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ANNA KONIECZNA-MOLENDA

ZASTOSOWANIE GLUKOZYLTRANSFERAZY CYKLODEKSTRYNOWEJ
(CGTazy) IMMOBILIZOWANEJ NA SKROBI DIALDEHYDOWEJ (DAS) DO
OTRZYMYWANIA CYKLODEKSTRYN

Streszczenie

Woprowadzenie. Unieruchomienie enzymu na no$niku moze przynies¢ korzysci nie tylko z powodu
obnizenia kosztéw poprzez ponowne wykorzystanie lub zapewnienie ciagtosci procesu, ale takze przez
zmiang specyficzno$ci katalizatora wzgledem produktow. Duzym wyzwaniem w reakcjach enzymatycz-
nych jest zmiana specyficznosci ilo$ci produktow, co utrudnia powszechne stosowanie reakcji enzyma-
tycznych, zwigksza koszty oddzielania i oczyszczania produktow. Cennym podejsciem do generowania
enzyméw dostosowanych do potrzeb klienta stata si¢ ukierunkowana zmiana enzymoéw na przyktad
w wyniku immobilizacji.

Wyniki i wnioski. W pracy zaprezentowano badania nad unieruchomieniem glukozylotransferazy cy-
klodekstrynowej (CGTaza) EC 2.4.1.19 na skrobi dialdehydowej (DAS), uzyskanej w wyniku utleniania
skrobi ziemniaczanej. Dzigki duzej zawartosci grup aldehydowych CGTaza byta nieaktywna katalitycznie
w stosunku do skrobi dialdehydowej. Uzyskany w wyniku immobilizacji biokatalizator CGTaza-DAS byt
aktywny w szesciu cyklach reakcji otrzymywania cyklodekstryn ze skrobi ziemniaczanej. Wyzsza wydaj-
no$¢ niz w katalizie homogenicznej uzyskano w czterech cyklach reakcji katalizowanych immobilizowang
CGTaza. W kolejnych cyklach biokatalizator nadal byt aktywny, ale reakcja przebiegata z mniejsza wy-
dajno$cig w poréwnaniu z reakcja z enzymem w stanie wolnym. Zaobserwowano zmiang stosunku otrzy-
mywanych cyklodekstryn a:f:y. W reakcji z enzymem nieimmobilizowanym uzyskano najwiecej B -CD.
W reakcji katalizy heterogenicznej w cyklach I-III otrzymano wigcej a-CD, w kolejnych cyklach wydaj-
no$¢ y-CD byla wigksza niz B-CD. Dzigki wielokrotnemu zastosowaniu heterogenicznej biokatalizy
znacznie zwigkszono sumaryczna ilo$¢ otrzymanych cyklodekstryn. Zaprezentowany biokatalizator
CGTaza-DAS moze by¢ z sukcesem zastosowany w procesach technologicznych w celu obnizenia kosz-
tow otrzymywania cyklodekstryn.

Stowa kluczowe: immobilizacja, CGTaza, skrobia dialdehydowa DAS, cyklodekstryny

Wprowadzenie

Cyklodekstryny (CD) to klasa naturalnych maltooligosacharydéw o unikalnych
wiasciwos$ciach. Sa to jednorodne, krystaliczne i niehigroskopijne struktury cykliczne.
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Najczestszymi formami CD sg a-, B- 1 y-cyklodekstryny, ktore sktadajg si¢ z 6, 7 lub 8
jednostek D-glukopiranozydu potaczonych wigzaniami o-1,4-glikozydowymi [6]. CD
posiadajace ksztalt stozka z hydrofilowa powierzchnig i hydrofobowa wneka wykazuja
niezwyktg zdolno$¢ do rozpuszczania w srodowisku wodnym i tworzenia kompleksow
inkluzyjnych/koacerwatéw z polarnymi i niepolarnymi czasteczkami o réznych roz-
miarach. a-, B- i y-Cyklodekstryny sa ogolnie uznawane za bezpieczne (GRAS), co
pozwala na ich stosowanie w przemysle spozywczym i farmaceutycznym [1, 14].

Wiasciwosci amfifilowe, nietoksyczno$¢ 1 zdolnos¢ do tworzenia kompleksow
z cennymi, stabo rozpuszczalnymi zwigzkami bioaktywnymi i lekami pozwala na zna-
lezienie nowych zastosowan dla cyklodekstryn. CD, ze wzgledu na swoje unikalne
wiasciwosci, $wietnie sprawdzajg sie W zastosowaniach, ktore wymagajg zwiekszania
rozpuszczalnosci w wodzie [9], zwiekszania stabilno$ci zwigzkoéw przed reakcjami
fotodegradacji [4] lub ochrony przed utlenianiem [11, 24]. Dzieki zastosowaniu CD
mozna wydtuzy¢ okres przydatnosci do spozycia produktéw spozywczych, maskowaé
smaki/zapachy w zywnosci i lekach [2, 4, 12] i skutecznie uwalnia¢ leki lub zwigzki
bioaktywne w organizmie lub systemach zywno$ciowych [7,19, 23]. Rynek cy-
klodekstryn do§wiadczyt na calym $wiecie w ciggu ostatniej dekady szybkiego wzrostu
napedzanego duzym popytem w przemysle farmaceutycznym, spozywczym oraz ko-
smetycznym.

Cyklodekstryny uzyskiwane sg wylacznie poprzez dziatanie enzymu glukozylo-
transferazy cyklodekstrynowej (CGTaza) EC 2.4.1.19. Stosowana jest ona nie tylko do
biotransformacji skrobi w celu otrzymywania cyklicznych oligosacharydéw, ale tez
szeregu innych produktow transglikozylacji [3, 17]. Produkty te majg szerokie zasto-
sowanie w roznych sektorach przemyshi, w tym w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym, tekstylnym, kosmetycznym i agrochemicznym [15]. Ostatnie odkrycia no-
wych CGTaz z roznych mikroorganizméw dodatkowo jeszcze rozszerzyly jej
zastosowania. Gtéwna jednak wadg naturalnej CGTazy jest niska wydajnos¢, ktora
potaczona z wysokim popytem na cyklodekstryny doprowadzita do znacznego wzrostu
badan nad CGTazami [6]. W celu zwigkszenia produktywnosci stosowana jest hetero-
logiczna ekspresja, zmiany struktury molekularnej CGTazy oraz inne podejscia inzy-
nierii molekularnej majace na celu poprawe wlasciwosci enzymu, w tym specyficzno-
sci w stosunku do produktu i substratu, wydajnosci Kkatalitycznej i stabilnosci
termicznej.

Duze wyzwanie stanowi zmiana specyficznosci ilosci uzyskiwanych CD a-, B-
I y- oraz wielko$ci mieszanin CD otrzymywanych w reakcjach katalizowanych przez
CGTazy. Utrudnia to ich powszechne stosowanie, stwarza problemy w oddzielaniu
i oczyszczaniu cyklodekstryn, przez co zwigksza koszty produkcji. Dlatego konieczne
jest opracowanie oplacalnych strategii ukierunkowania zmiany enzyméw w celu gene-
rowania CGTaz dostosowanych do potrzeb klienta [16].
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Immobilizacja CGTazy moze poprawi¢ znacznie specyficznosc, stabilno$§¢ wobec
zmian temperatury i pH, a takze wptywu rozpuszczalnikéw organicznych oraz umoz-
liwia ponowne uzycie enzymu. Przejscie z katalizy homogenicznej do heterogenicznej
w wyniku unieruchomienia enzymu moze prowadzi¢ do poprawy aktywnosci i swoi-
stosci CGTazy.

Po raz pierwszy jako nos$nik do unieruchomienia CGTazy zastosowano skrobie
dialdehydowg (DAS), ktora jest jednym z rodzajow skrobi utlenionej [26]. Utlenianie
jest powszechnie stosowang metoda modyfikacji chemicznej, ktora wprowadza grupy
funkcyijne (np. grupy karbonylowe i karboksylowe) do skrobi [13]. DAS posiada inne
wlasciwosci fizykochemiczne niz skrobia natywna. Podczas utleniania tancuchy skrobi
zwykle ulegaja fragmentacji i utlenianiu, zmieniajgc w ten sposéb wlasciwosci fizyko-
chemiczne skrobi (np. wiasciwos$ci termiczne, wiasciwosci zelowania, wiasciwosci
reologiczne, lepko$é, site pecznienia i rozpuszczalnos¢ w wodzie) [16, 28]. Wprowa-
dzenie grup aldehydowych nadaje skrobi dodatkowe wilasciwosci przeciwutleniajace
i przeciwdrobnoustrojowe [26], ktore sg wazne w zastosowaniach spozywczych i far-
maceutycznych [13, 18].

Ponadto skrobia dialdehydowa wykazuje dobre wilasciwosci sieciujace. Dzigki
tym wiasciwosciom funkcjonalnym DAS znalazta zastosowanie w: opakowaniach do
zywnosci, produkcji tworzyw termoplastycznych, unieruchomieniu enzymow, adsorp-
cji jonow metali cigzkich, dostarczaniu lekdéw, przyleganiu do drewna i garbowaniu
skory. Dodatkowo wysoce reaktywne grupy aldehydowe w DAS moga reagowaé
Z substancjami zawierajgcymi grupy aminowe i grupy karbonylowe/hydroksylowe
odpowiednio poprzez reakcje otrzymywania zasad Schiffa i aldolowe [8, 10].

Celem pracy bylo zbadanie zastosowania skrobi dialdehydowej (DAS) jako no-
snika CGTazy i otrzymanie biokatalizatora o wyzszej aktywnosci i zmienionej specy-
ficznosci w stosunku do produktéw, co stanowi punkt odniesienia przy przygotowy-
waniu innych unieruchomionych enzyméw o pozadanych wlasciwosciach.

Material i metody badan
Enzym zastosowany do reakcji otrzymywania cyklodekstryn

Zastosowano enzym CGTaz¢ z Thermoanaerobacter sp. (EC 2.4.1.19) w postaci
roztworu o komercyjnej nazwie Toruzyme 3.0 L (Novozymes, Dania), ktory jest 4-a-
D-(1,4-a-D-glukano)-transferaza 1,4-a-D-glukanu. Toruzyme 3.0 L katalizuje powsta-
wanie a- i B-cyklodekstryny w rownych ilosciach, ale przy dluzszym czasie reakcji
dominujacym sktadnikiem staje si¢ B-cyklodekstryna. Optymalna temperatura nie po-
winna przekracza¢ 80 + 90 °C, a zakres pH to 5,0 - 6,5.
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Skrobia zastosowana do reakcji otrzymywania cyklodekstryn

Aktywnos¢ katalityczng CGTazy wolnej i immobilizowanej testowano w reak-
cjach z uzyciem skrobi ziemniaczanej (Sigma-Aldrich, Polska).

Nosnik do immobilizacji CGTazy

Jako nos$nik do immobilizacji CGTazy zastosowano skrobi¢ dialdehydowa DAS
uzyskang wedlug procedury, w ktorej przed utlenianiem jodanem(VII) sodu skrobie
naswietlano przez 24 godziny $wiatlem widzialnym liniowo spolaryzowanym [20]. Do
utleniania zastosowano skrobie ziemniaczana (Sigma-Aldrich, Polska).

Oznaczenie zawartosci grup aldehydowych

Zawarto$¢ grup aldehydowych w DAS wyznaczono na podstawie miareczkowa-
nia kwasem [25]. DAS zmielono, 2,0 g umieszczono w 50 cm® wody destylowanej
w kolbie o pojemnosci 250 cm® i ogrzewano we wrzacej wodzie przez 60 minut. Na-
stepnie roztwor schtodzono i doprowadzono do pH 3,2 za pomoca 0,1 M HCI. Do za-
wiesiny dodano 30 cm® roztworu hydroksyloaminy. Roztwor hydroksyloaminy przygo-
towano przez rozpuszczenie 25 g chlorowodorku hydroksyloaminy w 100 cm® 0,5 M
NaOH, a nastepnie doprowadzono do 500 cm?® za pomoca wody destylowanej. Na ko-
niec kolbe inkubowano w temperaturze 40 °C w tazni wodnej przez 5 godz. przy
120 obr./min. Mieszaning reakcyjng miareczkowano w celu okre$lenia nadmiaru hy-
droksyloaminy, mianowanym roztworem HCI o stezeniu 0,1 mol/dm® do punktu kon-
cowego pH 3,2. Wykonano $lepa probe z woda destylowang i odczynnikiem hydroksy-
loaminy, stosujac te¢ samg procedure. Zawarto$¢ grup aldehydowych w DAS obliczono,
stosujgc réwnanie (1):

zawarto$¢ grup aldehydowych % =[100% - (Vo - Vp) :Cym - Mw)/(m - 1000) (1)

gdzie: V [cm®] — objetosé roztworu HCI zuzytego podczas miareczkowania; Cy
[0,1 mol/dm®] — stezenie HCI; My — $rednia masa czasteczkowa powtarzalnej jednostki
w skrobi dialdehydowej (161 g/mol); m — masa DAS (2,0 g). Oznaczenie zawarto$ci
grup aldehydowych wykonano dla 6 probek DAS.

Immobilizacja CGTazy na nosniku DAS

Do 0,2 + 0,01 g no$nika dodano 19,50 cm?® buforu fosforanowego o pH 7,0 i ste-
zeniu 0,03 mol/dm® oraz 0,50 cm® enzymu i mieszano na mieszadle magnetycznym
przez 120 minut. Nastepnie mieszanin¢ przesaczono na lejku Biichnera przez saczek
celulozowy o $rednicy poréow 0,2 um (Whatman). W przesaczu po immobilizacji ozna-
czono ilos¢ biatka. Immobilizowana CGTazg przemywano po kolei roztworami bufo-
rowymi: fosforanowym pH 7,0, fosforanowym pH 7,0 + 0,5 M NaCl, octanowym pH
5,51 TRIS-CI pH 7,2. Schemat immobilizacji przedstawiono na rycinie 1.
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Rycinal. Schemat immobilizacji CGTazy na no$niku DAS (opracowanie wlasne z uzyciem programu
CoreIDRAW 2024)
Figure 1. Diagram of CGTase immobilization on the DAS carrier (own work using CoreIDRAW 2024)

Reakcja otrzymywania cyklodekstryn

Skrobie ziemniaczang zawieszong w buforze fosforanowym o pH 5,5 i stezeniu
0,03 mol/dm?® ogrzewano w temperaturze 90 °C przez 10 min. Kleiki skrobiowe o ste-
zeniu 0,1000 + 0,0001 mg/dm® termostatowano w temp. 37 °C i dodano do jednego
biokatalizator, do drugiego wolny enzym o aktywno$¢ 0,50 U/dm?. Rozpoczeto pomiar
czasu reakcji, probki inkubowano mieszajgc w temp. 37 °C i w okreslonych odstepach
czasu, pobierano po 1,5 cm® mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzono przez 8 go-
dzin. Probki mieszaniny reakcyjnej ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez
5+ 7 min. Po zakonczeniu reakcji enzymatycznej oznaczono stezenie o-, B- 1 y-CD
metodag HPLC.

Po kazdym cyklu reakcji odzyskiwano enzym immobilizowany na no$niku i uzy-
wano go w kolejnych cyklach z nowymi roztworami skrobi. Kazdg reakcje otrzymy-
wania cyklodekstrym wykonano trzy razy.

Wykonano $lepa probe, w celu sprawdzenia czy DAS ulega reakcji enzymatycz-
nej pod wptywem CGTazy. Reakcje powtdrzono 3 razy stosujac enzym o trzech roz-
nych aktywnosciach : 0,50 U/dm?, 1,00 U/dm?, 1,50 U/dm?®.

Sposob oznaczania o-, - i y-CD

Mieszaniny reakcyjne filtrowano przez filtry membranowe z azotanu celulozy
0 $rednicy porow 5 um (Whatman, Wielka Brytania) i analizowano metodg chromato-
grafii HPLC. Zestaw zbudowany byt z pompy Shimadzu LC 10A (Shimadzu, Tokio,
Japonia), iniektora Rheodyne 1020 (Rheodyne, Palo Alto CA, USA), kolumny Hyper-
sil APS-2 (Thermoelectron Corp., Londyn, Wielka Brytania; 300 mm x 4,5 mm) i de-
tektora wspotczynnika zalamania $wiatta (L-7490 Merck, Darmstadt, Niemcy). Jako
faz¢ ruchomg zastosowano mieszaning acetonitryl:woda (80:20 v/V) z szybkoscia prze-
ptywu 0,5 cm*/min. Stezenia cyklodekstryn obliczono na podstawie krzywej kalibra-
cyjnej przygotowanej przy uzyciu standardéw a-, - i y-CD (Sigma-Aldrich, Polska).
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Oznaczenie zawartosci biatka metodg Lowry’ego

Ilo$¢ CGTazy unieruchomionej na nosniku wyznaczono metoda Lowry’ego [22]
na podstawie roznicy pomigdzy iloscig enzymu w probce do immobilizacji a iloscia
enzymu pozostajacego w roztworze po immobilizacji. Pomiary wykonano z wykorzy-
staniem spektrofotometru UV-Vis 2101PC Shimadzu (Japonia), a ilo$¢ biatka w bada-
nych probkach obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej przygotowanej dla tyro-
zyny jako substancji wzorcowej (Sigma-Aldrich, Polska) w zakresie stezen 5 —+
100 ug/cm3. Na podstawie oznaczen obliczono zawart0$ci biatka enzymatycznego na
powierzchni no$nika DAS.

Analiza statystyczna wynikow

Jednoczynnikowa analiz¢ wariancji przeprowadzono przy uzyciu programu
STATISTICA 13 (Dell Inc., Tulsa, USA). Do poréwnania zawartosci cyklodekstryn
w mieszaninach reakcyjnych wykorzystano test HSD Tukeya. Porownanie $rednich
przeprowadzono na poziomie istotnosci o = 0,05.

Wyniki i dyskusja
Zawarto$¢ grup aldehydowych w DAS

Zawarto$¢ grup aldehydowych w DAS uzytej do immobilizacji CGTazy wynosita
36,4 £ 0,72 % (p < 0,05); jest to stosunkowo wysoka zawarto$¢ grup aldehydowych
W poréwnaniu z danymi literaturowymi (5,1 + 20,2 %) [21]. Wysoki stopien utlenienia
skrobi i duza zawartos¢ grup C=0O ograniczyly selektywno$¢ substratowg CGTazy
w stosunku do DAS. W zadnej z probek nie stwierdzono obecnosci cyklodekstryn
W mieszaninach reakcji wykonanych jako $lepa proba czyli DAS z CGTaza.

1los¢ enzymu immobilizowanego na nosniku

[lo§¢ enzymu unieruchomionego na DAS okre§lono jako procent wyznaczony
Z prébki roztworu uzytego do immobilizacji. Na no$niku immobilizacji uleglo 86 +
6,7 % zastosowanego preparatu enzymatycznego. Odpowiadato to ilosci wolnej
CGTazy pozwalajacej uzyskaé¢ aktywno$é w reakcji wynoszaca 0,50 + 0,039 U/cm®,

Badania aktywnosci biokatalizatora CGTaza-DAS

Wykonano reakcje otrzymywania cyklodekstryn z zastosowaniem CGTazy unie-
ruchomionej na skrobi dialdehydowej. Biokatalizator zastosowano w sze$ciu cyklach
reakcji (rysunek 2). W trzech pierwszych cyklach reakcji otrzymano najwigcej a-CD >
B-CD > vy-CD. Od IV cyklu reakcji zmienia si¢ stosunek ilosci cyklodekstryn a-CD >
v-CD > B-CD. Uzyskany biokatalizator CGTaza-DAS zostal uzyty w reakcji wielo-
krotnie i byt on aktywny w szesciu cyklach reakcji (rycina 2). Biokatalizatora nie za-
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stosowano w siodmym cyklu, nie z powodu utraty aktywnosci, lecz z powodu utrud-
nionego odzyskania z mieszaniny, wynikajacego z duzej rozpuszczalno$ci w wodzie
W poréwnaniu ze skrobig natywna.
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Rycina 2. Zalezno$¢ stezenia cyklodekstryn od czasu reakcji: m o-CD, m B-CD, m y-CD, I-VI cykl reakcji
z zastosowaniem biokatalizatora CGTaza-DAS

Figure 2. Dependence of cyclodextrin concentration on reaction time: m a-CD, m -CD, m y-CD, I-VI
reaction cycle with the use of biocatalyst CGTase-DAS

Na rycinie 3 przedstawiono zalezno$¢ stezenia cyklodekstryn a, B iy od czasu re-
akcji katalizowanej CGTaza w stanie wolnym.
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Rycina 3. Zalezno$¢ st¢zenia cyklodekstryn od czasu reakcji: m o-CD, m B-CD, m y-CD w reakcji z
wolng CGTazg

Figure 3. Dependence of cyclodextrin concentration on reaction time: m o-CD, m B-CD, m y-CD in the
reaction with free CGTase
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W wyniku reakcji katalizowanej wolng CGTazg otrzymano najwigcej p-CD > a-
CD > y-CD. Ilo$¢ cyklodekstryn otrzymanych w poszczegélnych reakcjach przedsta-
wiono w tabeli 1.

Tabelal. Wydajno$¢ reakcji otrzymywania cyklodekstryn z zastosowaniem CGTazy wolnej i immobili-
zowanej na DAS
Table 1.  Efficiency of reaction for obtaining cyclodextrins using free and immobilized CGTase on DAS

Produkty / Wydajnos¢ reakeji po 8 godz. | Stosunek otrzymanych CD
CGTaza Pro duéyts / Reaction yield after 8 hours / CD Received Ratio
x 10° [mg/em?] a:Bry
a-CD 18,74+ 0,37
I cykl/ §-CD 13472021 19:14:1
cycle ! ;
y-CD 9,8%+0,11
a-CD 19,1%+0,19
11 cykl B-CD 13291012 21:145:1
/ cycle d d
y-CD 9,12+ 0,09
a-CD 18,08+0,10
11 cykl §-CD 120°2014 23:154:1
/ cycle ——
Immobilizowana / y-CD 7,8°+0,08
immobilized o-CD 15,12+0,10
IX:%EI B-CD 70°%0,05 22:1:1
y-CD 7,2%8+0,03
o-CD 10,12+ 0,11
V cykl B-CD 491002 16:0,78:1
[ cycle ! !
y-CD 6,3%+0,04
a-CD 9,0%+0,09
VI cykl §-CD 33°1002 148:054:1
/ cycle ! !
y-CD 6,1%+0,02
. . a-CD 13,0+0,21
nieimmobilizowana /not B-CD 209°%0,19 25:4:1
immobilized
y-CD 52%+0,05

Objasnienia / Explanatory notes:

Srednie + odchylenie standardowe; wartosci liczbowe w wierszu oznaczone ta sama litera nie réznig sie
istotnie przy p < 0,05 (n = 3) / Means =+ standard deviation; numerical values in the line labelled with the
same letter are not significantly different at p < 0.05 (n = 3).

Sumarycznie we wszystkich szesciu cyklach reakcji katalizowanej CGTaza im-
mobilizowang otrzymano 0,1297 mg/cm?® a-CD, 0,0537 mg/cm® B-CD i 0,0461 mg/cm®
v-CD, co stanowi odpowiednio 998 %, 256 % i 883 % wiecej niz w przypadku reakcji
katalizowanej enzymem wolnym.
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WhioskKi
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(1]

(2]

(3]

(4]

Skrobi¢ dialdehydowa (DAS) otrzymang w wyniku utleniania skrobi ziemniaczanej
zastosowano jako nosnik do immobilizacji enzymu. Dzigki wysokiej zawarto$ci
grup aldehydowych (36,4 %) CGTaza byta nieaktywna katalitycznie w stosunku do
DAS. Opracowano optymalne warunki reakcji umozliwiajace immobilizacje
CGTazy na dialdehydowej skrobi.

Uzyskano aktywny biokatalizator CGTaza-DAS, ktorego wielokrotnie uzyto
w reakcji otrzymywania cyklodekstryn. Biokatalizator wykazywat aktywnos¢
w szesciu cyklach reakcji. Uzyskano wyzszg wydajno$¢ w czterech cyklach reakcji
katalizowanych immobilizowang CGTazg. W V i VI cyklu biokatalizator nadal byt
aktywny, ale reakcja przebiegata z mniejsza wydajnoscia w poréwnaniu z reakcja
z enzymem nieimmobilizowanym.

. Zaobserwowano zmiane stosunku otrzymywanych cyklodekstryn a:p:y. W reakcji

Z enzymem nieimmobilizowanym uzyskano najwiecej B-CD, a w reakcjach katalizy
heterogenicznej w cyklach I-IIT otrzymano wiecej a-CD. W kolejnych cyklach wy-
dajnos¢ y-CD byta wigksza niz B-CD.

Dzigki wielokrotnemu zastosowaniu heterogenicznej biokatalizy znacznie zwigk-
szono ilo$¢ otrzymanych cyklodekstryn 998 % wiecej a-CD, 256 % B-CD i 883 %
y-CD.

. Zaprezentowany biokatalizator CGTaza-DAS moze by¢ z sukcesem zastosowany

w procesach technologicznych w celu obnizenia kosztéw otrzymywania cy-
klodekstryn. Ukierunkowana zmiana enzymu w wyniku immobilizacji moze sta¢
si¢ cennym podej$ciem do generowania enzymow dostosowanych do potrzeb klien-
ta.
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APPLICATION OF CYCLODEXTRIN GLUCOSYLTRANSFERASE (CGTASE) IMMOBILIZED
ON DIALDEHYDE STARCH (DAS) FOR OBTAINING CYCLODEXTRINS

Summary

Background. Enzyme immobilization on a support can bring benefits not only due to cost reduction
through reuse or ensuring process continuity, but also by changing the specificity of the catalyst for prod-
ucts. A major challenge in enzymatic reactions is the variability of the specificity of the amount of prod-
ucts, which makes the widespread use of enzymatic reactions difficult, increases the costs of product
separation and purification. A directed change of enzymes, for example by immobilization, has become a
valuable approach to generating enzymes tailored to customer needs.

Results and conclusions. This paper presents studies on the immobilization of cyclodextrin glucosyl-
transferase (CGTase) EC 2.4.1.19 on dialdehyde starch (DAS), obtained by oxidation of potato starch.
Due to the high content of aldehyde groups, CGTase was catalytically inactive towards dialdehyde starch.
The CGTase-DAS biocatalyst obtained as a result of immobilization was active in six reaction cycles of
obtaining cyclodextrins from potato starch. Higher efficiency than in homogeneous catalysis was obtained
in four reaction cycles catalyzed by immobilized CGTase. The biocatalyst was still active in the subse-
quent cycles, but the reaction proceeded with lower efficiency compared to the reaction with the enzyme
in the free state. A change in the ratio of obtained o:B:y cyclodextrins was observed. The most 3-CD was
obtained in the reaction with the non-immobilized enzyme. More a-CD was obtained in the reaction with
the heterogeneous catalyst in cycles I-111, in subsequent cycles the efficiency of y-CD was higher than f-
CD. Due to the multiple use of the heterogeneous biocatalyst, the total amount of obtained cyclodextrins
was significantly increased. The presented CGTase-DAS biocatalyst can be successfully used in techno-
logical processes to reduce the costs of obtaining cyclodextrins.

Key words: immobilization, CGTase, dialdehyde starch DAS, cyclodextrins



