-‐kataliDčna	  domena	  
domena	  

linker	  



GLIKOZIDAZE:	  eksoamilaze	  	  

•  ciklodekstrin	  glikoziltransferaza	  
(EC	  2.4.1.19)	  
CGTaza,	  ciklodekstrin	  glukoziltransferaza	  	  

•  CGT	  katalizirajo	  nastanek	  
ciklodekstrinov	  
–  z	  delovanjem	  na	  škrob	  ali	  dekstrin	  
–  končni	  produkt	  je	  mešanica	  cikličnih	  

α-‐1,4	  povezanih	  oligonukleozidov	  	  	  
•  6-‐,	  7-‐,	  8-‐	  glukoznih	  molekul	  
•  α-‐,	  β-‐,	  γ-‐	  ciklodekstrini	  

–  z	  dodatkom	  organske	  molekule	  se	  
usmeri	  reakcijo	  do	  sinteze	  	  
posamezne	  oblike	  

•  struktura:	  
–  pet	  domenski	  protein	  75	  kDa	  

•  dve	  kataliDčni	  domeni	  
•  tri	  	  škrob	  vezavne	  domene	  
•  v	  akDvno	  mesto	  se	  veže	  vsaj	  9	  

sladkorjev	  

Ca2+	  

Ca2+	  
Ca2+	  

kataliDčna	  domena	  
vrh	  β-‐sodčka	  

vezavne	  domene	  

ciklodextrin	  

Bacillus	  circulans	  



GLIKOZIDAZE:	  eksoamilaze	  	  

•  shematski	  prikaz	  ciklizacijske	  reakcije	  CGT	  
–  cepitev	  se	  zgodi	  na	  mesDh	  +1	  in	  -‐1	  
–  intermediat	  kovalentno	  vezan	  na	  Asp	  na	  

mestu	  -‐1	  
–  encim	  ciklizira	  	  molekulo	  
–  mesto	  -‐7	  se	  premakne	  na	  mesto	  +1	  
–  tvori	  se	  kovalentna	  vez	  

•  akDvno	  mesto	  
–  cepitev	  in	  reverzna	  reakcija-‐sklopitev	  	  

•  Uporabnost	  ciklodekstrinov:	  
–  farmacija,	  kozmeDka	  
–  prehrana	  
–  analitska	  kemija	  

•  derivaDzacija	  ciklodekstrinov	  (alkiliranje,	  
aciliranje,	  derivaD	  soli)	  
–  sprememba	  topnosD	  
–  modifikacije	  glede	  kompleksiranja	  
–  uvajanje	  skupin	  z	  določenoo	  vlogo	  (npr.	  kataliza)	  

•  spremembe	  fizikalno-‐kemijskih	  lastnosD	  
omogoča:	  
–  solubilizacija	  lipofilnih	  molekul	  
–  stabilizacija	  reakDvnih	  substanc	  
–  fiksacija	  volaDlnih	  substanc	  
–  eliminacija	  slabega	  okusa,	  vonja	  
–  kontrlirano	  sproščanje	  zdravil,	  doziranje	  
–  pretvorba	  tekoče	  oblike	  v	  trdno	  
–  kreiranje	  mešanic,	  ki	  so	  nekompaDbilne	  



GLIKOZIDAZE:	  glikozidaze,	  ki	  niso	  amilaze	  

•  Inulinaza	  
1-‐β-‐D-‐fruktan	  fruktanohidrolaza	  (EC	  3.2.1.7)	  
–  razgrajuje	  inulin	  

•  inulin	  
–  inulin	  je	  polimer	  z	  β-‐2,1-‐povezanih	  fruktoza,	  na	  koncu	  verige	  

pa	  je	  vezana	  	  glukoza	  (saharoza)	  
–  stopnja	  polimerizacije	  	  od	  20-‐več	  1000	  fruktoz	  
–  pšenica,	  čebula,	  česen,	  banane,	  beluš,	  cikorijai…	  

•  kot	  zaloga	  ogljikovih	  hidratov	  	  
•  kot	  odpornost	  proD	  nizkim	  T	  

–  uporabnost	  
•  prehrambene	  namene	  kot	  dietna	  vlakna	  (fruktani)	  

–  manj	  prebavljiva	  zaradi	  β-‐2,1	  povezav	  
•  industriji	  	  kot	  osnova	  za	  pretvorbo	  v	  etanol	  
•  zdravstvene	  namene	  za	  določevanje	  filtracijske	  sposobnosD	  

glomerulov	  

•  izvor:	  
–  rastline	  
–  kvasovke	  (Aspergillus,	  Penicillium)	  
–  bakterije	  (Bacillus,	  Clostridium,	  Streptomyces)	  

•  razgradnja	  inulina	  
–  inulin	  netopen	  v	  vodi	  
–  kemijska	  hidroliza	  ob	  uporabi	  anorganskih	  soli,	  T	  ali	  pH	  do	  

fruktoze	  
–  inulinaze	  bolj	  prijazne	  za	  okolje	  

•  lastnos<	  inulininaz	  
–  50	  –	  300	  kDa	  
–  eksoinulinaze	  	  

•  razgrajujejo	  vse	  do	  glukoze	  
–  endoinulinaze	  

	  
	  

Aspergillus	  awamori	  



GLIKOZIDAZE:	  glikozidaze,	  ki	  niso	  amilaze	  
•  glukozidaze	  

–  encimi,	  ki	  cepijo	  glikozidno	  vez	  
oligosaharidov	  
•  α,	  β	  specifičnost	  
•  specifičnost	  na	  vrsto	  sladkorja	  
•  stopnjo	  polimerizacije	  
•  cepitev	  nesladkornih	  

elementov	  	  
–  amigdalin	  à	  grenak	  okus	  

mandljev	  
•  maltaza,	  invertaza,	  laktaza	  

•  maltaza	  (α-‐1,4	  glukozidaza)	  
–  cepi	  maltozo	  do	  dveh	  molekul	  

glukoze	  
–  izredno	  specifična	  na	  glukozo	  

•  invertaza	  (β-‐fruktozidaza)	  	  
–  cepi	  saharozo	  do	  glukoze	  in	  

fruktoze	  
–  inverzija	  se	  nanaša	  na	  kot	  

polarizirane	  svetlobe	  	  
	  
	  

amigdalin	  

človeška	  
	  maltaza	  

Schwanniomyce
s	  occidentalis	  



GLIKOZIDAZE:	  glikozidaze,	  ki	  niso	  amilaze	  
•  laktaza	  (β-‐galaktozidaza)	  	  

–  hidrolizira	  laktozo	  do	  galaktoze	  in	  
glukoze	  

–  izvor:	  
•  encim	  izločajo	  pankreas,	  mlečne	  

žleze	  
•  manjše	  izražanje	  laktaze	  z	  leD	  à	  

krvavitve,	  diareja	  in	  bruhanje	  ob	  
uživanju	  mleka	  	  

•  kvasovke	  in	  glive	  (Kluyveromyces,	  
Aspergillus..)	  	  

	  
	  
	  

Kluyveromyces	  lac+s	  /galaktoza/	  Ca2+	  	  človeška	  laktaza/galaktoza/Ca2+	  	  
	  	  



GLIKOZIDAZE:	  CELULAZE	  -‐	  celuloza	  

•  substrat	  celulaz	  so	  celuloza	  in	  
hemiceluloza	  

•  celuloza	  
–  polimer	  β-‐1,4	  povezanih	  glukoz	  	  
–  stabilizacija	  verig	  s	  H-‐vezmi	  
–  vse	  verige	  ista	  orientacija	  
–  različna	  stopnja	  polimerizacije	  (do	  15.000)	  

•  bombaž	  SP	  ∼	  10.000	  
•  lesni	  stržen	  SP	  ∼	  600	  -‐1.000	  
•  bombaž	  90	  %	  celuloze,	  les	  60	  %	  	  

–  tvorba	  mikrofibril	  

–  strukturna	  komponenta	  rastlinske	  celične	  
stene	  
•  porozna,	  za	  razliko	  od	  celične	  membrane	  
•  neselekDvna	  za	  prehajanje	  molekul	  
•  tanjša	  pri	  mladih	  rastlinah	  

–  60	  %	  organske	  materije	  na	  Zemlji	  
–  zanimiva	  za	  proizvodnjo	  glukoze	  in	  goriva	  

•  heteropolisaharidi	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  CELULAZE	  –	  hemiceluloza	  in	  pekDni	  
•  hemiceluloza	  

–  ksiloza,	  manoza,	  galaktoza,	  arabinoza	  
–  ksilan,	  ksiloglukan,	  galaktomanan..	  
–  verige	  so	  krajše	  (500	  -‐	  3.000)	  
–  pogosto	  vezani	  na	  mikrofibrile	  celuloze	  

•  pekDni	  
–  nahajajo	  se	  v	  srednji	  plasD	  c.	  stene	  
–  so	  heterogema	  mešanica	  polisaharidov	  različnih	  

velikosD	  	  in	  z	  različno	  stopnjo	  
esterifikacijeàrazlična	  topnost	  
•  topnost	  narašča	  	  

–  s	  stopnjo	  esterifikacije	  
–  z	  manjšo	  molekulsko	  maso	  

–  gradbene	  enote:	  
•  polimer	  galakturonske	  k.	  in	  njenih	  meDlnih	  

estrov	  (α-‐1,4	  povezava)	  
•  polimer	  galakturonske	  k.,	  z	  	  arabinozo,	  

galaktozo	  in	  ksilozo	  (razvejano)	  
–  negaDvno	  nabiD	  polimeri	  so	  nevtralizirani	  s	  Ca2+	  
–  odgovorni	  so	  za	  integriteto	  rastlinskega	  tkiva	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

•  rast,	  morfologija	  in	  razvoj	  
•  obramba	  

–  uporabnost	  
•  prehrana	  

–  gelirna	  spojina	  
–  sladkarije	  
–  stabilizator	  sokov	  in	  mlečnih	  napitkov	  
–  dieDčna	  vlakna	  

•  kozmeDka	  
•  zdravje:	  znižuje	  holesterol,	  glukozo	  v	  krvi	  

•  drugi	  polisaharidi	  

	  
	  



GLIKOZIDAZE:	  CELULAZE	  
•  velik	  ekonomski	  potencial	  biokonverzije	  

celuloze	  kot	  glavnega	  biopolimera	  na	  zemlji	  	  

•  žal	  so	  procesi	  izkoriščanja	  celuloze	  kot	  
odpadnega	  materiala	  še	  vedno	  ekonomsko	  
neprofitabilni	  	  

•  uporabnost	  celulaz:	  
–  recikliranje	  kmeDjskih	  odpadkov	  (obnovljivi	  viri)	  

za	  produkcijo	  sladkorja	  in	  bioetanola	  
•  lisD,	  stebla	  (riž),	  peclji	  
•  lesnate	  rastline,	  gozdni	  ostanki	  
•  trava,	  slama,	  krma,	  sladkorni	  trs	  
•  ostanki	  predelanega	  sadja	  

–  olupki	  pomaranč	  
–  kokos,	  inustrijski	  odpadki	  	  

–  teksDlna	  industrija	  
–  prehrambena	  industrija	  	  
–  papirna	  industrija	  

•  celulaze	  z	  različnimi	  lastnostmi	  glede:	  
–  stabilnosD	  
–  pH	  in	  T	  delovanja	  

•  trg	  v	  ZDA	  à	  celulaze	  8%	  vseh	  encimov	  

limonen	  
-‐  kozmeDka	  
-‐  za	  prekivanje	  

grenkega	  okusa	  
-‐  uporaben	  proD	  

refluksu	  
-‐  v	  ČisDlih	  
-‐  v	  lepilih	  



GLIKOZIDAZE:	  CELULAZE	  
•  glive,	  bakterije,	  rastline,	  črvi,	  kače…	  

–  Bacillus,	  Clostridium	  
–  Aspergillus,	  Trichoderma,	  Saccharomyces	  

•  razgradnja	  β-‐1,4	  glikozidne	  vezi	  
•  za	  popolno	  razgradnjo	  celuloze	  potrebno	  

sinergisDčno	  delovanje	  več	  encimov	  
–  ponavadi	  predhodni	  kemijski	  tretma	  v	  kislem	  

–  endoglukanaze	  (1,4-‐β-‐D-‐glukan-‐4-‐glukanohidrolaza;	  EC	  3.2.1.4)	  
•  cepi	  na	  amorfnih	  predelih	  celulozne	  verige	  
•  produkt	  so	  oligosaharidi	  različnih	  velikosD	  

–  eksocelobiohidrolaza	  (1,4-‐β-‐D-‐glukan-‐4-‐celobiohidrolaza;	  EC	  
3.2.1.91)	  
•  delujejo	  na	  reducirajočih	  in	  nereducirajočih	  koncih	  
•  sproščajo	  ali	  glukozo	  (glukanohidrolaze)	  ali	  celobiozo	  

(celobiohidrolaze)	  
•  delujejo	  na	  kristalinični	  in	  amorfni	  celulozi,	  

celooligosaharidih	  
•  ne	  delujejo	  na	  celobiozo	  in	  topno	  celulozo	  

–  eksoglukanaze	  (celodekstrinaze)	  (1,4-‐β-‐D-‐oligoglukan	  
celobiohidrolaza;	  EC	  3.2.1.74)	  
•  katalizirajo	  cepitev	  celobioze	  

–  β-‐glukozidaze	  (β-‐D-‐glukozid	  glukohidrolaza;	  EC	  3.2.1.21)	  
•  hidrolizira	  celodekstrine	  in	  celobiozo	  do	  glukoze	  
•  ne	  deluje	  na	  amorfni	  ali	  kristalinični	  površini	  

–  celobiaza	  ali	  celobioza	  fosforilaza	  (α-‐D-‐glukozil	  transferaza;	  EC	  
2.4.1.20)	  
•  katalizira	  cepitev	  celobioze	  

	  	  	  	  	  endoglukanaza	  
Clostridium	  thermocellum	  

CD	  
katali+čna	  domena	  CBD	  domena	  

	  	  eksoglukanaza	  
Candida	  albicans	  

	  	  	  	  	  β-‐glukozidaze	  	  
Sulfolobus	  solfataricus	  



GLIKOZIDAZE:	  HEMICELULAZE	  
•  hemiceluloza	  je	  polimer,	  ki	  se	  prepleta	  med	  celulozo	  in	  

ligninom	  
–  glavna	  komponenta	  D-‐ksiloza	  (ksilan,	  ksiloglukan)	  

•  trdi	  les	  
•  zelene	  rastline	  

–  D-‐manoza,	  D-‐glukoza	  (glukomanan)	  
•  iglavci	  

–  L-‐arabinoza,	  D-‐galaktoza	  

•  depolimerizacija	  hemiceluloze	  
–  kemijsko	  

•  kisla	  hidroliza	  (okolju	  neprijazno)	  
•  nastanek	  toksičnih	  snovi	  (furfural)	  

–  encimska	  razgradnja	  
•  komercialno	  zelo	  atrakDvna	  
•  popolna	  razgradnja	  sinergisDčno	  delovanje	  več	  encimov	  

•  hemicelulazni	  encimi	  
–  ksilanaze	  

•  endo-‐ksilanaza	  (endo-‐1,	  4-‐β	  -‐xylanase,	  E.C.3.2.1.8)	  
–  cepi	  verigo	  ksilana	  	  

•  β	  -‐ksilozidaza	  (xylan-‐1,4-‐β	  -‐xylosidase,	  E.C.3.2.1.37)	  	  
–  hidroliza	  manoze	  z	  nered.	  konca	  

–  manozidaze	  
•  manaze	  

–  cepi	  glavno	  verigo	  glukomanana	  med	  Man	  
•  β	  –mannozidaza	  

–  hidroliza	  manoze	  z	  nered.	  konca	  
–  α-‐glukoronidaza	  (α-‐glucosiduronase,	  E.C.3.2.1.139)	  

•  cepi	  glukoronsko	  kislino	  z	  verige	  ksilana	  	  
–  α-‐arabinofuranozidaza	  (α-‐L-‐arabinofuranosidase,	  E.C.3.2.1.55)	  	  

•  cepi	  arabinozo	  z	  verige	  ksilana	  
–  arabinaza	  (endo	  α-‐L-‐	  arabinase,	  E.C.	  3.2.1.99)	  	  

•  cepi	  1,5-‐α-‐arabino	  furanozidno	  vez	  (arabinan)	  
–  ace<l	  ksilan	  esteraza	  (E.C.3.1.1.72)	  	  

•  hidrolizira	  aceDlne	  subsDtucije	  na	  stranskih	  verigah	  ksilana	  
–  feruloil	  ksilan	  esteraza	  (E.C.3.1.1.73)	  

•  hidrolizira	  estre	  prisotne	  na	  arabinozi	  pripeD	  na	  verigo	  ksilana	  

A:	  celuloza	  	  
B:	  ksiloglikan	  

	  -‐	  	  

	  2Xyl→	  Xyl→	  3Xyl→	  Xyl→	  Xyl→	  2Xyl→	  Xyl→	  	  
1Ara	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1Ara	  (trava)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1Ara	  

ksiloglukan:	  β-‐1,4	  ksiloza	  	  

	  2Man→Man→3Glu→Man→Glu→3Man→Manà	  
1Gal	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1Gal	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1Gal	  

glukomanan:	  β-‐1,4	  povezava	  	  

glukomanan	  



GLIKOZIDAZE:	  HEMICELULAZE	  -‐	  struktura	  
•  strukturno	  heterogeni	  encimi	  

•  domensko	  sestavljeni:	  
–  CD-‐domene	  (kataliDčna	  )	  

•  glikozil	  hidrolazna	  akDvnost	  (hidroliza	  glikozidne	  
vezi	  

•  esterazna	  akDvnost	  (hidroliza	  estrske	  vezi)	  
–  CBD	  (carbohydrate	  binding	  domain)	  

•  vir	  industrijskih	  encimov	  
–  glive:	  	  

•  Aspergillus	  
•  Trichoderma	  

–  bakterije	  
•  Pseudomonas	  
•  Clostridium	  
•  Bacillus	  

•  uporaba	  
–  izboljšava	  živalske	  krme	  (prebavljivost)	  
–  prehrambena	  industrija	  
–  ekstrakcija	  olj	  (kokos)	  
–  papirna	  industrija	  (odstranjevanje	  lignina-‐beljenje)	  
–  vinarstvo	  
–  teksDlna	  inustrija	  (vlakna)	  
–  prehrambena	  ind.	  (peka,	  kavna	  zrna)	  

ksilanaza	  Cellvibrio	  japonicus	  (Ni2+)	  

manaza	  Pseudomonas	  cellulosa	  

arabinofuranozidaza	  Bacillus	  sub+llus	  



GLIKOZIDAZE:	  PEKTINAZE	  
•  pekDni	  so	  kompleksna	  struktura	  	  

–  poligalakturonska	  kislina	  z	  α-‐1,4	  
povezavo	  

–  protopek<n	  (nezrelo	  sadje)	  
•  v	  vodi	  netopen	  
•  stopnja	  esterifikacije	  karboksilnih	  skupin	  	  

z	  metanolom	  >	  90	  %	  
•  polimer	  je	  obsežno	  povezan	  preko	  Ca2+	  	  	  
•  po	  hidrolizi	  nastane	  pekDn	  in	  pekDnske	  k.	  

–  pek<n	  
•  topni	  polimer	  galakturonana	  z	  vsaj	  75	  %	  

esterifikacijo	  
–  pek<ninska	  kislina	  

•  topni	  polimer	  galakturonana	  	  z	  do	  75%	  	  
esterifikacije	  

–  pek<nska	  kislina	  
•  topni	  polimer	  brez	  esterifikacije	  

–  ramnogalakturonan	  (β-‐1,	  2	  in	  β-‐1,	  4	  
pripeD	  )	  	  
•  topen	  v	  vodi	  

	  

(A)	  ramnogalakturan	  (RG	  I)	  
(B)	  homogalakturonan	  (HG)	  
(C)	  xylogalakturonan	  (XGA)	  



GLIKOZIDAZE:	  PEKTINAZE	  
•  reakcije	  razgradnje	  pekDnov	  

potekajo	  v	  dveh	  smereh:	  

–  depolimerizacije	  
•  hidroliza	  glikozidnih	  vezi	  
(galakturonaze)	  

•  β-‐transeliminacijske	  reakcije	  
(liaze)	  
–  P+	  nevtralizira	  naboj	  

karboksilne	  skupine	  
–  B	  splošna	  baza,	  ki	  odtegne	  

proton	  iz	  C-‐5	  
–  A	  splošna	  kislina,	  vključena	  v	  

prenos	  protona	  na	  	  kisik	  
glikozidne	  vezi,	  pri	  čemer	  
nastane	  dvojna	  vez	  med	  C-‐4	  in	  
C-‐5	  

–  deesterifikacije	  (esteraze)	  

α-‐1,4	  

kataliDčni	  mehanizem	  	  
β-‐transeliminacijske	  reakcije	  	  



GLIKOZIDAZE:	  PEKTINAZE	  

•  encimi	  pekDnaze	  
–  endo-‐,	  eksopoligalakturonaza	  (PG)	  

•  PG	  poligalakturonaza	  
•  PMG	  polimeDlgalakturonaza	  

–  endo-‐,	  eksopekDn	  liaza	  (PL)	  
•  PGL	  poligalakturonat	  liaza	  
•  PMGL	  polimeDlgalakturonat	  liaza	  

–  endo-‐,	  eksopekDn	  esteraza	  (PE)	  
•  PE	  pekDn	  esteraza	  

•  struktura	  pekDnaz	  
–  enodomenski	  proteini	  
–  podobno	  zvitje	  à	  paralelni	  β-‐heliks	  
–  zvit	  v	  cilinder	  
–  različne	  akDvnosDàvezava	  substrata	  na	  podoben	  način	  v	  

režo	  

•  uporabnost	  encimov	  
–  bistrenje	  sokov	  
–  maceracija	  
–  obdelava	  odpadnih	  vod	  
–  fermentacija	  kave	  in	  čaja	  
–  zaščita	  lesa	  	  

endopoligalakturonaza	  A.	  niger	  (Zn2+)	  

	  pekDn	  liaza	  	  A.	  niger	  

	  pekDn	  esteraza	  
Erwinia	  chrysanthemi	  


