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ROVIDITESEK

Magyar megfelelé Eredeti angol dsszetétel

Kezdeti enzim aktivitds, ml min™
Enzim aktivitds t id6ben, ml min™'
Vizaktivitas
Tizedel6dési id6, min
Diacetoxi-etan (etilénglikol-diacetat)
A redukalo cukor tartalmat meghatarozo dinitro-szalicilsavas modszer
Teljesen deuterizalt dimetil-szulfoxid
Gyors fehértje folyadékkromatografia Fast Protein Liquid Chromatogaraphy
Flamand Alapitvany a Tudomanyos Kutatasért Fund for Scientific Reserch — Flandres
Gazkromatografiaval 6sszekapcsolt tomegspektrometria ~ Gas Cromathopgraphy & Mass Spectrometry
Proton magneses rezonancia spektrum
Nagynyomas High-pressure
Nagy nyomasu technika High-pressure processing
Nagy hatékonysagu vékonyrétegkromatografia High Performance Thin Layer Cromathography
Enzim inkativalodas konstansa, 107 h'!
Michaelis-Menten féle reakciésebességi allando, mg ml™!
Kereskedelmi forgalomban kaphatd, liofilezett por formaji enzim
Izolalt, tisztitott enzim (jelen esetben sargarépabol)
Nem detektalhatdo mennyiség
Nyomas, Mpa Pressure
poliakrilamid gélelektroforézis Polyacrylamide Gel electrophoresis
Polietilén-glikol
Pektin-metil-észteraz enzim (EC.3.1.1.11)
p-Nitro-fenil-p-D-gliikopiranozid
Retencids faktor
Na-dodecil-szulfat Sodium Dodecyl Sulphate
Feliileti réteg

Hoémérséklet, °C

Surface-layer

1d6, min
Belsd standard az "H-NMR-hez
Triacetin (Glicerol-triacetat)
Trisz-(hidroximetil)-amino-metan
Helyettesitett polietilén-glikol (fantazia név)
Maximalis sebesség, ml min™
z-Erték konstans hémérsékleten, MPa

z-Erték konstans nyomason, °C
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Néhany hidrolaz, az o- és a p-gliikozidaz, valamint a pektin-metil-észeterdz élelmiszeripari alkalmazhatosaganak vizsgalata

1 BEVEZETES

1.1 Az enzimek élelmiszeripari alkalmzasanak kialakulasa

A természetben fellelhetd enzimeket az régota hasznaljdk élelmiszer eldallitasra, példaul sajt-,
kovasz-, sOr-, bor- és ecetkészités esetében. Az élet mas teriiletein is kihasznaltak az enzimek
nyujtotta lehetdségeket dseink (pl. borkészités, len megmunkalés, indigd eldallitas). Azonban csak a
mult szdzad végén tudtak a fermentécios technologiak fejlodésének kovetkeztében viszonylag tiszta
enzimkészitményeket ipari méretben eldallitani. Ez az eredmény tette lehetévé az enzimek ipari
méretekben vald felhasznalasat a textil-, detergens-, valamint az ¢élelmiszeripar szdmara. Az
enzimek tudoméanyosan megalapozott technologiai felhasznalasa 1984-ben kezdddott a takadiasztaz
alkalmazasaval az Egyesiilt Allamokban, de Németorszagban mar 1915-ben adtak enzimadalékot a
mososzerekhez. Az elmult négy évtizedben az enzimoldgia és a biotechnologia tudomanya egymast
tdmogatva fejlodott. A géntechnoldgidk és a fehérjemérnokség fejlédésével ) dimenziok nyiltak
meg az enzimipar szamara [CRUEGER & CRUEGER, 1987].

Jelenleg az iparban hasznalt enzimek tilnyomo tobbségbe a 3. enzimosztalyba (hidrolazok)
tartozik, ennek értelmében szerepiik kiilonb6z6 biomolekulak hidrolitikus lebontasa. A proteazokat
kiterjedten alkalmazzédk a detergensiparban, mososzeriparban, husiparban, tejiparban, stb. A
masodik legnagyobb csoportba a szénhidratbontdé enzimek tartoznak — foként az amilazok és a
celluldzok — mivel a keményitd-, textil-, izemanyag-, siité- és detergens ipar jelentés mennyiségben
alkalmazza azokat. Az élelmiszeriparban, a legnagyobb mértékben felhasznalt enzimek a protedz,
lipaz (sajtgyartasban), laktdz (tejiparban), pektin-metil-észterdz (gyliimoles alapanyagok
puhitasdhoz, 1ényeréshez és deritéshez), pektindz, transzglutaminaz.

A modern élelmiszeriparban tehat jelentds szerep jut az enzimeknek, mivel széles korben,
sokrétli feladatmegoldéasra alkalmazzak oket. Az ¢€lelmiszeriparral ezért szinte parhuzamosan
fejlodott az enzimipar és az azt kiszolgald enzimkutatas. Egyre ujabb és jabb termékek jelennek
meg. Enzimek alkalmazéasakor egy gyartasi technoldgia sordn sok zavard tényezd 1éphet fel, ezeket
ki kell kiiszobolni. Az enzimek fehérje jellegiikbdl adéodoan hd, pH és so-érzékenyek, igy
stabilitasukrol és a mikodési paraméterek optimalasarol is gondoskodni kell. Problémat jelenthet az

is, hogy az enzimek Onmaguk is szennyezést jelenthetnek az élelmiszerben, amennyiben
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eltavolitaisuk nem megoldhatd. A rogzitett enzimek megjelenésével a stabilitds, valamint az
ujrafelhasznalhatdsag €s a konnyt eltavolitas kérdése megoldhato €s ebbdl kifolyolag a koltségek is
jelentdsen csokkenhetnek.

Az ¢élelmiszer feldolgozas sordn mas, enzimekkel kapcsolatos problémak is
felmeriilhetnek. Ugyanis az ¢lelmiszer alapanyagok maguk is €16 szervezetekbdl szarmaznak, sajat
enzim készletiik egy része aktiv maradhat és ezek inaktivalasa sziikséges lehet. A zoldségek és
gylimolcsok tarolds, raktdrozés, széllitas alatt végbemend romldsi folyamatai nagy problémat
jelentenek az élelmiszeripar szamara. Ezek a nem kivanatos véltozasok altaldban enzimkatalizalt
folyamatok. Hagyomanyos élelmiszeripari technologidkban ezt a problémat hdokezeléssel oldottak
meg, amely nemcsak a csiratlanitas elvégzésére volt hivatott, hanem a h6érzékeny és nem kivéanatos
enzimek inaktivalasara is, ugyanakkor ezen eljardsok soran szamos, az élelmiszerek mindségét
befolyasold tényezd is megvaltozhat.

Az 1 fogyasztéi igények megjelenése miatt azonban az élelmiszerek mindségével
szemben tamasztott elvarasok jelentés mértékben megvaltoztak. Fontos szempont az élelmiszerek
megitélése sordn, hogy aradnylag kis szdmu és kiméletes feldolgozasi 1épésen keresztiil jutva, — az
eredeti tulajdonsdgok, ugymint iz, illat, konzisztencia, tapérték megtartasaval — keriiljenek a
fogyasztokhoz. A hagyomanyos élelmiszertechnoldgiai eljarasok azonban, ahol az élelmiszereket
magas homérsékleten, valamint tartositoszerek hozzaadasaval kezelik, ezeknek az elvarasoknak nem
felelnek meg. Ezen igények kielégitésére 1j eljarasokat, kiméletesebb feldolgozasi moddszereket
alakitottak ki. Ilyen technikdk a nagynyomdsu technika, a pulzdlo elektromos mez6t alkalmazo
technika, stb.

Doktoranduszi kutatdmunkam célja néhany, az élelmiszeriparban fontos szerepet betdltd
hidrolédz enzim, kdzelebbrdl az a- és B-gliikozidaz, valamint a pektin-metil-észteraz élelmiszeripari
alkalmazhatdsaganak modellezése volt egyes folyamatokban. Ahhoz, hogy ilyen jellegli modellezési
kisérleteket végezhessek, a vizsgdlandd enzimek viselkedését a modellrendszerek tervezett
kortilményei kozott tesztelnem kellett. Modellként mind a gliikozidazokra, mind a pektin-metil-
¢szterazra egy-egy jellegzetes élelmiszeripari példat valasztottam, a glilkkozidazokra a borok
aromaprofiljanak modositasat, a pektin-metil-észterazra pedig a zdldségek koziil elsdsorban a
sargarépa készitmények mindségjavitasat a PME inaktivalasaval.

A gliikéz alifas alkoholokkal képzett 0-gliikozidjai a nem ionos, feliiletaktiv anyagok
egyik nagyon fontos csoportjat képezik, amelyek rdadasul nem toxikusak és bioldgiailag

lebonthatok. Mivel koziiliik néhanyat nemcsak a gydgyszeriparban, hanem az élelmiszeriparban is
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sikeresen alkalmazzék detergensként, ezért szintézisiik glilkoziddzok katalizalta reverz hidrolitikus
folyamatokkal élelmiszeripari jelleglinek is tekinthetd. Ezért doktoranduszi kutatomunkam céljanak
tekintettem a feliiletaktiv o-gliikozidok gliikkoziddzok katalizalta olyan reverz hidrolitikus
szintézisének kidolgozasat is, amely lehetdvé teszi korabban eddig ilyen modon nem szintetizalhatd
o-gliikozidok eléallitasat akar preparativ Iéptékben is.

A fenti célok érdekében részletesen kellett tanulményoznom a nativ a- és B-gliikozidaz,
valamint egyes rogzitett formdinak felhasznalhatosagat (stabilitdsat és reverz hidrolitikus
hajlanddsagat) a reverz hidrolizishez sziikséges szerves oldoszeres kozegekben. Ugyancsak
vizsgalnom kellett egyes rogzitett [-gliikozidaz készitmények alkalmazhatosagat a borkezelés
koriilményei kozott. A sargarépabdl izolalt nativ pektin-metil-észterdz hdinaktivalasi kinetikdja,
valamint a nagynyomds hatdsdra bekovetkezd viselkedése a kiillonbozd répakészitmények
mindségjavitd kezelésének paramétereire vonatkoz6 informaciokat szolgaltatott.

A témavalasztasomban ¢és célkitlizéseimben szamos tényezd jatszott szerepet. A reverz
hidrolitikus folyamatok tanulményozasara sarkallt az a kiterjedt kutatdmunka, amelyet a kordbbi tiz
évben az Alkalmazott Kémia Tanszéken ezzel kapcsolatban folytattak kiilonbozé palyazatok

keretében:

e OTKA 1/3 (1991-94) Miiveleti paraméterek hatasanak vizsgalata tobbfazisu bioreaktorban

enzimatikus peptidszintézis megvalositasa soran, Dr. Sisak Csaba témavezeto;

o OTKA I/5 (1993-96) Alkil-glikozidok enzimes szintézise reverz-hidrolitikus folyamatokkal,

Dr. Kosary Judit témavezetd;

e OTKA 1/7 (1995-98) Enzimkinetikai paraméterek és fehérjestabilitas vizsgalatok nem vizes

kézegben, Dr. Boross Laszlo témavezeto;

e 3. Copernicus Joint research Project: ERBCIPA 923011 (1993-1997) Synthesis of flavour esters
by extractive bicatalysis reactor systems; Dr. Boross Laszl6 témavezeto.
A reverz hidrolizissel kapcsolatos kutatdsom az alabbi nemzetkozi kutatas része: Cost Action
D25 (2002-2006) Applied Biocatalysis: Stereoselective and Environmentally Friendly Reactions
Catalysed by Enzymes palyazat, az altéma vezetdi Dr. Koséary Judit és Dr. Boross Lészl0.
A 2002. naptari évet Marie Curie Osztondijasként az alabbi kutatohelyen toltottem:
Leuveni Katolikus Egyetem, Elelmiszermikrobiolégia és Elelmiszertechnologia Tanszékén
Belgium. Itt egy a pektin-metil-észterazzal kapcsolatos EU és FWO altal tdamogatott kutatasba
kapcsolodtam bele (QLK1-CT-2000-60014, Dr. Marc Hendrickx témavezetd).
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1.2 Célkitiizések

A hidrolazok koziil az a- és a B-gliikkoziddz, valamint a pektin-metil-észteraz vizsgalatat terveztem.

A Tanszék korabbi eredményeire is alapozva az aldbbi konkrét célokat tiiztem ki:

e Az ¢lelmiszeripari alapanyagok koziil feliiletaktiv, o0-alkil-gliikozidok szintézisét terveztem
reverz hidrolizissel, azaz gliikozbol és hidroxi-vegyiiletbdl, szerves olddszerben végrehajtott
kapcsolasi reakcidoval. A kordbbi tapasztalatokra alapozva mind az o-, mind a
B-gliikozid4dz alkalmazhatdsagat kivantam vizsgalni és célul tliztem ki olyan 0j, preparativ
szintézis kidolgozasat, amely az alkalmazhatd hidroxi-vegyiiletek korét az eddigiekhez képest
nagymértékben tagitja.

e A gliikozidazok ¢élelmiszerre vonatkozd mindség javitd hatasat a borok aromapotencialjanak

novelésével kivantam vizsgalni.

e A kitlizott feladataimhoz 1j gliikoziddz preparatum eldallitasat terveztem egy eddig kevéssé

ismert hordozo, a feliileti réteg (surface-layer, azaz S-layer) bevezetésésvel.

® A pektin-metil-€észteraz segitségével az ¢lelmiszerekben mindségrontd hidrolaz hatast kivantam
vizsgalni, a gylimolcs- és zoldséglevekben a pektin-metil-észterdz aktivitds ugyanis nem
kivanatos. Célul tliztem ki a nativ sargarépa PME stabilitdsi vizsgalatanak tapasztalatait,
figyelembe véve a sargarépabol késziilt termékekben az enzim inaktivalhatosaganak

tanulmanyozasat.

® Az ¢lelmiszeriparban alkalmazott ndvényi eredetii alapanyagok gazdag, sajat enzimkészletének
vizsgalata szamos informdacioval szolgalhat. Ezen vizsgalatok alapjan nemcsak jelenlegi
allapotukra és eltarthatosagukra lehet kovetkeztetni, hanem mas novényi jellemzokre is. A
Tanszéken folyamatban 1év6, ezzel kapcsolatos kutatdsba (Noveényi eredetii élelmiszeripari
alapanyagok tarolasanak vizsgalata biokémiai modszerekkel, témavezetd Dr. Kosary Judit)
bekapcsolédva kivantam felhaszndlni a gliikoziddzokkal ¢és a pektin-metil-észterazzal

kapcsolatos tapasztalataimat.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A hidrolazok rovid jellemzése

A harmadik enzimosztalyba tartoz6 hidrolazok a szubsztrat molekulat viz molekula segitségével
hasitjak ketté. Tulajdonképpen transzfert végeznek: a viz molekula hidroxil csoportjat a szubsztrat
molekulara viszik 4t, mig a viz protonja a szubsztrdt masik részére keriil. A biopolimerek
lebontdsanak elsé 1épése a hidrolizis. A fehérjékben 1évd peptidkotések lebontasaért a protedzok, a
poliszacharidokban 1évé glikozidos kotések lebontasaért az glikoziddzok, mig a trigliceridekben
1évo észterkotések lebontasaért az észterazok csoportjaba tartozo lipazok felelések [WIESMAN,
1975].

Az elsd ipari enzimek a keményit6t hidrolizalé enzimek, azaz az amildzok, valamint az
ugyancsak a szénhidratok bontasaban szerepet jatszo invertdz enzim, ezen kiviil a protedzok voltak.
Az 1945-1970 terjedd idOszakban tjabb enzimeket kezdtek ipari szinten alkalmazni (pl. cellulaz,
lipaz, gliik6z-oxidaz, stb). Az 1970-tdl napjainkig terjedd idészakban tovabbi enzimek terjedtek még
el az ipari hasznalatban: pullulandz, hemicelluldz, penicillin acildz, dextrandz, lignindz, laktdz, stb.
Az iparban alkalmazott enzimek javarészt a hidrolazok csoportjaba tartoznak. A hidrolaz enzimeket
elterjedten alkalmazzak mas ipardgakban, a legjellemzébb felhasznalési teriiletek: a mezdgazdasag
(pl. mezdgazdasagi nyersanyagok hidrolazok segitségével végzett biokonverzidja), a gyogyszeripar
(pl. a kiilonbozé szteroid transzformacidk), a szerves vegyipar (pl. a szennyvizkezelés,

bioszenzorok), stb. [CRUEGER & CRUEGER, 1987].

2.2 Gliikozidazok

A glikozidazok szénhidratok hidrolizisére szolgalnak, o-, N- és S-glikozid szerkezetli szubsztratokat
hidrolizalnak. A karbohidrolazok az egyszerli cukrokbdl felépitett Osszetett szénhidratokat
hidrolizaljak. Az éltaluk megtamadott kotés az a glikozidos kotés, mely az egyszerii cukorrészeket
kapcsolja 0ssze. A szénhidrat bontd enzimeken beliil megkiilonboztetiink heteroziddzokat, amelyek
nem szénhidrat aglikon tartalmu glikozidokat is képesek bontani, valamint holozidazokat, amelyek
kizar6lag szénhidratok tartalmazo glikozidok bontdsara specializalodtak. A glikozidazokat aszerint
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is csoportosithatjuk, hogy az altaluk katalizalt reakcid soran megtartjak-e, vagy izomerizaljak az

crer

crer

,megtartd glikozidazok” [VAN RANTWIIK et al., 1999].

A gliikozidazok olyan holozidaz enzimek, melyek gliikoz polimerek hidrolizisét hajtjak
végre. Altalaban a holozidaz enzimekkel is lehet heterozidokat bontani, ezt a tulajdonsagukat az
iparban hasznaljak ki. Szamtalan holozid tipusi szénhidrat bont6 enzimet hasznalnak az
élelmiszeriparban, példaul a-, B- és glilkoamilazt.

A glikozidok a természetben szinte mindeniitt jelen vannak. Legelterjedtebbek a
novényvilagban, ahol alkoholok, fenolok és merkaptanok fordulnak el6 gliikkozidos kotésben. Ilyen
glikozidok képezik példaul a gyiimdlcsokben az aromavegyiiletek prekurzorait. Egyes novényekbdl
izolalt gliikozidokat sav- és hdallo édesitészerként alkalmaznak. Ilyen példaul az édesfiibdl (Stevia
rebaudiana) eldallitott szteviozid, mely haromszazszor édesebb, mint a szacharéz, valamint a
rebaudiozid, mely négyszazszor édesebb a szachar6zal [CRAMER & IKAN, 1986]. A tovabbiakban a
témam szempontjabol fontos 0-glikozidazokkal, ezen beliil is csak a gliikozpolimereket hidrolizald

o- ¢s B-gliikozidazzal foglalkozom.

2.2.1 A B-gliikozidaz (EC 3.2.1.21)
A B-gliikoziddz (szinonim nevei: cellobidz, emulzin, genciobidz, elatraz, arbutinaz, amigdalinaz) a
béta térallasu gliikkozidos hidroxilt tartalmazo gliikéz gliikozidjait hidrolizalja. A cellobidéz a
legfontosabb B-gliikozidos kotéssel rendelkezd diszacharid (innen ered a cellobidz név). Az enzimet
mandulatej emulzidban fedezték fel, innen szarmazik az emulzin név. Az emulzinnak szignifikans
D-galaktozid4z és D-mannozidaz aktivitasa is van.

A B-gliikozidaz szerkezetét 447 aminosav alakitja ki. Az enzimforras egyéb tulajdonsagok
mellett az enzim molakulatomegét is meghatarozza. Az enzimmolekula két aktiv alegységbdl all. A
B-glikoziddz haromdimenzios képét a II. melléklet tartalmazza. A mandula [-glikozidaz
molekulaja 117,000 és 66,500 kDa [HELFERICH & KLEINSCHMIDT, 1965]. Flavobacterium
johnsonae esetében ez az érték 72 kDa [OKAMOTO et al., 2000], mig a Debaryomyces hansenii
B-gliikozidazai 122 és 95 kDa molekulatomegtiek [RiccIo et al., 1999].

A B-glikozidaz a szarmazasi hely szerint a -gliikozidos kotés bontasanak szempontjabol
némileg kiilonbozhet. Ezeket a kiilonbségeket az 1. aktiv centrum nagysag ¢€s alak szerinti eltérései
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vagy a két aktiv centrum (I. és II.) egymastol valo tavolsagkiilonbségei okozhatjak. A B-gliikozidaz
enzimrdl Osszefoglald munkat készitett VEIBEL [1950], LARNER [1960], valamint NISIZAWA ¢és
HASHIMOTO [1970]. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 preparatumokat ma is mandulabdl allitjak
el6 [GASZTONYI & LASZTITY, 1992].

Az enzim szubsztrat specifitdsa igen széles, a B-(1—4) kotés felszakitasan kiviil egyéb
glikéz diszacharidokat pl. B-(1—6), B-(1—2) kotést tartalmazd szoforozt, P-(1—3) kotést
tartalmazé laminarin6zt is képes bontani, persze sokkal kisebb aktivitdssal. Az oligomerek
bontasanal a nem redukal6é molekulavégen kezdi meg a bontast.

Az enzim miikodéséhez a viz jelenléte elengedhetetlen az aktiv konformacido megdrzése
érdekében. A B-glikkoziddz a B-térallasti hidroxilkotést tartalmazd molekuldkat hidrolizalja. Elso
1épésként egyesiil a szubsztratummal bomlékony, komplex vegyiilet forméajaban. A nagy méretii
enzimmolekula feliilletén 1évé bardzdakba a kis szubsztrat molekuldk belesimulnak és a
szubsztratumban az elektron eloszlas ugy valtozik meg, hogy a reakcidohoz sziikséges aktivalasi
energia lecsokken. Az enzim feliiletén megy végbe a reakcid (amelyhez a viz OH™ és H' ionjai is
szlikségesek), ezutan a komplex az enzimre, ¢és a végtermékekre bomlik szét.

A B-gliikkozidaz enzim el6fordul egyes baktériumokban, penész-, élesztdgomba és gomba
torzsekben, maldtaban, szilvamagban, édes ¢és keserli manduldban, egyéb ndvényekben (rizs,
cseresznye, szoja, stb.), emlds vesében, majban, az éti csiga emésztonedveiben és a talajban is. De
izolaltdk mar keserti barackmagbol, ahol a magban 1évé mérgezd ciangliikozidok lebontasat
segitheti el6 [TUNCEL et al., 1997].

Az emldésokben talalhato B-gliikozidaz enzim a Gaucher-kér nevii anyagcesere betegséggel
kapcsolatban kertiilt az érdeklddés kozéppontjaba. Ez egy orokletes anyagesere betegség, amelyet a
savas B-gliikozidazt kodolo génben létrejott mutacid okoz [HOROWITZ & ZIMRAN, 1994]. LOSMAN
azt talalta, hogy a B-gliikozidaz egy izoenzime hidnyzik a homozigdta limfocitakban és a
heterozigdtdkban pedig szignifikdnsan alacsony a mennyisége [LOSMAN, 1974]. A Iép és m4j
enzimek aktivitdisa a Gaucher-koros betegekben joval alacsonyabb volt szintetikus
(4-metillumbiferal-B-D-gliikkozid) szubsztratra. A Gaucher-kor legjellemzdbb tiinete a vérzékenység
[LASZLO, 1993]. POcsI és KiSs a sertésvesébdl izolalt B-gliikoziddz orvosi vonatkozdsat viszgalta
[POCsI & Kiss, 1988].

Az B-glikoziddz pH optimuma 3,0-7,0 kozott valtozik szubsztrattol, eléfordulédsi helytdl,
termeld szervezettdl fliggden. Homérséklet optimuma 20-85°C tartomanyban mozog, fliggden attol,
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hogy az enzimet termeld torzs hdomérséklet optimuma milyen. Az enzim inhibitorai a
C-vitamin, a formaldehid és a natrium-hidrogénszulfit (NaHSO3), a nehézfémsok (pl. higanyklorid),
gliik6z, cellobioz (nagy koncentracidoban), genciobidz, maltéz, melibidz, norjirimicin, cello-
oligoszacharidok, p-kloromerkuriobenzoat, EDTA, A13+, Cd2+, Cu2+, Niz+, Hg2+, Fez+, Caz+, C02+,
Ag', Pb*", Zn*", mig aktivatorai a szervetlen sok [LARNER, 1960].

A novényvilagban a glilkéznak a nem cukor molekuldkkal alkotott vegyiiletei altalaban
B-glikozidok, 1igy hidrolizisiket a [-glikoziddz katalizdlja. Az egyes gylimdlcsaromak
kialakitdsaban is részt vesz ez az enzim, mivel ezek az aromak (amigdalin, vicin, florizin, szalicin,

stb.) gliikkozidos kotésekben taldlhatok természetes gliikozidokban [GASZTONYT & LASZTITY, 1992].

2.2.1.1 A Bglitkozidaz aktivitasmérése

A B-glikoziddz aktivitdsanak mérésére tobb modszer all rendelkezésre, természetes vagy
mesterséges [-0-gliikozid hidrolizisével és a gliikdz koncentracidé nyomonkdvetésével hatarozhato
meg. Az enzimreakcid nyomonkovetése a szubsztrattol fiigg. Altalanosan elterjedt a parafenol
(p-nitro-, azaz 4-nitro-fenil-f-D-gliikkopiranozid, pNPG) szubsztratot alkalmazé modszer, amelyben
a koncentracié valtozas fotometridsan kovethetd. A Calzyme Laboratories, Inc. meghatarozasa
szerint az a [-glikozidaz mennyiség, amely katalizdlja 1 pmol 4-nitrofenol egy perc alatti
képzddesét 37°C hoémérsékleten, az egy unit. E meghatdrozas alapjat a 4-nitrofenol képzddési
reakcidja, valamint mennyiségének spektrofotometrids (400 nm) meghatarozédsa adja [STERNBERG et
al., 1977].

Amennyiben nincs ilyen specialis, szines szarmazékot képz6 aglikon, a gliikoz koncentracio
mérésével allapithatdo meg az aktivitds. E szerint a meghatarozas szerint az az enzim mennyiség felel
meg 1 unitnak, amely 1 pmol gliikozt képes felszabaditani szalicinbdl percenként, pH=5,0 érté¢ken
és 37°C homérsékleten. A modszer hatranya, hogy csak indirekt mdédon lehet mérni. Szdmos
indirekt médszer ismeretes a gliikkdz koncentraci6 megallapitdsara. Ha a -D-gliikoz keletkezését
csOkkenése 340 nm hulldmhosszon fotometridsan kovetheté [BEUTLER et al., 1974]. Erre a
modszerre analitikai kitteket alkalmaznak. Ugyancsak enzimes analizis kittben alkalmazzak a
gliikoz-oxidazt is. Egy masik fotometrids modszer, amely alkalmas lehet a kozeg gliikoz tartalmanak
meghatarozasara, példaul dinitroszalicil-savas moddszer, amelyben a fotometralhatd komponens a

gliikoz redukald tulajdonsaga kovetkeztében alakul ki. Ez a mddszer azonban kevésbé pontos és az
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egyes redukald cukrok nem kiilonbdztetheték meg vele [HOSTETTELER et al., 1951]. Legegyszerlibb,
bar igen ritkdn alkalmazott mddszer, ha nem szalicint, hanem cellobi6z szubsztratot hasznalnak

25°C hémérsékleten, pH=5,1 értéken [LARNER, 1960].

2.2.1.2 A B-glitkozidaz izoldalasa és tisztitasa

A B-gliikozid4az enzimet csak tobblépcsos tisztitasi folyamat utdn lehet izolalni. Az enzim eléfordul
sejtplazméban, sejtfalban ¢és plazmamembranban is, ezért elsddlegesen ezeket kell a tdobbi
sejtalkototol kiilonvalasztani. Iparban alkalmazott termeld szervezetek: édes-mandula (Amygdalus
communis), papaja (Carica papaya), kasszava (Manihot esculenta), Hanseniaspora vineae,
Myceliopthora thermophilia, Streptomyces lividans, Cellulomonas thermocellum, Sulfolobus
solfataricus, Alternaria alternata, Aspergillus niger, Humicola insolens, Sclerotium rolfsii, Evernia
prunastri, Aspergillus japonicus, Rhizobium trifolii, Mucor mihei, Aspergillus oryzae,
Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma reseei, Trichoderma viride, Candida wickerhamii,
Penicilium funiculosum, stb [FREER, 1993]. Az enzim izolélasa és tisztitdsa kiilonb6zd forrasokbol
kiilonb6z6 mddon zajlik, néhany jellemzd valtozat az aldbbiakban keriil bemutatésra.

A Sulfolobus solfataricus esetében a sejteket lecentrifugéaltdk, 50 mM natrium-foszfat
pufferben felszuszpendaltdk pH=7,3 értéken, amely 150 mM natrium-kloridot és Triton X-100-at
tartalmazott. A sejtek szétzizdsa utan sziirték a szuszpenzidt. A frakciokat oszlopkromatografiaval
tisztitottak és gélszliréssel koncentraltak [KENGEN & STAMS, 1994]. A Fusarium oxysporum gomba
telepeket elsd 1épésben lecentrifugaltdk, majd a sziirletet ultrasziirével poliszulfon membrannal
toményitették be [MAKROPOULOU et al., 1998].

WATANABE ¢és KUWAHARA Aspergillus nigerbol tisztitottak a [-gliikkozidazt affinitas
kromatografiai modszerrel, keresztkotéseket tartalmazo metakrilamid kopolimeren. Az enzimet az
oszloprol 10 mM natrium-klorid oldattal 20 mM toménységli acetat pufferbe oldottdk [WATANABE
& KUWAHARA, 1993].

A szbjabab (Glycine soja) csiraleveleibdl készitett szuszpenzidt (200 mM foszfat pufferrel
pH=6,0, amely 0,2-0,5 mM natrium-kloridot tartalmazott) vakuumban lesziirték. A nedves csapadék
centrifugéldsa utan a preparatum jelentdsen feldusult B-gliikkozidazban [HSIEH & GRAHAM, 1997].

A mézelé méhbol (hazi méh = Apis mellifera) torténd B-glikkozidaz izolalaskor elsé 1épésben
a méheket -30°C homérsékletre lehiitottek és elporitottak. Az extrakciot 50 mM foszfat pufferrel

(pH=7,5), tiveggyongyok jelenlétében végezték. Centrifugalas utan a feliiliszoban oldott enzim
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tisztitdsadhoz FPLC-rendszert hasznaltak. Megallapitottak, hogy — 6sszehasonlitva a mézzacskoval és
potrohhal — a tornak van a legmagasabb a -gliikozidaz tartalma [PONTOH & Low, 2001].
Sargaréparépabol (Daucus carota) izolalt nyers [-glikozidazt CM-Sheparose CL-6B
oszlopon linearis natrium-klorid gradienssel tisztitottak [KONNO et al., 1996]. A kiilonb6z6, ndvényi
eredetii élelmiszeripari nyersanyagok [-gliikoziddz tartalméara és aktivitdsara vonatkozd

eredményeimet a 4.3.3 fejezet tartalmazza.

2.2.2 Az a-gliikezidaz (EC 3.2.1.20)

Az a-glikozidaz az a-térallasu glikozidos hidroxilt tartalmazé gliik6z glikozidjait hidrolizalja. A
maltoz az egyik (legjellemzdébb) oligoszacharid, amelyben alfa-térallasa gliik6z van. Innen ered,
hogy az a-gliikoziddz masik neve a maltdz. Az enzim a szacharéz és a melicitoz diszacharidok
hidrolizisét is katalizalja, mivel ezek is tartalmaznak o-gliikozid kotést, s6t a szachardz bontasat
még gyorsabban hajtja végre az enzim, mint a maltozét [HALVORSON, 1966].

Az a-gliikkozidaz ¢élelmiszeripari jelentdsége elenyész6. A bakterialis a-gliikozidazt a-amilaz
¢s pullulandz enzimekkel egylittesen egy 1épéses keményitd hidrolizisre alkalmazzak [LEGIN et al.,
1998]. A Tanszéken kordbbi kutatdsok soran reverz hidrolizissel feliiletaktiv 0-alkil-gliitkozidokat
allitottak eld [KOSARY et al., 1998c].

Az enzimreakcid soran az a-glikoziddaz sok ¢él6 szervezetben termelddik: csirazo
magvakban, burgonyaban, élesztékben, baktériumokban, pl. Bacillus thuringiensisben és mas
Bacillus fajokban [ZEMEK et al.,1981]. A gombak altal termelt a-gliikoziddazok tulajdonsagairol
CHIBA készitett részletes tanulmanyt [CHIBA, 1988]. Az enzimet izolaltdk ezen kiviil emldsok
nyalabol, vérébol, a pankredszbol stb. A kiilonboz6 forrasbol szarmazéd a-gliikkozidazok optimalis
pH-értéke 4,5-7,2 kozott valtozik. Az enzimmolekula savérzékeny, ezért savas kozegben gyorsan
elbomlik. Héfok optimuma 35°C koriil van, katalitikus aktivitasat 55°C hdmérsékletig Orzi meg.
Inhibitorai végtermékkeént a gliikoz és a fruktoz [HALVORSON, 1966].

Az a-gliikkozidaz és a szubsztrat molekulak kozott kovalens kotés jon 1étre. A katalitikus
helyen a nukleofil csoport aszparagin [MCCARTER & WITHERS, 1996]. Az enzimnek két gliik6zkotd
helye van [HOWARD & WITHERS, 1988]. Az Sacharomyces cerevisiae ¢€leszt6torzsbol izolalt

o-gliikozidaz enzim aktiv centruménak sematikus abrajat a I1I. melléklet tartalmazza.
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2.2.2.1 Az a-glitkozidaz aktivitasmeérése

A gliik6z mennyiségének valtozasa alapjan az a-gliikozidaz aktivitdsa meghatarozhaté [HESTRIN &
LINDEGREN, 1952]. LARNER hexokindz és gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz enzimrendszerben végezte
az aktivitdsmérést [LARNER, 1960]. Az a-glilkoziddz aktivitds meghatdrozdsanak masik modja a
4-nitrofenol-o-D-gliikopiranozidbol (pNPG) képzett 4-nitrofenol mennyiségének mérésén alapul

[HALVORSON, 1966].

2.2.2.2 Az a-gliikozidaz izolalasa és tisztitasa

TAKEWAKI ¢és munkatarsai mézeld6 méhbdl izolaltak a-glilkoziddz enzimet, amelynek részleges
jellemzését is elvégezték [TAKEWAKI et al., 1993]. KISHIMOTO ¢és munkatérsai Acidobacterium
capsulatum altal termelt o-glikkozidazt tisztitottak CM-Sheparose, Sephracyl S-300 és Mono-S
ioncserés kromatografiaval. Egy 65 kDa tomegli monomer fehérjét kaptak, amelynek
molekulatdomegét SDS-pageval allapitottak meg [KISHIMOTO et al., 1999]. Az Aspergillus torzsek
altal termelt a-gliikozidaz izoldlasaval foglalkozott tobbek kozott ANINDYAWATI és munkatarsai.
Aspergillus awamori KT-11 tipust torzsbol, ammoniumszulfatos telitést alkalmaztak, majd a
preicipitdtumot Bio-Gel P6 tipusti gélen futattak, 50 mM toménységli acetat pufferrel (pH=6,2) a
felesleges ammonium-szulfat eltavolitsa céljabol. A somentesitett oldatot DEAE Shepadex A-50

oszlopon 10 mM natrium-foszfat pufferrel (pH=7,2) tisztitottdk [ ANINDYAWATI et al., 1998].

2.3 A pektin-metil-észteraz

A pektin-metil-észterdz (PME) enzim a pektin hidrolizis egyik enzime. Szinonim nevei: pektin-
pektilhidrolaz, pektinészteraz, pektaz, pektinmetoxilaz, pektin-demetilaz €s pektolipaz). Szubsztratja
a pektin. Kiilonleges szerkezete részletesebb targyalasra szorul. (A pektin-metil-észteraz elnevezés

helyett altalaban a PME elnevezés fog szerepelni a tovabbiakban).

2.3.1 A pektin molekula szerkezete

A pektinek a nodvényvilagban igen elterjedt poliszacharidok, amelyek kiilonb6zd aranyokban
haromféle komponensbdl allnak: galaktan, araban és részlegesen ¢&szterezett galakturonan-
metilészter. Mivel a pektinekre jellemzd kiilonleges tulajdonsag, a ndvényi nedvek gélesedése

elsdsorban a legutobbi komponensnek koszonheté [BRUCKNER, 1974], ezért altalaban csak ezt a
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komponenest illetik “pektin” elnevezéssel. Ennek megfelelden a pektin (American Chemical Society
elnevezése) olyan, a ndvényekben eléforduld poligalakturonsav, amelyekben a karboxilcsoportok
tobb-kevesebb része metanollal van észterezve. A pektinben a szabad karboxilcsoportok egy része
pedig kalciumso, illetve magnéziumsoé forméjaban is el6fordulhat. A pektin kozvetlen hatéssal van a
szovetek vizkoto és zselé képzo tulajdonsagaira, ezaltal nagyban meghatarozza a szdveti allomany,
elsésorban a gyiimolcsok szoveti allomanyanak mindségét.

A pektin altalaban pH=3-4 értékeken a legstabilabb [KERTESZ, 1955]. Enzimek, illetve sav
vagy lug hataséara ezek az észterkotések felbomlanak, vizben oldhatatlan pektosav képzddik, amely
alapvetéen poligalakturonsavnak tekinthetd, tehat észtercsoportokat nem tartalmaz [BE MILLER,
1986]. Az irodalomban ismeretes a pektinsav elnevezés is, amely olyan oldhaté poligalakturonsavak
jelent, amelyeknek egyes karboxilcsoportjai még észterezve vannak. A pektin a ndvényekben
els6sorban intracellularisan és sejthartydhoz kotve, oldhatatlan formédban fordul eld [WHITAKER,
1984].

A zoldségek ¢és gylimolcsok pektintartalma 1égyartdsndl szlirési, stabilitdsi problémat
okozhat, ezzel a kovetkezd fejezet részletesen foglalkozik. Egyes teriileteken vizkotd, zseléképzd
anyagként (pektinek, pektinsavak), adalék anyagként (diabetikus élelmiszerekben), emulgeald
szerként (véddkolloidok), valamint antioxidansként (gyodgyszeripar) alkalmazzadk [CRUEGER &
CRUEGER, 1987]. Ipari méretekben a citrusfélékbol, almabol, ribiszkébdl €s répaszeletekbol allitjak
el6 [KERTESz, 1957, BE MILLER, 1986] Az 1. tablazat néhany gyiimolcs ¢és zoldségféle

pektintartalmat mutatja be.

1. tablazat. Néhany élelmiszeripari nyersanyag pektin tartalma [KASHYAP et al., 2001].

Forras Nedves tomeg (%) Széaraz tomeg (%)
Alma 1,5-2,5 15-18
Cirom piiré 1,5-2,5 30-35
Narancs ptiré 3,5-5,5 30-40

Répa piiré 1,0 25-30
Sargarépa 0,62 7,1

2.3.2 A pektinek lebomlasa
A zoldségek és gyiimdlecsok tarolas €s raktarozas alatt végbemend romléasi folyamatai nagy
problémat jelentenek az élelmiszeripar szdmara. Ezek a nem kivanatos valtozasok altalaban

enzimkatalizalt folyamatok. A gyliimélcsok ¢és zoldségek érésének jellemzd folyamata a
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konzisztencia valtozasa. Ez a folyamat kapcsolatban van azokkal a valtozasokkal, amelyek a
szilardsagot biztosito sejtfalban jatszodnak le. A sejtfalban €s a kdzépso lamella rétegben talalhato
poliszacharidok (pektinek, cellul6zok és hemicellulozok) és ezek lebomlasanak, oldodaséanak, illetve
mennyiségének valtozasa nagymértékben meghatarozza a friss, a tarolt, valamint a kezelt zoldségek
és gylimolesok texturajat, allagat. Eretlen gytimolcsokben a pektin vizben oldhatatlan protopektin
formaban van jelen, mely sav vagy enzimek (macerdzok) hatasara alakul at pektinné [GASZTONYI &
LAszTiTy, 1992]. A protopektinek olyan makromolekula-komplexek, amelyekben a pektin
fehérjéhez kotott formaban van jelen. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 pektin készitményeket
almabol vagy citrushéjbdl allitjak el6 [KRAVTCHENKO et al., 1992].

A pektin észterezettségi foka nemcsak a ndvényi sejt milyenségétdl, hanem annak
allapotatol is (pl. gombafertézés) fiigg. A sejtfal szilardsagat a pektin szerkezete, kozelebbrol
nemcsak a szabad karboxilcsoportok szama befolyasolja, hanem azok elhelyezkedése a
poligalakturonsavlancon is meghatarozé [MICHELI, 2001]. A pektin fenti paraméterei természetesen
PME Aéltal torténd hidrolizalhatdsagat is befolydsolja. A pektindzok miikddésének kovetkeztében
kiilonb6z6 észterezettségl, a ndvények életfolyamataiban mas és mas szerepet betoltd, a sejtnek
kiilonbozd szilardsagot (konzisztenciat) kolcsonzd pektinek keletkeznek. A konzisztencia mind a
z6ldségek, a gylimolcsok, mind pedig a beldliik készitett termékek fontos mindségi kovetelménye,
ezért lényeges, hogy az emlitett lebontasi folyamat a kivant konzisztencia elérése utan mar ne

folytatodjék [LASZTITY, 1981].

2.3.2.1 A pektinbontast katalizalo enzimek csaldadja és hatasmechanizmusuk

A pektinbonté enzimeket hadrom nagy csoportra oszthatjuk (1. abra) aszerint, hogy pektint,
pektosavat vagy oligo-a-1,4-D-galakturonsavat fogadnak-e el szubsztratként. A pektinek szerkezetét
¢és a legfontosabb pektinbontd enzimeket a 2. abra mutatja. A kiilonféle pektinbonté enzimek mas
¢s mas helyen tdmadhatjak a pektint és hatasuk komplex mddon érvényesiil. A pektinbont6d enzimek
koziil most csak az elszappanositd, azaz a metilészter csoportot hidrolizald enzimel a pektin-metil-

észterazzal foglalkozom.
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1. abra. A pektinbontast katalizalé enzimek felosztasa [LASZTITY, 1981].
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2. abra. A pektinek szerkezete és a pektinbont6 enzimek [BORDENAVE et al., 1996].
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2.3.2.2 A pektin-metil-észteraz mukodése

Bar a kiilonb6zé novényi forrdsbol szarmazo pektin-metil-észterazok tulajdonsagai kozott vannak
egyéni eltérések, s6t az egyes novények kiillonbozé izoenzimeket is tartalmazhatnak, de az alapvetd
jellemzok gyakorlatilag azonosak. A PME tehat a pektinben 1évé metilészter csoportok hasitasat
katalizalja [KASHYAP et al., 2001], az etilésztereket igen lassan képes bontani [ WHITAKER, 1984]. A
pektin-metil-észteraz sokféle friss gyiimolcsben és zoldségben, valamint mikroorganizmusban
fordul eld [TIISKENS et al., 1997]. A PME a kiils6 sejtfalban és a kozéplamellaban is megtalalhato,
igy szubsztratot képez a pektinsavat, illetve pektosavat bontd, depolimerizald poligalakturonaz
enzimek szamadra, amelyek gylimolcsok puhuldsaban jatszanak szerepet. A reakcid soran keletkezd
metanol, mint észterezd szer a gyiimdlcsok aromdjanak kialakitdsdban is szerepet jatszhat
[SzaBoLcsI, 1991]. Az észtercsoport hidrolizise 4altaldban egy szabad karboxil csoporthoz
legkozelebbi szén atomon kezdddik [KASHYAP et al., 2001]. A tdmadas pontos helye szempontjabol
azonban a ndvényi €s gomba eredetli PME izoenzimek kozott szamottevd kiilonbség lehet, ezt a
kiilonb6z6 eredetli pektinek szerkezeti azonositasara alkalmazhatjak [LIMBERG et al., 2000].

A sejtndvekedés alatt a PME aktivitast a sejtfal hidrogénion koncentracidja szabalyozza.
Az enzim mikddése semleges koriili pH értéken optimalis. A lokalis pH csokkenés az enzim
aktivitasat csokkenti. Ekkor a pH csokkenésének kovetkeztében gliikkozidazok ¢és gliikozil
transzferdzok aktivizadlodnak a sejtfal novelésére és felépitésére. A lokdlis pH novekedése
kovetkeztében a PME reaktivalodik, s ezzel ujra beindul egy ciklus. A PME aktivitas szabalyozéasat
nemcsak a pH valtozadsai, hanem a kiilonb6zd izoenzimforméak kialakulasa is lehetdvé teszi a
kiilonb6zo szévetekben [GIOVANE et al., 2003].

A novényi szovetben a PME novekvd aktivitasa eldsegiti a szovetek szilardulasat azaltal,
hogy noveli a szabad karboxilcsoportok szamat a pektin molekulan, amely igy képessé valik arra,
hogy keresztkotéseket alakitson ki a kalcium ionokkal. Ezen interakciok kialakulasa kulcsszerepet
jatszik a sejtfal szerkezet 1étrejottében [SILIHA et al., 1996]. A keresztkotések kialakuldsa miatt a
PME aktivités kis mértékben a viszkozitast is befolyésolja.

A PME nagyon specifikus észteraz, glicerol és glikol észtereket nem bont. Az észterbontas
sebessége kiilonb6zo, nem galakturonid észtereknél mintegy ezerszer lassabban megy végbe, mint a
természetes pektineknél. A ndvényi eredetii PME a szintetikus metil-poligalakturonatot csak sokkal
lassabban képes hidrolizalni, mint a természetes pektint [GIOVANE et al., 2003], a gomba eredetii
PME viszont a teljesen metilezett észterezett szintetikus galakturonatot is elfogadja szubsztratként

[VAN ALEBEEK et al., 2002].
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A PME szerkezetét 2002-ben JOHANSSON ¢és munkatarsai rontgensugarzasos modszer
allapitottak meg. Az enzim két jobbmenetes [-hélixbdl all [JOHANSSON et al., 2002]. Valészint,
hogy az aktiv hely két aszparaginsav €s egy arginin-szarmazékbol tevodik dssze. Az aktiv centrum a
B-hélix feliiletén egy hasadékban helyezkedik el, amelyet kiugré hurkok képeznek, ez a hasadék a
pektin kotésére alkalmas hely. A bakterialis és novényi PME felépitése kozott a kiillonbség az aktiv
helyet kialakitdo hasadék formdjaban van. A ndvényi PME esetében ez laposabb [JENKINS et al.,
2001]. A sargarépa PME ¢és a Erwinia chrysanthemi PME haromdimenzios képét a IV. melléklet
tartalmazza.

A szerkezeti vizsgalatok eredményei alapjan mar nagyrészt konnyen értelmezheték azok a
gyakorlati tapasztalatok, amelyeket a PME aktivitdsdnak befolyéasoldsaval kapcsolatban kordbban
leirtak, de magyardzni még nem tudtak. Az aszparaginsavnak és az argininnak az aktiv hely
az aktivitasmérés soran. Korabban ugyanis tgy taldltdk, hogy sdémentes oldatokban a novényi
eredetli PME szinte teljesen inaktiv, de a kdzeg sotartalmanak ndvelésével az aktivitds ugrasszeriien
megnd, ugyanakkor a nagyon magas sokoncentraci6 inaktivaléan hathat [WARRILOW & JONES,
1995]. Szinte maximalis enzimaktivitas érhetd el pH=6,0 értéken, ha a kozeg sdkoncentracioja
kétértékti kationokra nézve 0,03 M, illetve egyértékii kationokra nézve 0,01 M. Enzimkinetikai
vizsgalatok alapjan ugy talaltdk, hogy a PME sokoncentracidora bekovetkezd aktivalodasa és
gatlodasa elsdsorban az ionok és a szubsztrat kozotti kdlcsonhatdsanak és nem az ionok és az enzim
kolesonhatasanak az eredménye [CHARNAY et al., 1992].

Az enzim pH optimuma eredettdl fiiggden 6,0 és 8,0 érték kozott van, a pH értékének
csokkentésével az enzim fokozatosan inaktivalodik, pH=4,0 érték alatt pedig aktivitasat teljesen
elveszti. A sokoncentracié a pH otpimumot befolyasolhatja [GIOVANE et al., 2003]. A ndvényi
eredeti PME homérsékleti optimuma aranylag magas. Bar az enzim aktivitasat altalaban 30°C
hémérsékleten mérik, nem ritka az ennél magasabb optimum, példaul 55°C [PILNIK & VORAGEN,
1970].

Megéllapitottak, hogy az altalanos gyakorlatnak megfelelden a gombabol izolalt PME
sokkal kevésbé érzékeny a kiilsé koriilményekre, mint a ndvényi eredetli PME. A gombabol izolalt
PME, ugyanis mar sémentes kozegben is aktiv, a pH optimuma 4,5-5,0 értékek kozott van. Ez az
optimum a sokoncentracidé novelésekor sem valtozik. Sokféle mikroorganizmus termel pektin-metil-
¢észterazt (pl. Aspergillus niger, Rhizoctonia solani, Pseudomonas sp., Xantomonas sp.) [LIMBERG

et al., 2000]. Megallapitottak, hogy a ndvényi PME, amelynek az izoelektromos pontja semleges
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pH-érték koriil van, a poligalakturonsav szdrmazékokat megtamadva szabad karboxilcsoportokat
eredményez [ALONSO et al., 1997].

Az aktiv hely szerkezete indokolhatja azt is, hogy a PME szdmos kémiai reagenssel,
példaul az SH-reagensekkel szemben ellenalld, de szintetikus detergensek mar kis koncentracidoban
is inaktivalodast okoznak. A bakteridlis eredetli PME jobban ellendll a detergenseknek, mint a
novényi eredetli. Az aszkorbinsav ¢és a szulfitok jelenléte aktivaléan hat az enzimre, a polifenolok,

ezlistionok, foszfatok és nukleotidok, viszont inaktival6 hatasiak [WHITAKER, 1984].

2.3.2.3 A pektin-metil-észteraz aktivitasmeérése

A PME aktivitds meghatarozasa tobbféle modon torténhet. Szubsztratként gyakorlatilag minden
esetben magas észterezettségi foku (>70 %), altalaban alma vagy citrom pektint hasznéalnak, mivel a
szintetikus metil-poligalakturonat sokkal lassabban hidrolizalédik [GIOVANE et al., 2003]. A PME
aktivitds elvben mind a felszabadul6 karboxil-csoportok, mind a lehasadd6 metanol koncentracio
valtozadsanak mérése Utjan meghatarozhatd. Ez utobbira azonban az irodalomban igen kevés példa
talalhat6. A metanol alkohol oxiddzzal formaldehiddé oxidalhatd, amelyet 2,4-pentan-dionnal szines
vegyiiletté alakitanak ¢és a keletkez6 szines vegyiiletet 412 nm hullamhosszon fotometraljak
[KLAVONS & BENETT, 1986].

Az esetek tulnyomo6 tobbségében a karboxilcsoportok szdmanak novekedését titrimetrids
uton hatidrozzdk meg, mikozben a pH értéket allando értéken tartjdk (pH=7,0) [KERTESZ, 1955;
CRELIER et al., 2001]. Az PME aktivitds meghatarozasara Onkényes unit egységet hasznalnak
annyiban, hogy a pH alland6 értéken tartasdra egy perc alatt fogyasztott natrium-hidroxid
mennyiségét (umol) 30 ml térfogatd és 30°C homérsékletli reakcidelegyre vonatkoztatjak
[REXANOVA-BENKOVA & MARKOVIC, 1976; SZABOLCSI, 1991]. Az aktivitas titrimetrias mérésére
elterjedten hasznalnak automata titrald berendezéseket (példaul Metrohm, Svajc).

A pektin-metil-észteraz aktivitdismérésre vonatkoz6é modositasaimat és eredményeimet a

4.1.3 fejezet tartalmazza.

2.3.2.4 A pektin-metil-észteraz izolalasa és tisztitasa

Majdnem minden gyiimdlcsbdl és z6ldségbdl mutattak ki, illetve izolaltak pektin-metil-észterazt,
mint az érési folyamatok egyik jellemzd enzimét. A teljesség igénye nélkiil, az elmult tiz évben

né¢hdny vizsgalt ndvény (a leggyakrabban vizsgélt almén, narancson és paradicsomon kiviil): birs,
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papaja, sargabarack, kiwi, fagyongy, eper, banan, bab, szilva, kokusz, malna, mang6, uborka,
afonya, zeller, cseresznye, grapefruit, citrom, stb.

Az enzim elsésorban sejtfalhoz kotott formaban (csak kis mértékben oldott forméaban) van
jelen a sejtekben ¢és ez a kotddés részben ionos jellegli, ezért izoldlasa nem konnyli [GLOVER &
BRANDY, 1994]. Kiilonb6z6 technikdk ismertek az izolalassal kapcsolatban. Az erés adszorpcios
kolcsonhatasok csokkentésére, illetve az ozmotikus viszonyok megvaltoztatasara kiilonbozo
adalékanyagokat (natrium-klorid, polietilén-glikolok, polivinil-pirrolidon, stb.) alkalmaznak. Az
extrakciot altaldban 4°C hémérsékleten végzik. Néhany jellemz6 izolalasi modszer:

KORNER ¢és munkatdrsai 1980-ban irtdk le narancsbol — nem tal j6 hozammal — a PME
izolalasat. A kivonast olyan 50 mM borat-acetat pufferrel pH=8,3 végezték, amely natrium-kloridra
nézve 0,6 M toménységli volt. Az elegyet két réteg gézen atpréselték, majd lecentrifugaltdk
(10000 g), a centrifugalas utan kapott feliilisz6t ammonium-acetattal csaptak ki. A csapadékot borat
pufferben oldottak fel az aktivitisméréshez [KORNER et al., 1980].

BARNAVON ¢és munkatarsai sz616bol izolaltak PME enzimet. Az extrakciot olyan 0,5 M
toménységli TRISZ-HCI pufferrel pH=8,5 végezték, amely 1 g/100cm’ Triton X-100 fantazianevii
helyettesitett polietilén-glikol, 20v/v % glicerolt, 5 g/100cm’ polivinilpirrolidont, 2 M nétrium-
kloridot és 20 mM [-merkaptoetanolt tartalmazott. Centrifugalas (17000 g) utan az enzimet
ammonium-szulfattal csaptak ki. A csapadékot 0,1 M natrium-foszfat pufferben pH=7,5 oldottak fel
az aktivitasméréshez [BARNAVON et al., 2001]. Ez a modszer meglehetésen tiszta PME
preparatumot szolgéltat, de az izolalas tobb napig htizodik el és a tobbszords extrakcio €s kicsapas
erésen csokkenti az enzim mennyiségét.

NGUYEN ¢és munkatarsai tobbféle ndvénybdl (pl. banan, sargarépa), jol reprodukalhatoan
izolaltak PME enzimet. Az extrakciot 1 M natrium-kloridot tartalmazé 0,2 M TRISZ-HCI pufferrel
pH=8,0 végezték, majd centrifugaltak (18000 g). A feliillusz6 ammonium-szulfatos telitése €s a
centrifugdlds utdn nyert csapadékot affinitas kromatografidval és gélelektroforézissel tisztitottak
[NGUYEN et al., 2002a,b]. A szerzok sargarépa PME oszlopkromatografidja soran néhany olyan
PME frakciot kiilonitettek el, amelyek nyomastiiré tulajdonsagukban némileg eltértek a f6
frakciobol nyert PME nyomadstiirésétol [NGUYEN et al., 2002a].

ALONSO ¢és munkatarsai persimonnbol (kaki gyiimdlesbdl) kromatografids technikakkal
izolaltak két PME izoformat (PME I és PME II), amelyek szdmos tulajdonsagukban kiilonboztek
egymastol: molekulatomegiik 51 kDa (PME I) és 30 kDa (PME II), izoelektromos pontjuk pH=8,4

(PME I) és pH=6,9 (PME II). A szerzok a PME I izoforméat sokkal hdstabilabbnak tartjak, mint a
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PME II izoformat. 80 mM kalcium-klorid és 500 mM natrium-klorid koncentracié felett mindkét
izoenzim mukodése leall [ALONSO et al., 1997]. WARRILOW ¢és JONES pedig a paradicsombdl izolalt

kiilonb6z6 tulajdonsagu PME izoenzimeket [ WARRILOW & JONES, 1995].

2.4 Az enzimek rogzitése

Az élelmiszeripari alapanyagok technoldgiai folyamatai sordn gyakran olyan koriilmények
fordulhatnak eld, amelyek az alkalmazott enzimet részben vagy teljesen inaktivalhatjak. Az
enzimeknek valamilyen hordozohoz torténd rdgzitése, azaz immobilizalasa igen sok gyakorlati
haszonnal jarhat. A rogzités kovetkeztében ugyan altaldban csokken az enzim aktivitdsa, de a
mivelet bizonyos mértékig rogziti az aktiv konformdcidt, ez az enzim stabilitasat jelentdsen
megnovelheti. Rogzitett enzimek altaldban konnyen eltarthatok, szallithatok és wijra felhasznalhatok,
valamint kevésbé tdmadhatok a kiilonb6z6 mikroorganizmusok szdmara [KLIBANOV, 1979]. Ez all
annak a hatterében, hogy élelmiszeripari-, illetve mas ipari folyamatokban a rogzitett enzimek
hasznalata széleskorlien elterjedt [HEICHAL-SEGAL et al., 1995].

Mivel elérelathatd volt, hogy a kutatds soran tobb esetben enzimrogzitésre lesz sziikség,
ezért az enzimek rogzitésének irodalmaval kiilon fejezet foglalkozik. Az enzimrogzités szdmos
elénye lehetdvé teszi a folyamatos rendszerek alkalmazésat, a folyamat jobban kontrollalhato és
hozam tekintetében is jelentds javulas érhetd el [GODFREY & REICHELT, 1983]. Az 1980-as évektol
kezdédden az enzimek rogzitésével kapcsolatos kozlemények szdma nagyon megndtt, még
gyakorlati jelentdséggel nem rendelkezd enzimeket is szamos esetben rogzitettek [MONSAN &
COMBES, 1988]. Itt nincs lehet6ség valamennyi rogzitési mod €s hordozo tipus bemutasara, ezért az
Osszefoglalas csak a dolgozat témajanak szempontjabdl jelentdséggel bird rogzitési teriiletekkel
foglalkozik.

Az enzimek rogzitésére igen sokféle technikat fejlesztettek ki [WOODWARD, 1985].
Vannak rendszerek, amelyekben az enzim oldott allapotban marad, csak ultrasziir6 membran
rendszerben visszatartjak. Elterjedtebbek azonban a valodi rogzitést alkalmazé megoldasok, ezek
kozott is megkiilonbozetetjilk a kotést €s a bezarast. Az enzim kotése torténhet valamilyen
bifunkcids vegyiilethez (keresztkotés, glutaraldehides térhaldsitas), illetve a hordozohoz kémiai
kotéssel (ionos-, fémes-, adszorpcios- vagy kovalens kotéssel). A legrégebbi rogzitési modszer az

enzim ¢és a hordozd kozotti adszorpcios kotés. A legelterjedtebb modszer azonban a kovalens
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rogzités, amelyet szdmtalan enzim esetében hasznaltak, el0szor a [-laktamaz, invertaz,
gliikozizomeraz és uredz enzimeket, valamint élesztésejteket immobilizaltak [CHIBATA et al., 1986].
Az egyik leggyakrabban alkalmazott hordozo6 a poliakrilamid, és a legelterjedtebb kapcsolo szerek a
karbodiimidek [MOSBACH & MOSBACH, 1966]. A kiilonbdz0 rogzitési technikak kombinalhatoak is,
igy lehetdvé valik az egyes modszerek hatranyanak kikiiszobolése.

A bezaras torténhet gélbe vagy membranba. A legaltaldnosabban hasznaltak a természetes
alapi gélek (agardz, alginat, kitozan, karragén, stb.). Mivel a gél porusai nagyok, igy a kisebb
méretli biokatalizatorokat nem tartja vissza, ezért ezt a technikat elsOsorban sejtek rogzitésére
hasznaljak. Ezért az enzimek gélbezarasa altalaban csak kombinalt rogzités esetén vezethet a kivant
eredményhez [WOODWARD, 1985]. A biokatalizatorok rogzitése, az adszorpcids rogzitési technikat
kivéve, altalaban az aktivitas csokkenéshez vezet. Az enzim ¢és a hordozo kozotti kovalens kotések
igen kiilonb6zd tipustak lehetnek. A rogzitést altalaban szubsztrat jelenlétében végzik és igy
elkeriilhetd a szubsztratkotd hely, illetve az aktiv hely konformécio valtozasa, amely akar a biologiai
aktivitas elvesztéséhez is vezethetne. Az esetek tobbségében egy enzim rogzitése sordn az enzim
szerkezetének ismerete nagy segitséget nytjthat [FERSHT, 1984].

Az élelmiszeriparban szamos technologidban alkalmaznak rogzitett enzimeket, elsdsorban
hidroladzokat. Legalabb negyvenféle enzimre kifejlesztették a rogzitett enzimes elektrodakon alapuld
analitikai eljarasokat [BOWERS & CARR, 1980; SCHELLER et al., 1985]. A gyiimdlcslégyartasban és
boraszatban is eldnyt jelenthet a rogzitett enzimek alkalmazasa, mert segitségiikkel elkeriilhetd az
idegen fehérjék bevitele [MARTINO et al., 1995]. Ugyancsak rogzitett enzimeket alkalmaznak a

fehérjéket és a szénhidratokat feldolgozo élelmiszeripari folyamatokban [HARTMEIER, 1988].

2.4.1 A gliikozidazok rogzitése

Mar kordbban is emlitésre keriilt, hogy élelmiszeripari szempontb6l a [B-glilkoziddznak sokkal
nagyobb a jelentdsége, mint az a-gliikozidaznak. Valdsziniileg ez lehet az oka annak, hogy az
o-gliikozidaz rogzitésére csak néhany irodalmi utalds van, példaul egy termofil archeobacteria
Thermococcus  torzsbol izolalt extracellularis oa-gliikozidazt porézus iiveggyongyre ¢&s
epoxigyongyre rogzitettek, valamint enzim-szilikat gélt is alakitottak ki beldle, igen mérsékelt
sikerrel [PILLER et al., 1996]. SCHIRALDI ¢és munkatdrsai maltodextrinbdl allitottak eld gliikozt
kéalcium-alginat gélbe zart, egy termofil Sulfolobus solfataricus torzsbdl szarmazd o-gliikozidaz

segitségével [SCHIRALDI et al., 2004].
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A B-gliikozidaz esetében az irodalomban igen sok példat taldlhatunk mind adszorpcios
(szilikaton, aluminium-oxidon, kitozdnon, stb.), mind pedig a keresztkotéssel (glutaraldehid)
kialakitott rogzitési moddszerre, illetve ezek kombinécidjara [BROUN et al., 1973; RAVET et al.,
1993]. Az adszorpciés moddszernek egy fejlesztett valtozatadban enzim-szilikat gélt alakitanak ki.
Szol-gél prekurzorként szolgalnak példaul a tetra- és trialkoxi alkil-szilanok. Az is sikeres rogzitési
modszer lehet, ha az enzimoldatot ilyen részlegesen hidrolizalt szol-gél prekurzorokkal
Osszekeverik. A gélesedés, érés és részletes szaritas kovetkeztében keletkezett, mechanikailag stabil,
iivegszerli gél nagy enzimaktivitast képes magéaba zarni. A szerzok szerint ez a rogzitési technika
biztosit néhany olyan eldnyds tulajdonsagot a rdgzitett enzimnek, amely hagyoményos rogzitési
technikdkkal nem érheté el, valamint kikiiszobolhetd a diffuzid és a szivargds okozta
enzimveszteség. A rogzitett enzim hdinaktivalodasi sebessége akar két nagysagrenddel is
csokkenhet [HEICHAL-SEGAL et al., 1995].

A kélcium-alginat gélbe vald bezéarasi technikat kiilonbozd forrasbol (Pseudomonas
picketti, Aspergillus niger) szarmazd mikrobidlis B-gliikkoziddz enzimen tesztelték sikerrel [BUSTO et
al., 1994]. A cellobidéz hidrolizise soran kalcium-alginat gélgyongyok alkalmazasa megfelelének
bizonyult [WOODWARD & CLARKE, 1991]. Ezt a rogzitési technikat tovabbfejlesztve az enzimet
elészor glutaraldehiddel kezelték, majd ezutan zartdk polipropilén glikol algindt/ csont zselatin
gyongyokbe, ilyen modon a katalitikus aktivitds megOrizhetd és folyamatos celluléz hidrolizis
végezheté [WOODWARD & CAPPS, 1992]. O'NEIL és munkatarsai a rogzitett B-gliikkozidazt még
glutaraldehiddel kezelték, s igy a biokatalizatort a sol-gél matrixban tartottdk a folyamatos reakcio
kozben [O'NELIL et al., 2002].

Feltehetéen azért, mert a fenti rogzitési eljarasok igen sikeresek voltak, sokkal
szegényesebb irodalom taldlhato a B-gliikozidaz kovalens kotéssel torténd rogzitésére. GUEGUEN ¢€s
munkatarsai borok aromaprofiljanak javitasara hasznaltak fel a Duolit A-568 gyantara rogzitett
[-gliikozidazt [GUEGUEN et al., 1997]. A tovabbiakban két, a disszertacid szempontjabol igen fontos

hordoz6 bemutatasa kovetkezik.

2.4.1.1 Akrilex C-100 tipusu rogzitoszer alkalmazasa

Az 1990-es évek elejétdl kezdve a Kertészeti és Elelmiszeripari Egyetem Kémia és Biokémia
Tanszékén két, a bevezetdben emlitett OTKA kutatas keretén belill részletesen foglalkoztak az

aminoacilaz enzim rogzitésével. E kutatds soran alkalmaztak az Akrilex C-100 hordoz6t. Az Akrilex
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C-100 hordozét ugy allitjdk eld, hogy a poliakrilamidban savamid csoportok egy részét
hidrolizaljak. Ez a hordozo kivaléan alkalmas az enzimek kovalens rogzitésére, mert
karboxilcsoportjai vizben oldhatd karbodiimiddel konnyen aktivalhatok [SZAJANI et al., 1980b].
Késobb a Tanszéken ezt a modszert az irodalomban elsoként alkalmaztdk mind az o-, mind a
B-gliikozidaz rogzitésére egy, a bevezetdben szintén emlitett OTKA kutatas keretei kozott. Ez volt
az a-gliikozidaz els6 irodalomban kozolt rogzitése [KOSARY et al., 1998b,c].

Az a- és B-glikozidaz Akrilex C-100 tipust hordozora torténd rogzitésére, illetve rogzitett

enzim kinetikai paramétereire vonatkozé eredményeimet a 4.2.1 fejezet tartalmazza.

2.4.1.2 A feliileti réteg tipusu hordozo alkalmazdsa

A feliileti réteg (Surface layer, S-layer, V. melléklet) kétdimenzios, kristalyos vagy szemikristalyos
szerkezetli, fehérjék vagy glikoproteinek altal felépitett egyrétegli képzOdmény, amelyet egyes
baktériumok a sejtfalhoz kotott formaban hoznak 1étre [SLEYTR, 1986]. E feliileti rétegben 1évo
aminosav oldallancok szabad amino- és karboxilcsoportjai kelld aktivalas utan, alkalmassa valnak
arra, hogy mas fehérjékkel, enzimekkel kotéseket alakitsanak ki. A bécsi Agraregyetem (Universitit
fiir Bodenkultur) Mikrobiologiai Tanszékének Finomszerkezetkutatd Csoportja hozzavetdleg egy
évtizede foglalkozik a feliileti réteg eldallitdsaval, szerkezetének vizsgélatdval és kiillonbozd célu
felhasznalasaval [SLEYTR, 1986]. A feliileti réteg eldallitasara alkalmas baktérium torzsek altal
termelt S-layer eltérd fehérjedsszetételll lehet. A Bacillus stearothermophilus PV 72 to6rzsbdl izolalt
feliileti réteg kizardlag fehérjét tartalmaz, mig a Clostridium thermosulfuricum 1111-69 torzsbol
izolalt képzédmény pedig glikoproteinekbdl épiil fel.

Az izolalt feliileti réteget célszeri felhasznalas eldtt a lizinoldallancok segitségével,
glutaraldehiddel térhalositani, mivel vizes szuszpenzioban a feliileti réteg fehérje tartalmanak egy
részét konnyen elvesziti. A térhalositott feliileti réteghez 4altaldban karbodiimides modszer
segitségével rogzitettek fehérjéket [WEBER et al., 2001]. SCHUSTER €s munkatarsai ugy talaltak,
hogy az izolalt feliileti réteg kivaldan alkalmas hordozoé a stabilizald funkcioji lipidmembranok
szamara [SCHUSTER et al., 2001].

A S-layernek enzimek rogzitésére torténd felhasznalasaval kapcsolatban az irodalomban
igen kevés adat talalhato, altalaban lipidekben gazdag molekuldkat kapcsoltak hozza [WEYGAND et
al., 2000], valamint a funkcionalizalt lipidmembranok stabilizaci6jahoz hordozonak hasznaltak.

Pedig a feliileti rétegnek hordozoként mas anyagokkal szemben elonyos tulajdonsaga, hogy nagy
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feliilete miatt intenzivebb lehet a rogziilés. A feliileti réteg szamos anyag altal atjarhato, ezért a
szubsztrat nemcsak a kiils6 feliilet feldl, hanem a feliileti rétegen keresztiil is megkdzelitheti az
enzim aktiv helyét [SCHUSTER et al., 2003].

A B-gliikozidaz és mas enzimek feliileti réteghez torténd immobilizadlasara vonatkozo

eredményeimet a 4.2.2 fejezet tartalmazza.

2.4.2 A pektin-metil-észteraz rogzitése

A pektin metil észteraz immobilizalasaval csak az utdbbi években foglalkoztak. Az élelmiszeripari
vonatkozasokat figyelembe véve ez érthetdnek latszik, mivel a PME jelenléte inkabb karos, mint
hasznos az ¢lelmiszerfeldolgozas soran. A PME rogzitésére a legelterjedtebb modszereket
hasznaltak, a gélbe zarast [GHOSE & GANGOPADHYAY, 2002] és az adszorpcids (pl. iiveg, Celite,
agardz, stb.), valamint kovalens (pl. poliakrilamid) rogzitést [DE AsSSIS et al., 2003; 2004]. A

kutatdsom céljai szempontjabol a PME rogzitésének nem volt jelentdsége.

2.5 A hidrolazok élelmiszeripari vonatkozasai

Az iparban, foleg az élelmiszeriparban az alkalmazott enzimek jelentOs részét a hidrolazok teszik ki.
A legnagyobb mértékben a proteazokat alkalmazzdk a detergens-, a mososzer-, illetve a tejiparban
[AUNSTRUP, 1979]. A protedzok mellett az amilazok és az amilogliikozidazok segitségével torténd
keményité-hidrolizis is igen jelentds ipari felhasznalast jelent. A felhasznalds mennyiségét tekintve
a kovetkezd legjelentdsebb enzim a mikrobialis rennin, amelyet a sajtgyartasban alkalmaznak 1965
Ota [VISSER et al., 1976]. Az élelmiszeripar teriiletén még lipazokat is felhasznalnak a sajtgyartasban
(tobbek kozott az illat és az iz gazdagitdsa céljabol, valamint zsiradékok atészterezésére)
[AUNSTRUP, 1979].

Enzimeket alkalmazhatnak a kész élelmiszerek, illetve alapanyagok mindségjavitasara is,
a boraszatban példaul a p-glikoziddz haszndlata igen elonyds az aromaprofil javitasara
szempontjabol [GUEGUEN et al., 1997]. Az iditéital-iparban kiilonb6zd célokbdl tobbféle pektinaz
enzimkészitményt hasznalnak. A pektindz készitmények legalabb hat féle pektindzt tartalmaznak,
amelyek a pektint a molekula kiilonb6z6 helyein képesek hasitani [ROMBOUTS & PLINIK, 1979]. A

novényi eredetli ¢€lelmiszeripari alapanyagokban a pektin-metil-észteraz érésszabalyozasra
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alkalmazhatd. Enzimek segitségével befolyasolhaté a termények iz-, szin-, allomany-, illetve
beltartalmi érték valtozéasa is [CRUEGER & CRUEGER, 1987].

A hidroldz enzimeket elterjedten alkalmazzak élelmiszeripari alap- és segédanyagok
preparativ szintézisére hidrolizis, illetve kapcsolas (reverz hidrolizis) segitségével. Példaul
hidrolitikus iton, amilazok segitségével gyarthatdé az izocukor keményit6bdl. A biolizemanyagok
eléallitdsa sordan a celluloz cellulazzal végrehajtott hidrolizisével allitjak eld a gliikozt, amelybdl
fermentacioval nyerik az alkoholt [CRUEGER & CRUEGER, 1987]. A peptidek enzimatikus
hidrolizisével optikailag tiszta aminosavak allithatok eld, ugyanakkor a peptiddzok vagy az
aminoacilaz segitségével az aminosavakbdl kapcsoldsi reakcioval élelmiszeripari szempontbol
fontos di- és oligopeptidek szintetizalhatok (pl. aszpartam, amely egy édesitdszer) [ADISSON et al.,
1988].

2.5.1 A gliikozidazok élelmiszeripari felhasznalasa

A glikoziddzok koziil kétségteleniil az amildzok és a gliikoamilazok segitségével torténd
keményitd-hidrolizis, valamint a cellulozbol celluldzzal végrehajtott gliikoz-eldallitdas a
legfontosabb, a dolgozat szempontjabol azonban elsdsorban a B-gliikkozidaznak és kevésbé az o-

gliikozidaznak volt jelentdsége.

2.5.1.1 Az a- és -gliikozidaz hidrolitikus alkalmazasa az élelmiszeriparban

Mivel a természetben kevés az olyan gliikozid, amely kizardlag a-gliikozidazzal hidrolizalhato,
ennek az enzimnek csekély a szerepe az élelmiszeriparban. A kiilonboz6 eredetli B-gliikozidazok
hidrolitikus aktivitasdnak ¢élelmiszeripari felhaszndldsa — a boraszati alkalmazason kiviil —
els6sorban kiegészitd jellegli. Ugyanis azok a mikrobidlis rendszerek, amelyeket a celluloz
hidrolizisére alkalmaznak éltaldban magas endo- és exocelluldz aktivitassal rendelkeznek, azonban
B-gliikozidaz aktivitisuk elhanyagolhaté. Igy a cellobioz hidrolizisére, azaz a gliikoz eldallitasara a
B-gliikozidazt (célszerlien rogzitett allapotban) kiviilrdl kell a rendszerbe juttatni [BUSTO et al.,

1994]. Abban az esetben viszont, ha a cél az etanol (biofuel) eldallitsa, akkor a B-gliikozidazt és a

crer

hasznaljak [LEE et al., 1983]. A gliikozidazok hidrolitikus aktivitdsanak élelmiszeripari alkalmazésai

kozil kizarolag a boraszati alkalmazéssal foglalkoztam.
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2.5.1.2 Az o- és [-gliikozidaz hidrolitikus alkalmazasa boraszatban

crer

hagyomanyos kémiai kezelések mellett egyre nagyobb szerepet jatszanak az enzimes hidrolitikus
modszerek. Mivel a borokban az aromaanyagok tilnyomo tobbsége alkoholos hidroxilcsoportot
tartalmaz, de nagyrészt nem illékony forméaban, hanem [-glikozidos (tulnyomd tdbbségében
B-gliikozidos) kotésben, a B-glikkoziddz hidrolitikus aktivitdsdnak az aromaanyagok felszabaditdsa
szempontjabol dontd a jelentdsége. Azonban a borok sajat B-gliikkozidaz aktivitasa elenyészd, ezért
sziikséges exogén [(-glilkozidaz alkalmazasa. Kordbban erre a célra savas hidrolizissel probalkoztak,
de ellentétben az enzimes modszerrel a savas hidrolizis jelentdsen megvaltoztatta a termék eredeti
aromaanyag Osszetételét [GUEGUEN et al.,, 1997]. Az exogén mddon alkalmazott -gliikozidaz
elénye az is, hogy sokkal hatékonyabb, mert kizardlag az aromaprofil szempotjabol fontos hidroxil
vegylileteket szabaditja fel [GUNATA et al., 1985].

A B-glikoziddz boraszati alkalmazasa szempontjabol a terpénalkoholokban gazdag,
muskotalyos borok a legfontosabbak. A mustban a terpénalkoholok nagy része gliikozidos kdtésben
van, tehat az aromakarakter szempontjabol inaktiv. A bor készités soran ezekbdl a gliikozidokbol
lassu folyamatban szabadulnak fel a terpénalkoholok, potolva az elsddlegesen szabadon 1évo, de
1dokozben atalakult terpénalkohol-koncentraciot [HERNANDEZ et al., 2002].

A bor mindségét erdsen meghatarozza a sz016 kémiai Osszetétele. A bor alap-érzékszervi
jellemzdit (édesség, keserliség, savanyusag, csipdsség, stb.) a dipeptidek, cukrok, savak, alkaloidok
¢s fenolok koncentracidja hatdrozza meg. Ezen kiviil a borok specialis zamatat szadmtalan illékony
Osszetevd, aromaanyag adja meg. Ezek egy része a szOlobol szarmazik, méasok a préselés és a
fermentécid alatt képzddnek. Az illatos komponenseket az orr és a szdj egyarant érzékeli, ezek az
érzetek jelentdsen befolyasoljak a borrdl alkotott 6sszképet [BRAVDO, 2001].

A sz016 zamat anyagainak Osszességét nevezziikk aromapotencidlnak [WILLIAMS et al.,
1982]. A sz0l6 aromapotencidlnak meghatirozasa, valamint a sz6l6lé és a bor vizsgélata soran
megallapitottak [GUNATA et al., 1985; VASSEROT et al., 1993], hogy eredetileg az aromavegyiiletek
jelentds része a sz6lébogyd héjaban, glikozid formdjadban van jelen. Hidrolizis és oxidacid sordn
ezen anyagok egy része elbomlik, de a préselés, fermentacio €s tarolas alatt a kotott aromaanyagok
(prekurzorok) egy része felszabadul és igy aktiv illatanyagga (aglikon) alakul. A frissen kipréselt

must minddssze 1 % ardnyban tartalmaz szabad illatkomponenseket [CORDONNIER et al., 1986].
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Kémiai szerkezetiiket tekintve ezek az aromaanyagok fbleg izoprénvazas alkoholok
(elsésorban monoterpének és norizoprenoidok), aralkil (tehat benzolgyfirtit is tartalmaz6) alkoholok
(benzil alkohol, 2-fenil-etanol, stb.) és fenolok (vanillin), valamint alifds vegyliletek [MARAIS,
1983]. Megéllapitottdk, hogy a muskotalyos borokra jellemzd virdgos, gylimolcsds aroma
kialakulasaért foleg az illékony terpénvazas alkoholok (citronellol, linalool, nerol, geraniol, stb.)
felelosek. A szO6l6, a must és a bor egyik legjellemzObb aromaképzd anyagai tehat a terpének
[STRAUSS et al., 1986]. Természetesen mas illatos ndvényi részekbdl, példaul a viragokbol is
izolaltak ilyen terpénvazas alkoholokat, illetve azok 0-B-D-gliikozidjait [FRANCIS & ALLCOCK,
1969].

Az aromaprofilt a szabad (illékony) ¢és kotott (nem illékony) aromavegyiiletek
kornyezeti tényezok (éghajlat, talaj), a sz6lé fajtdja, a gyiimodles allapota (érettség, rothadas),
valamint a fermentaci6 koriilményei (pH, hdmérséklet, a gyiimdlcs tapanyagai és mikroflordja) és a
fermentaciod utani kezelések milyensége erdsen befolyasolja [DIMITRIADIS & WILLIAMS, 1984]. Az
aromaanyagok a zold szovetekben keletkeznek glikozidok forméjaban, innen a gylimolcsbe vagy a
viragba transzportalodnak. Itt els6 1épésben az a-arabinofuranozidaz és a-ramnozidaz aktivalodik,
amelynek kovetkeztében szabaddéa valnak azok a gliikozidok, amelyek a -gliikozidaz szubsztratjat
képzik. Ekkor a B-glikoziddz enzim aktivalodik és hidrolizélja a cukor-aromavegyiilet kozotti
glikozidos kotéseket [WILLIAMS et al., 1983; SHOSEYOV et al., 1990] és felszabaditja az aglikont. Az
a-arabinofuranozidaz és a-ramnozidaz kézremiikodésére azért van sziikség, mert a glikozidok cukor
része nemcsak [-D-glikoz lehet, hanem 6-0-a-L-ramnozil-B-D-glikpiran6éz, 6-0-o-L-
arabinofuranozil-B-D-glikkpiranéz és 6-0-f-D-arabinofuranozil-f-D-gliikpiran6z is [VOIRIN et al.,
1990; GUEGUEN et al., 1996].

A glikozidos kdotésben 1évé monoterpének nemcsak a szélébogyo sajat B-glikozidaz
aktivitasanak kovetkeztében szabadulhatnak fel [GUNATA et al., 1988], hanem a bogyo feliiletén 1év6
penészgombakban természetesen jelenlévd enzimek (B—gliikozidaz, B-arabinoziddz, B-ramnozidéz,
stb.) hatdsara is [WILLIAMS et al., 1982]. Ezen enzimek pH optimuma 5,0 érték koriil van, igy
aktivitasuk nagy részét az érés utolsd szakaszaban elvesztik [GUNATA et al.; 1988, BRAVDO, 2001].
Ennek kovetkeztében ezek sem a természetes koriilmények kozott miikodd enzimek, sem a szeszes
erjedés sordn jelenlévd borészlesztOben miikodd P-gliikkoziddz aktivitds nem elegendd minden

terpén-glikozid hidrolizélasara, igy a borkészités soran nem szabadulhat fel a teljes aromapotencial.
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Az aromaanyagok felszabaduldsanak folyamata meggyorsithato, ha az erjesztést
B-gliikozidaz aktivitassal is rendelkez6 fajtaélesztovel végzik, illetve ha a forrasban 1év6 vagy mar
kiforrott borhoz B-gliikkozidazt tartalmazé enzimkészitményt adagolnak. Ez az oka annak, hogy
exogén [-glikoziddzt kezdtek alkalmazni a muskotalyos borok aromaprofiljanak javitasara
[SHOSEYOV et al., 1990; VASSEROT et al.; 1993, CABAROGLU et al., 2003].

A kutatdsok kezdeti szakaszaban olyan, a Dboraszatban mar alkalmazott
enzimkészitmények aromakomponenseket felszabadité hatasat vizsgaltdk, amelyek szamottevd
B-glilkozidaz aktivitassal is rendelkeztek. Szédmos élesztOtorzset tanulmanyoztak: Hansenula
[VASSEROT et al., 1989], Debaryomyces [ROSI et al., 1995] és Candida [GUEGUEN et al., 1996].
GARCIA ¢és munkatarsai egy, a sz016bogyo héjardl izolalt, nagy B-gliikozidaz aktivitassal rendelkezd
élesztétorzset (Debaryomyces vanriji) kevertek Ossze a Saccharomyces cerevisiae torzzsel és ezt a
keveréket oltoként alkalmazva vizsgéltdk azt, hogyan valtozik a borban az aromaanyag Osszetétel.
Vizsgalataikhoz a bevalt gyakorlatnak megfeléen GC-MS késziiléket hasznaltak [GARCIA et al.,
2002]. A boraszatban alkalmazott élesztok koziil MIKLOSY és POLOS négy élesztotorzs B-gliikozidaz
aktivitdsanak hatdsat vizsgélta tramini borokban [MIKLOSY & POLOS, 1995]. Kereskedelmi
forgalomban is kaphato liofilizalt por formajaban néhany hasonl6 enzimkészitmény a Fluka, Sigma,
illetve Novo Nordisk forgalmazéasaban.

A borok aromaprofiljanak utélagos modositdsahoz B-gliikoziddz kozvetlen bevitele
sziikséges. A nativ enzim alkalmazisa azonban nem kivdnatosan megndvelte a kezelt bor fehérje
tartalmat [GALLIFUOCO et al., 1998], ezért az enzimet majdnem kizardlag rdgzitett formaban
alkalmaztak. Ugyanezen szerzOk ipari eljarast is kidolgoztak. Ennek soran megallapitottak, hogy a
rogzitett enzimek hasznalata gazdasagosabb, mivel konnyebb eltavolitani a borbol ¢és
Ujrafelhasznalést tesz lehetdvé, tehat ipari méretekben koltségesokkentd [GALLIFUOCO et al., 1999].
Az immobilizalt B-glikoziddz egyéb elonye volt, hogy az enzim produktivitdsa nédtt és az
enzimatikus folyamatokat is konnyebb volt kézbentartani [GUEGUEN et al., 1997].

GALLIFUOCO ¢és munkatarsai kitozanon rogzitettek [-gliikozidazt glutaraldehides
térhalositas segitségével. Optimalis mitkddési feltételeket biztositva vizsgaltak a rogzités hatasfokat,
a stabilitast, aktivitast és a glilkdz, valamint az alkoholgatld hatasat. A szerzok sikerrel alkalmaztak
a rogzitett enzimet a borkészités sordn a bor aroma értékének javitasara [ GALLIFUOCO et al., 1998].
GUEGUEN ¢s munkatarsai a muskotalyos bor aromamindségének javitasara a Candida molischima

35M5N ¢lesztobdl szarmazd B-glilkoziddz enzimet Duolit A-568 anyagon rogzitettek. Kétféle
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reaktor tipussal (toltott agyas és fluidagyas) igazoltdk, hogy a boraszatban a rogzitett enzim
alkalmazasa mind a koltségek csokkentése, mind a bor mindségének javitasa szempontjabol
kedvezd lehet [GUEGUEN et al., 1996]. A szerzOk azt is megallapitottak, hogy az inkubacids 1d6
nagyon fontos paraméter az enzimes kezelések soran. 1-9 ora kozott vizsgaltak a B-glikkoziddzos
kezeléssel elért hatast. A leghosszabb kezelés hozta a legjobb eredményt. Az enzim gomba
eredetének tulajdonitottak a savas pH optimumot (kb. 3,5), és azt, hogy az enzim aktivitasa alkohol
jelenlétében fokozdédik [GUEGUEN et al., 1997]. CALDINI és munkatarsai Aspergillus nigerbol
szarmaz6 B-glikoziddz enzimet rogzitették szilard, aktivalt hordozora szilanizalt bentonitra, hogy
igy folyamatos borkezelési technologiat tegyenek lehetové. A kezelés 48 oran at, 30°C, pH=4
értéken folyt [CALDINIET AL., 2002].

Mivel a gliikoz, mint termék jelenléte erdsen gatolja (katabolit represszid) a B-gliikozidaz
miikddését, ezért a bor enzimes aromajavitoé kezelését csak a fermentéacio utolso szakaszdban vagy
utana érdemes elvégezni, mert ekkor a gliikdzkoncentracidé mar kicsi. Az etanol szintén gyakorolhat
aktivitas csokkentd hatast az enzimre [GALLIFUOCO et al., 1998]. A nagyobb etanol tartalom kétféle
uton csokkentheti a p-glikoziddz aromaprofil modositd tulajdonsagat. Egyrészt kozvetleniil
inaktivalhatja az enzimet, masrészt inderekt médon karosithatja a rogzitett biokatalizatort ugy, hogy
a szilard hordoz6 szerkezetét modositja [PEMBERTON et al., 1980]. A szerzék viszont ugy talaltak,
hogy a Trichoderma reseeibdl szarmazéd B-glikozidaz aktivitasat 8 g/100cm’ alkoholtartalom kis
mértékben még ndvelte is [PEMBERTON et al., 1980]. A bor kezelésére alkalmazott, kitozdnon
rogzitett mikrobidlis eredeti B-glikkoziddaz enzim esetében is megvizsgaltak az etanol hatdsat
3-12 v/v % alkoholtartalom mellett, 25°C hdmérsékleten. Ilyen paraméterek mellett nem tapasztaltak
a rogzitett B-gliikozidaz dezaktivaloddasat [GALLIFUOCO et al., 1999].

JENADET ¢és munkatarsai a vordsborokban vizsgaltdk az o- és B-gliikozidazos kezelés
hatasat a rezveretrol koncentraci6 valtozasara. A rezveratrol a korondria betegségek megel6zésében
fejt ki kedvezd hatast. Megallapitottdk, hogy az a-gliikoziddz nem volt hatassal a rezveratrol
koncentracio a kezelés els6 24 orajaban jelentésen megemelkedett [JENADET et al., 1994].
Megallapitottak, hogy vorosbor esetében a [-gliikoziddz nagy koncentracidban vald alkalmazésa
karosithatja az antocianin szinanyagokat [BLOM, 1983]. A szerz6 ad6s maradt a magyarazattal, de

feltételezhetd, hogy az enzim a polifenolos szinanyagok gliikozidjait is részben hidrolizalta.
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A novényi eredetli élelmiszeripari alapanyagokban az endogén o- és a P-glikozidaz
aktivitasa altalaban olyan kicsi, hogy gyakorlatilag nem jatszik szerepet a postharvest (sziiretelés
utani) folyamatokban.

A borok aromaprofil modositasaval kapcsolatos kisérleteimet a 4.3.1 fejezet tartalmazza.

2.5.2 A pektin-metil-észteraz élelmiszeripari jelentosége

A pektin-metil-észteraz igen eltérd szempontbdl jatszhat szerepet az €lelmiszeripari folyamatokban.
Egyrészt gliikoziddzokhoz hasonléan eléfordulhat enzimkészitményekben, ugyanakkor egyes
esetekben a novényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok jelentés sajat PME aktivitasaval is
szamolni kell.

A spontan fermentdcioknal izolalhato élesztdk — Saccharomyces [LIM et al., 1984],
Rhodotorula [VAUGHN et al., 1969], Cryptococcus [FEDERICI, 1985], Candida [CALL et al., 1985] ¢és
Kluyveromyces [BARNBY et al., 1990] — mindegyike rendelkezik pektinbontd enzimekkel, valamint
mindegyikrdl elmondhato, hogy kiilonbozd gylimolcsok, igy a szolébogyo feliiletén is telepeket
képeznek. Azonban a borkészités soran a mustban maradd pektinek kolloidképzd tulajdonsagai
nehézséget okoznak a bortisztitdsi folyamatokban. Ezt a problémat a gomba pektinbonto
enzimjeinek musthoz valé adagolasaval szoktdk kikiiszobolni. Sajnos a gomba eredetl
poliszacharazok nagymértékben szennyezettek olyan enzimekkel (példaul az arabinofuranozidaz),
amelyek a borkészités sordn nem kivanatosak [BLANCO et al., 1997], ezért ilyen esetekben
enzimkészitmények adagolasa eldnydsebb lehet. Az ilyen enzimkészitmények természetesen pektin-
metil-észterazt is tartalmaznak.

Gyakran alkalmaznak mikrobialis cellulazokat, hemicellulazokat ¢és kiilonb6zo
pektinbontd enzimeket tartalmazd enzimkeverékeket az ipari biotechnoldgiai folyamatokban, az
¢lelmiszeripar egyes teriiletein (pl. 1égyartas, soripar, boraszat, stb.), a textiliparban, a papiriparban,
a mezOgazdasagban, stb. — természetesen az igényeknek megfeleléen kiilonb6z6 Osszetételben.
Példaul az alkalmazasok egy részében, kevés metilészter tartalmi, eldnydsen kocsonydsitd pektin
eldallitasara nagy PME tartalmi enzimkészitményeket hasznalnak, mert hatdsukra a pektin
polimerizaciés foka nem csdkken, viszont hidrofilitdsa ndvekszik [BHAT, 2000]. Ilyen
készitményeket citrusgyiimolcsokbdl (pl. narancshéj) vagy paradicsombodl eldallithatnak
[GASZTONYI & LASZTITY, 1992]. A gyiimdlcslevek, sot az oliva olaj eredményesebb kinyeréséhez, a

viszkozitas csokkentése céljabol alkalmazott enzimkészitményekben a pektinbont6d enzimeken kiviil
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cellulazok és hemicellulazok is vannak [UHLING, 1998]. A gyiimdlcslevek tisztitdsanal a pektin és
mas poliszacharidok teljes lebontasara alkalmazott preparatumokban igen nagy a poligalakturonazok
aranya [BHAT, 2000].

A ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagokban az endogén pektin-metil-észterdz
aktivitasa altaldban szdmottevd, nagysaga a novényi fejlédés kiilonbozo fazisaiban valtozo, az érés
soran csokkend tendenciat mutat [POZSAR-HAINAL & POLACSEK-RACz, 1975]. A pektin-metil-
¢szteraznak jelents szerepe van az allomény kialakitdsaban, masrészt nem kivanatos mindség
romlast, talérést és elfolyosodast is okoz. A pektin-metil-észterdz enzim a ndvényekben a
lagyrothadas kezdetén igen aktiv [VORA et al., 1999].

Bar idealis koriilmények kozott a préseléskor a sejfalhoz kotott PME nem keriil at a
gylimolcslébe, az ipari gylimolcslé gyartd berendezésekben azonban elkeriilhetetlen, hogy a PME a
Iébe keriiljon az atjutd szennyezd szilard részecskékkel. Mivel a PME miikddése kdvetkeztében a
1€bal kicsapddo pektinsavak rontjak a levek mindségét, a PME aktivitas szabalyozasa (csokkentése)
fontos szerepet jatszik a gylimolcs- és zoldséglé gyartdsban [NAIDU & PANDA, 1999; DE ASSIS et al.,
2001]. A magas turbiditasu (pl. narancs, citrus, répa) levekben viszont azért nem kivanatos a pektin-
metil-észteraz jelenléte, mert miikodése a felhds jelleg elvesztését €s a koncentratum gélesedését
okozza. Ugyanis a PME szolgaltatta pektinsavat a szennyezésként jelen 1évd poligalakturonazok
lebontjak [BASAK & RAMASWAMY, 1996]. A pektin hidrolizacidja tiszta szérumbdl 4llo levet és kis
metilészter tartalmi pektin Ca>" ionnal képzett komplexébél allé flokkulalo réteget eredményez,
amely nem felel meg a mindségi kovetelményeknek [SIMS et al., 1993].

Az energiaszegény ¢lelmiszerek feljesztése fontos szerepet jatszik a taplalkozasi szokasok
megvaltoztatasaban €s az egészségkarositd hatasok csokkentésében. Ez az egyik oka annak, hogy a
z6ldségitalok asvanyianyag és vitamin tartalma, valamint rosttartalma nagy, ezért fogyasztasuk
egyre inkabb elterjedOben van. Dietetetikai szempontbdl a zoldséglevek Osszetétele még
gytimolcslevekénél is elénydsebb, mivel a hasznos komponensek (vitaminok és asvanyi anyagok)
alacsony cukor és magas rosttartalom mellett vannak jelen [SALGO & LASZTITY, 1988].

A rostosszetevO oldhatatlan poliszacharidok (celluléz, hemicelluléz és pektin) részben
kozvetlen hatast fejtenek ki (bélperisztaltika befolyasolasa), részben a nagy észterezettségli
pektinfrakcio révén a koleszterin megkdtésével a vér koleszterinszintjét csokkentik [JENKINS, 1980].
A konnyen emészthetd diszacharidok ardnya a zoldségekben igen alacsony, ezért energiatartalmuk

kicsi. A zoldségek fehérje tartalma is elhanyagolhato (a nitrogen mennyisége kb. 1%), biogén amin

38

Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomdnyi Kar



Néhany hidrolaz, az o- és a p-gliikozidaz, valamint a pektin-metil-észeterdz élelmiszeripari alkalmazhatosaganak vizsgalata

tartalmuk viszont figyelemreméltd. Alacsony purin tartalmuk miatt koszvényesek is fogyaszthatjak.
A z06ldségek antioxidans anyagokat is tartalmaznak, ezért a rakos megbetegedések megel6zésében is
szereplik lehet [NEWMAN et al., 1996].

A z06ldségek koziil kiemelkedd fontossagu €s a dolgozat targyat részben képezd sargarépa
(Daucus carota) a gydkérzdldségekhez tartozik. Osszetevoit a 2. tablazat tartalmazza. A sargarépa
[-karotin tartalma igen magas, ezért a sargarépalé nagy potencidlil természetes B-karotin forras lehet
[SENTI & RIZEK, 1975]. Mivel sargarépalé kémhatisa kozel semleges (pH=6,0), a romlasi
folyamatok beindulasanak megel6zése érdekében valamilyen tartositd eljarast igényel. Ezek egyike
a hokezelés (115-121°C) [DESROSIER, 1976; KiM & GERBER, 1988]. Ilyen magas hdmérséklet
hatasara a taplalkozas szempontjabol értékes anyagok (karotin, vitaminok) lebomlanak [KHAN et al.,

1975; KiM & GERBER, 1988], valamint az élelmiszer eredeti ize is mddosul.

2. tablazat. A sargarépa (Daucus carota) 6sszetevéi [SALGO & LASZTITY, 1988].

Osszetevé Mennyiség, %  Osszetevé Mennyiség, mg/100g Osszetevé Mennyiség, mg/100g
Szaraz anyag 8,10-16,90 Kalium 190-355 C-vitamin 5,00-30,00
Fehérje 0,70-1,20 Natrium 10-90 B-karotin 2,00-20,00
Zsir 0,20-0,30 Kalcium 25-10 Tiamin, B1 0,05-0,08
Osszes cukor 2,10-7,30 Magnézium 15-25 Riboflavin, B2 0,03-0,08
Pektin 0,40-1,00 Foszfor 20-38 Niacin 0,40-1,50
Cellul6z 0,60-1,30 Vas 0,5-1,2 Pantoténsav 0,25-0,30
Osszes sav 0,12-0,60 Nitrat 3,5-60 B6 vitamin 0,07-0,20

2.5.3 EKlelmiszertartositasi eljarasok

A sargarépa ¢és mas zoldségek, valamint gylimdlcsok, mint ndvényi eredetli élelmiszeripari
alapanyagok ¢€s a bel6liik késziilt termékek tarolasa soran az endogén pektin-metil-észteraz aktivtasa
hatranyt jelenthet. Bar az élelmiszertartésitasi eljarasok (pl. fagyasztas, szaritds, pasztorozés,
sterilizalas, stb.) els6sorban a nem kivanatos mikrobak elpusztitdsara szolgalnak, alkalmazasuk
soran tobb mindségrontd hatastt endogén enzim, igy a pektin-metil-észterdz aktivtasa is
csOkkenthetd. Az élelmiszertartdsitasi eljarasok koziil csak azok irodalmat foglalom dssze, amelyek

ebbdl a szempontbdl jelentdséggel birnak.
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2.5.3.1 Hokezeléses élelmiszer tartositas

A hokezelés a tradiciondlis élelmiszertartositasi eljarasok egyike. A hagyoméanyos pasztorézési és
hésterilezési eljaras lehetové teszi a biztonsagos élelmiszer eldallitast. Hatranya a lassu felfiitési,
valamint visszahtilési 1d6, amely — kiilondsen nagy volumenben alkalmazva — az ¢lelmiszer
mindségét karosan befolydsolhatja. A konzervdobozban vagy iivegben hdkezelt zoldségek
allomanya nem kivanatos mértékben puhulhat. A fogyaszt6i igények az elmult néhany évben
megvaltoztak, egyre nagyobb hangsuly keriil arra, hogy az élelmiszer minél kevesebb feldolgozasi
Iépésen essen at, mégis egészséges és biztonsagos legyen. Kiilonosen megnétt a kereslet a friss
jellegti, szilard textaraju €s biztonsagos zdldségek €s gylimolesok irant [BIRO, 2001]. E probléma
megoldasaban segitséget nytjthatnak az alternativ tartdsitasi eljarasok, mert alkalmazasukkal az
¢lelmiszerek eredeti allapota csak kis mértékben valtozik [LADO & YOUSEF, 2002].

A nativ sargarépa PME hdinaktivaldsdra vonazkozo eredményeimet a 4.1.3.3, mig a
sargarépakészitmények PME tartalmanak hdinaktivalasara vonatkoz6 eredményeimet a 4.3.2.1 és
4.3.2.2 fejezet tartalmazza. A brokkolira és a karfiolra vonatkoz6 el6f6zési kisérleteimmel a 4.3.3.3

¢s 4.3.3.4 fejezet foglakozik.

2.5.3.2 Alternativ élelmiszerkezelési eljarasok

A tardsitasi eljarasok kozott olyan modszerekre volt sziikség, amelyek a nem kivanatos
mikroorganizmusokat és enzimeket ugy inaktivaljak, hogy az ¢élelmiszerek mindségét nem rontjak.
Ezek az ugynevezett alternativ élelmiszertartositasi eljarasok, példaul a nagy nyomasu modszer, a
pulzalé elektromos mezd, az ionizald sugarzas és az ultraibolya (0,5-20 J m™) sugarzés az elmult
harminc évben indultak fejlddésnek. Az ilyen technikékat idegen kifejezéssel ‘“non-thermal”
modszereknek is nevezik [LADO & YOUSEF, 2002].

A nagynyomasu technika alkalmazisa soran, a tartdsitandd élelmiszeripari terméket
néhany percig nagy (100-1000 MPa) nyomasnak teszik ki [HENDRICKX et al., 1998]. A pulzalo
elektromos mezejii technika (kozismert roviditéssel PEF) nagy intenzitast elektromos impulzusok
n¢hdny ezredmasodpercig torténd kozvetitésén alapszik [MINGYU et al., 1999]. A gamma- ¢és az
elektronsugarzas (inonizald sugdrzasok) [FARKAS, 1998], valamint a nem ionizald, germicid
tulajdonsagu ultraibolya sugarzas (200-280 nm) haszndlata is elterjedt [BINTSIS et al., 2000]. Az
alternativ ¢lelmiszerkezelések soran tehat nem alkalmaznak az €lelmiszer mindségét karositd nagy

hémérsékletet, a mdodszerek soran felszabaduld hé sem jelentds. Ezen technikdk koziil a szilard
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¢lelmiszerek kezelésére belga kutatok a nagynyomast technika és a gamma-sugarzas alkalmazasat
talaltak a legalkalmasabbnak [HENDRICKX et al., 1998]. Az alternativ élelmiszertartésitasi eljarasok

koziil a dolgozat csak a nagynyomasu technikaval foglalkozik.

2.5.3.3 A nagynyomasu (HP) technika

A nagynyomasu technika kielégiti a novekvd fogyasztoi igényt a kivald mindségli termékek irant,
mivel megndvelt élettartamot biztosit az élelmiszereknek gy, hogy kozben a beltartalmi értékek
(vitaminok, tdpanyagok), valamint iz és illat nem vagy csak kis mértékben médosulnak, szemben a
drasztikus hokezelés okozta mindségromlassal [KIMURA et al., 1994]. A HP technikat eleinte a
csomagolt ¢lelmiszerek kezelésére fejlesztették ki, azonban napjainkban a fejlesztéseknek
koszonhetden folyamatos technologidkban is alkalmazhatd. Az elsé termék, amely a piacon
megjelent egy Japanban elkészitett dzsem volt 1992-ben. A HP technikat azota sikerrel alkalmazzak
mind folyékony, mind szilard halmazallapotii ¢élelmiszerek esetében vilagszerte, elsdsorban
Japanban, Eszak Amerikaban és Eurépaban példaul gyiimolcslevek, osztriga és egyéb tengeri
¢lelmiszerek, lekvar, avokadopiiré, salatadntetek, tej, tojas, sonka, stb. kezelésére ipari méretekben
is [LADO & YOUSEF, 2002; MATSER et al., 2003].

A HP technika nemcsak az élelmiszeriparban, hanem a gyogyszeriparban és minden olyan
teriileten elterjedt, amely a biotechnoldgidhoz, illetve a biologiai tudomanyokhoz kapcsolodik. A
nagynyomdsu modszer egyik legnagyobb eldénye, hogy a mikroorganizmusok ellen mar
szobahdmérsékleten vagy akar még alacsonyabb homérsékleten is hatasos. Ezt ROYER fedezte fel
1895-ben, majd 1914-ben BRIDGMAN megallapitotta, hogy nagy nyomasu kezelésnek alavetve a
tojasfehérjét, az koagulal. [HAYASHI, 2002]. Kezdetben a mddszer alkalmazhatdésaganak korlatot
szabott a késziilék felépitése (mérete), valamint az adiabatikus felmelegedés veszélye [LADO &
YOUSEF, 2002]. Ezekkel a nehézségekkel ma is szamolni kell, bar elkertilésiikre 1éteznek technikai
megoldasok. A nagynyomdsu kezelés legfontosabb paraméterei a hOmérséklet, a nyomas ¢és a
kezelési id6. Az optimalis paraméterek bedllitdsanal figyelembe kell venni a termék, az edény és az
olaj homérsékletét, az adiabatikus felmelegedést, a nyomast, a kezelési id6t és az alkalmazott
kezelések szamat. Az adiabatikus felmelegedés egyenlettel leirhatd, azonban a legtobb anyag
jellemzd6i nem ismertek, foleg mivel ezeket a tulajdonsadgokat a nyomas és a hdmérséklet hatarozza

meg. A hagyomanyos hékezeléssekkel szemben mindenképpen eldnyt jelent, hogy az adiabatikus
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felmelegedés a nyomasnovekedés soran egyenletesen oszlik el a kezelt anyagban [MATSER et al.,
2003].

Ha mikrobidlis, ndvényi vagy dallati sejteket tartalmazd élelmiszeripari alapanyagokat
100-400 MPa nagynyomasu kezelésnek vetik ald, akkor az extracellularis anyagok bedramlanak a
sejtekbe ¢s szovetekbe. Elektronmikroszkopos felvételek igazoljak, hogy a nagynyomasu kezelés
hatdsara a sejtmembranokban ¢és lizoszoméakban, valamint egyéb sejtalkotokban szignifikdns
toredezés ¢és karosodds megy végbe. Vizes kozegben 200 MPa nyomds alatt a fehérjék
disszocialodnak, ez a hatdsmechanizmus még nem teljesen tisztazott [HAYASHI, 2002]. A vegetativ
mikroorganizmusok inaktivalodnak 400-600 MPa hatdsara a membran sériilése és
fehérjedenaturacié kovetkeztében. A bedramlds miatt az intracellularis pH lecsokken, igy a
membranhoz kotott enzimek aktivitasa csokken, azonban a szinért és az illatért felelds kisebb
molekuldk és a vitaminok sértetlenek maradnak. A nagy nyomas szinre gyakorolt hatdsa erdsen
terményfiiggd, de a zo6ld szint (klorofill tartalmu) zoldségek kivételével, amelyek kismértéki
szinkarosodast szenvednek, nem torténik szinromlas. A sargarépa esetében kiemelkedden szép szinii
maradt a termék a nagynyomasu sterilizalds utan is. Végeredményként tehat friss, de pasztérozott
anyagot eredményez a kezelés, amely 4-6°C homérsékleten hosszu ideig eltarthatdé [MATSER et al.,
2003].

Az enzimek aktiv helyének szerkezetében bekovetkezd kis modosuldsok is a biologiai
aktivitas elvesztéséhez vagy a szubsztrat-specifitds megvaltozasdhoz vezethetnek. A nagy nyomas
enzimekre gyakorolt hatdsat a nyomas értékétdl fiiggden legaldbb harom csoportba sorolhatjuk
(3. abra). A monomer enzimek esetében az aktivitds novekedését figyelték meg 0,1-100 MPa alatt.
Mas enzimeknél csokkent a lipidréteg oldhatosaga és a fehérje szerkezet reverzibilis valtozasokat
szenvedett. A kettds lipidréteg reverzibilis fazis atalakuldson megy keresztiil, a fehérje egységek
pedig disszocidlnak 100-220 MPa nyomds hatdséra. Ezek az atalakuldsok a lipidréteg és a fehérje
irreverzibilisen sériil (megsziinik), valamint a kettds lipidréteg feldarabolodik, s igy a teljes
membranszerkezet sériil 220 MPa ¢és ennél nagyobb nyomasérték kovetkeztében [HENDRICKX et al.,
1998; HAYASHI, 2002]. Valoszinlileg ezek a valtozdsok fokozzak a nagy nyomasnak Kkitett

¢lelmiszerekben a lipidperoxidéciora valo érzékenységet [TUBOLY et al., 2003].
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3. abra. A nagy nyomas hatasara bekovetkezo szerkezeti és funkcionalis valtozasok
mikroorganizmusok esetében [LADO & JOUSEF, 2002].

A HP technikak alkalmazasakor els6sorban a nyomas nagysaga, a kozeg kémhatésa,
Osszetétele, valamint az alkalmazott hémérséklet szabja meg a mindséget meghataroz6 enzimek
inaktivalasat, de a folyamat eredményességét befolyasoljak az egyes enzimek egyéni sajatsagai is
[HENDRICKX et al., 1998]. Ezért kulcsfontossagi ezen enzimek inaktivalodasi paramétereinek
pontos ismerete az ¢lelmiszerek mindségének megdrzése céljabol végzett nagynyomast kezelésnél.
Ezek a tapasztalati adatok ugyanis a kezelés megtervezéséhez és optimaldsdhoz nyujtanak
segitséget.

Az ¢lelmiszerek mindségét meghatarozd enzimek koziil egyik a PME. Az ¢élelmiszerek
PME tartalmanak nagynyomast inaktivalasa szdmos elénnyel bir a hagyoméanyos hdkezeléses
technologidkhoz képest [HENDRICKX et al., 1998]. OGAWA ¢és munkatarsai megallapitottdk, hogy a
narancs PME 600 MPa nyomads hatdsara szinte teljesen ¢€s irreverziblisen inaktivalodik [OGAWA et
al., 1990]. A paradicsomban pektin-metil-€szteraz a narancs PME enzimnél nyomadstiirObb és
elsdrendli inaktivalodasi kinetikat kovet [SEYDERHELM et al., 1996]. Ezen kivil még szdmos
gylimolcsben és zoldségben vizsgaltak a PME inaktivalodasat a HP technika alkalmazésa soran (pl.

alma, barack, paradicsom, eper, banan, sargarépa, stb.) [NGUYEN et al., 2000.; BUTZ et al, 2001].
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A nativ sargarépa PME nagynyomast inaktivaldsara vonatkoz6 eredményeimet a 4.1.3.4,
valamint a sargarépa készitmények PME tartalmanak nagynyomasu inaktivalasdra vonatkozé

eredményeimet a 4.3.2.3 és a 4.3.2.4 fejezetek tartalmazzak.

2.6 A hidrolaz enzimek preparativ célu alkalmazasa

Az €16 szervezetekben lejatszodo szerves kémiai folyamatokat katalizald enzimeket évtizedek ota
hasznaljak szerves preparativ célokra. E felhasznaldsnak tobb alapvetd tipusa van. Az
enzimkatalizalta szerves szintézisek egy része az enzimek erds régio- és sztereospecifitdsan alapul
¢s anyagkeverékek szétvalasztasaval kapcsolatos (pl. a D és L aminosavak ipari méretli elvalasztasa)
[SzAJANIL, 1980]. Az enzimes reakciok alkalmazasanak egy masik része sok szempontbol modellezi
a természetes koriilményeket. Az eld szervezetben uralkodd koriilmények kozott a természetes
szubsztrathoz igen hasonld szerkezetii vegyliletek a megfeleldé enzimek hatdsara konnyen
atalakithatok. Vannak olyan reakcidtipusok, amelyek sordn az enzimet a természetestdl merdben
eltérd kortilmények kozott hasznaljak.

Ennek megfelelden a harmadik enzimosztalyba tartozo hidrolazok is igen sokféle vegyiilet
szintézisére alkalmasak. Hidrolazok segitségével az észterek karbonsavakka és alkoholokka, a
savamidok karbonsavakka ¢és aminokkd, mig a gliikozidok cukrokka és hidroxil vegytiletekké
hidrolizalhatok [BORNSCHEUER & KAZLAUSKAS, 1999]. A protedzok segitségével tehat
aminosavakat [CHAIKEN et al., 1992], a lipazok, mint észterazok segitségével zsirsavakat [CHEN &
StH, 1989] és a glikozidazok [CROUT et al., 1992] segitségével pedig cukrokat allitanak eld. A
[-galaktozidazt példaul ipari méretekben alkalmazzak a laktdz hidrolizisére [VAN RANTWIK, 1999].
A hidrolazokat gyakran alkalmazzak aktivalt szubsztratot igényeld biotranszformacios reakciokban,
elsésorban transzpeptidacids, transzészterifikaciés ¢€s transzglikozilaciés folyamatokban is
bioldgiailag aktiv peptidek, észterek és glikozidok eldallitasara, [VAN RANTWIK, 1999].

A hidrolazok altal katalizalt hidrolitikus folyamatok, olyan egyensulyi reakciok, amelyek
iranya vizes oldatban gyakorlatilag teljesen a hasitas felé tolodott el. Szerves olddszerek jelenlétében
a viztartalom értelemszertien csokken, igy lehetdség nyilik arra, hogy az enzim a folyamatot a
szintézis irdnyaba katalizalja. Ezeket a reakciokat JAKUBKE reverz hidrolitikus folyamatoknak

nevezte el [JAKUBKE, 1991]. A reverz hidrolizis sordn a reakcidelegynek annyi vizet feltétleniil kell

crcr
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E szerves kémiai reakcidk tanulmanyozasdnak nemcsak elméleti jelentdsége van. Az acil-
aminosavak, valamint di- és oligopeptidek igen fontos kozti- és végtermékek elsdsorban a
gyogyszeripar €s az ¢élelmiszeripar szempontjabol. Eléallitdsukra szamos szintetikus moddszer
ismeretes. A kémiai szintéziseknél a racemizécio, valamint a biologiai aktivitas elvesztése, illetve a
termékek megvaltozasa alland6 problémat jelent. Nem zarhato ki teljes mértékben a melléktermékek
keletkezése sem. Ezek a nehézségek a regio- és sztereospecifikus enzimek alkalmazasaval
kikiiszobolhetoek.

A reverz hidrolitikus peptid szintézissel elséként 1991-ben JAKUBKE foglalkozott
[JAKUBKE, 1991]. A transzpeptidacids folyamatok legismertebb ipari alkalmazasa az aszpartam
gyartas [ADISSON et al., 1988]. Az észterazok esetében elsdsorban a lipaz keriil el6térbe, amelyet
elterjedten alkalmaznak példaul az alkil-butirdtok szintézisére reverz hidrolitikus folyamatban
[MONOT et al., 1991]. A folyamatnak rengeteg eldnye van, de hatranyokkal is rendelkezik. Néhany
szubsztrat nem oldddik szerves kdzegben ¢€s egyes olddszerek kornyezeti kockazata is jelentds. A

tovabbiakban a gliikozidazok preparativ alkalmazésaval kiilon fejezet foglalkozik.

2.6.1 A gliikkozidazok preparativ alkalmazasa, 0-gliikozidok szintézise
A glikozidazokat, illetve a dolgozat szempontjabol kiemelkedd fontossagu gliikozidazokat
preparativ céllal végrehajtott hidrolitikus reakcidban csak ritkan, kiilonleges aglikonok
felszabaditdsara alkalmazzdk. A transzglikozilezési és a reverz hidrolitikus szintézis reakciokat
azonban kiterjedten hasznaljak o-gliikkozidok eléallitasasra.

Az egyszert cukroknak (els6sorban gliikkdznak) alifas alkoholokkal képzett o-gliikozidjai
a nem ionos, feliiletaktiv anyagok egyik nagyon fontos csoportjat képezik, antimikrobas
tulajdonsagokkal rendelkeznek, valamint bioldgiailag lebonthatok [PAINTRARUX et al., 1995].
Koziilik néhanyat, elsésorban az 0-oktil-B-D-gliikézt nemcsak az élelmiszer-, valamint a
gyogyszeriparban alkalmazzdk sikeresen [HUGHES & LEWw, 1970], hanem az allati szovetek
membranjai szamara is alkalmas detergensnek bizonyult [LIN et al., 1979]. Az o-alkil-gliikozidok
elényds tulajdonsagai kozé tartozik még, hogy az acil-glikozidok szintézisében szubsztratként
funkciondlnak [ADELHORST et al., 1990]. Az acil-glikozidok szintén feliiletaktiv anyagok. Az
enzimes uton eldallitott 0-allil-, valamint az 0-benzil-B-D-gliikkéz, az 0-allil-B-D-galaktdoz nagyon
fontos intermedier a szénhidrat kémiaban. S6t altalaban az o0-allil-glikozidok fontos monomerek a

glikopolimerek szintézisében [ADELHORST et al., 1990]. A bioldgiailag fontos, feliiletaktiv
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tulajdonsagu 0-glikozidok szintézisére alkalmas modszerek kifejlesztésével szinte mar az 1900-as
évek elejétdl kezdve foglalkoznak [BOCHOKOV & ZAIKOV, 1979].

Az 0-glikozidok szerves szintetikus eldallitasa tobbnyire bonyolult, tobb 1épésbdl alld
folyamat, amely véddcsoportok alkalmazésat, valamint a regio-, és sztereoizomerek szétvalasztasat
is magaba foglalhatja [FLOWERS, 1987]. A o0-glikozidok enzimes eldallitdsanak irodalma azért
terjedelmes, mert kozéjiik tartoznak az oligoszacharidok is. Erre a feladatra két enzimosztaly
enzimei is alkalmasak, a glikoziltranszferazok, amelyek csak transzglikozilezési reakcidban és a
gliko-hidroldzok (azaz a glikoziddzok), amelyek reverz hidrolizissel is képesek az 0O-glikozidok
szintézisére. A glikoziddzok tehat annyiban alkalmasabbak, az 0-glikozidok szintézisére, hogy mind
transzglikozilezési mind reverz hidrolitikus reakciokban eredményesek [VAN RANTWDK et al.,
1999]. A revez hidrolizis annyival is megfelelébb médszernek latszik az 0-glikozidok szintézisére,
hogy segitségével kikiiszobolhetdek a transzglikozilezés €s a szerves modszerek hatranyai. Az utobb
emlitett két folyamat ugyanis aktivalt cukor-szarmazékot igényel, amelynek kovetkeztében ezek a

modszerek nehézkesek és dragak.

2.6.1.1 A o-glikozidok eléallitasa transzglikozilezéssel

Ebben a folyamatban a kotést kialakito glikozil transzferdz enzim és egy aktivalt glikozil donor,
mint példaul a kereskedelmi forgalomban kaphatdo o-fenil- vagy o0-4-nitro-fenil-glikozid
alkalmazasa sziikséges [MITSUO et al., 1984]. Az aktivalt donor eldallitisa gyakran nehézkes,
kémiai szintézist, vagy egy korabbi enzimes reakcidt igényel, ezért alkalmazéasa bonyolithatja a
szintézist és noveli a koltségeket. Az o-fenil-glikozidokat példaul altalaban enantiomer keveréket
eredményezd és rezolvalast igényld kémiai szintézissel allitjadk eld. Léteznek olyan helyettesitett
o-fenol-glikozidok, amelyeket novényekbdl izoldlnak [BURGER et al., 1987]. A transzglikozilezés
sordn radadasul a glikozil donorok Osszekapcsolddéasa révén nehezen eltavolithatd melléktermeék is
keletkezhet a reakcidelegyben [DE BRUYNE et al., 1979].

A transzglikolizis reakcioban a 0-glikozidok akkumulalddasa a felbomlds és a képzddés
kozott kialakult gyenge egyensulytdl fiigg [RAVET et al., 1993]. A transzglikozilezési reakciokban
tobbféle glikozidazt alkalmaztak, az irodalomban az igen elterjedten hasznalt B-gliikozidazon és
-galaktozidazon kiviil a legkiilonb6zobb glikozidazok is eldfordultak, gyakran rdgzitve.
Reakcidelegyként nemcsak vizes kozeget alkalmaztak, hanem kis viztartalmt szerves oldoszert, de

szerves kozeg majdnem mindig a glikozilezd (primer vagy szekunder) alkohol volt. Sokéig az volt a
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feltételezés, hogy tercier alkoholokbdl nem lehet transzglikozilezéssel o0-alkil-gliikozidokat
eldallitani. Az utdbbi években azonban igen j6 hozamu reakcidkat irtak le novényi (kasszavabol
izolalt) B-gliikoziddzzal C4-Cg tercier alkoholokkal abban az esetben, ha a gliikoz donor a
0-4-nitro-fenil-B-D-gliikkdz volt [SVASTI et al, 2003]. KANNAN ¢és munkatarsai ugyanezzel a gliikéz
transzferrel végeztek transzglikozilezési reakcidt szerves olddszeres kozegben. A stabilitasi
vizsgalataik soran megallapitottdk, hogy 30 % szerves oldoszerben (dioxan, dimetil-szulfoxid,
dimetil-formamid, aceton és acetonitril) a nativ mandula B-gliikozidaz egy 6ra inkubacié utan
eredeti aktivitasdnak 56-95 sz4zalékat megorzi, azonban magasabb, a reverz hidrolizisre is alkalmas
szerves olddszer koncentraciokban a stabilitast nem vizsgaltak [KANNAN et al., 2004].

ANDERSSON ¢és ADLRCREUTZ kis viztartalmu hexanolos reakcidelegyben 0-4-nitro-fenil-f3-
D-gliikkozbol allitottak eld o-hexil-B-D-gliikozt Celitre rogzitett p-gliikoziddz segitségével
[ANDERSSON & ADLRCREUTZ, 2001]. ASANO és munkatarsai gliilkdz donorként maltdzt hasznaltak
[ASANO et al., 1991]. Kiilonbozé forrdsbol szarmazé [-galaktoziddz enzimeket is sikerrel
alkalmaztak transzglikozilezési reakcidkban, példaul segitségiikkel laktozbol — galakto-
oligoszacharidokat allitottak elé [DEL-VAL & OTERO, 2003]. Az Aspergillus nigerbol izolalt
B-xilozidaz enzim [-1,4-D-xilobidzbol maltdz jelenlétében transzglikozilezési reakcidban hetero-
oligoszacharidokat szintetizalt [KIZAWA et al., 1991]. A cellobidz elsé in vitro, transzglikozilezési
reakcioval torténd szintézisét cellulaz enzimmel B-D-cellobiozil-fluorid monomer segitségével
hajtottak végre [KOBAYASHI et al., 1991]. A keserli flavon glikozidok, mint péld4ul a naringin és
neoheszperidin eldallithatok UDP-ramnéz, mint donor és ramnozil-transzferdz segitségével
[BAR-PELED et al., 1991], a szachar6z eldallitasara pedig fruktozil-transzferazt alkalmaztak [JONES
et al., 1992]. MAKROPOULOU Fusarium oxysporum mikrobabol izolalt B-glikoziddz enzimet
alkalmazott alkil-B-D-gliikozidok eldallitasara kiilonbozd diszacharidokbdl, transzglikozilezési
reakcioban [MAKROPOULOU et al., 1998]. Az enzimes O-glikopeptid szintéziseket is altalaban

transzglikozilezési reakcioval végezték [SCHULZ & KUNz, 1992].

2.6.1.2 A o-gliikozidok eldallitasa reverz hidrolizissel

A hidrolazok altal katalizalt és korabban mar emlitett reverz hidrolizishez tehat az sziikséges, hogy
az enzim katalizalta reakcid egyensulyanak irdnya az alacsony viztartalom kozvetkeztében a
hidrolizis helyett a kapcsolds, azaz a szintézis fel¢ tolodjék el. Az egyenstly eltoldsara tobb

megkozelités is l1étezik. Az egyik szerint a reakcidelegyhez vizzel elegyedd oldoszert adagolnak,
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amely lecsokkenti a termodinamikus vizaktivitast, igy segiti el6 a kapcsolasi rakciot. Ebben az
esetben a reakcioelegy egyfazisunak tekinthetd. A mandulébdl izolalt B-gliikozidéz a propanol, mint
reakciokdzeg esetén minimum 0,4-0,5 vizaktivitast [VIC & CROUT, 1995], mig acetonitril [VIC et al.,
1995], 1-oktanol [LJUNGER et al., 1994] és tercier-butil alkohol esetén, pedig 0,8 vizaktivitast
igényel [VIC & CROUT, 1994]. A vizaktivitdst az oldat felett kialakuléo egyensulyi parcialis
nyomasnak ¢és a tiszta komponens (viz) géznyomasanak hanyadosa adja meg.

Vic ¢és munkatarsai a gliikozt helyettesitett 2-hidroxi-benzil alkohollal (szalicil)
reagaltattak 10 % vizet tartalmaz6 #-butanolban, acetonban, illetve acetonitrilben, és ugy talaltik,
hogy egy napos reakci6 utan a mandula B-gliikkoziddz eredeti aktivitasanak jelentds részét még
megorizte. A reverz hidrolitikus reakciot 6 napig 45°C hémérsékleten végezték. A tercier butanolt
kivéve (18 %) 10 % alatti hozamokat tapasztaltak, s6t ha a hidroxil vegytiletet oktanolra cserélték
10 % vizet tartalmazo tercier butanol reakcioelegy sem volt ilyen sikeres (8% hozam). Gyakorlatilag
ez volt egyetlen olyan probalkozas a szerves olddszerek, mint higitészerek bevezetésére, amely
némi sikerrel jart. A mandula B-gliikozidaz teljes inaktivalodasat tapasztaltak 10 % vizet tartalmazo
egyéb vizzel elegyedd szerves olddszerekben (dimetil-szulfoxid, dimetil-formamid, dioxan, tetra-
hidro-furan) [VIC et al., 1995].

A kétfazisi reakcidelegy esetében az egyensuly eltoldsira az elegyhez vizzel nem
elegyedd oldoszert adagolnak. Ebben az esetben a hidroféb termék a szerves fazisban fog
felhalmozodni, igy a koncentracioja a vizes kdzegben alacsony lesz, vagyis tjabb és tjabb termék
fog szintetizdlodni [LJUNGER et al., 1994]. A kétfazisu rendszereket sikerrel alkalmaztdk alkil-
gliikozidok eléallitdsara hidrofob alkoholokat alkalmazva egyszerre szubsztratként és olddszerként
[VULFSON et al., 1990; PAINTRAROUX et al., 1995; KOBAYASHI et al., 2000]. A gliikoziddz enzimek
(elsésorban az a- és B-glikoziddz, valamint glilkoamildz) altal katalizalt o-gliikkozid szintéziseket
LAROUTE ¢és WILLEMOT tanulmanyozta abbdl a szempontbdl, hogy a viztartalom, a vizaktivitas és a
szerves kozeg tulajdonsdgai milyen hatdssal vannak a kapcsolasi reakcié hozamara [LAROUTE &
WILLEMOT, 1992]. Ugy talaltak, hogy a reverz hidrolitikus reakciokban a B-gliikoziddz sokkal
hatékonyabb, mint a gliikoamilaz. Mas szerzok szerint kiilonb6z6 alkoholok, primer- és szekunder
alkoholok, valamint diolok (1,2-propandiol, 1,2-butandiol) és poliolok (D-xylitol, D-galaktitol) is
alkalmazhatdak kétfazisu reakciokban [SHINOYAMA & YASUIL, 1988].

A reverz hidrolizis folyamatok vizes kdzegben vald végrehajtasara is talalhato példa az

irodalomban. Magas cukorkoncentraciét ¢és viszonylag nagy, 55°C homérsékletet alkalmaztak
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trehaldz és szachardz szarmazékok glikozidazok katalizalta szintéziséhez [SMITH et al., 1997]. A
glikoziddzok altal katalizalt kapcsolasi reakciokkal 1912-ben foglalkoztak elészor [BOURQUELOT &
BRIDEL, 1912].

A reverz hidrolitikus reakciok altalaban tobb napig tartanak, ezért a szerves kozeg
enzimek oldhatosagara, stabilitdsara és aktivitdsara gyakorolt hatdsat altalaban a reakcid kozben is
vizsgaltdk mind az egyfazisu, mind a kétfazisu reakcidelegyekben. A B-gliikoziddzra és mas
hidrolazokra altalaban csokkent oldhatdsagot, stabilitast és aktivitast tapasztaltak [ CANTARELLA et
al., 1991; GUPTA, 1992]. Masok megallapitottak, hogy a szubsztrat jelenléte, igy az enzim-szubsztrat
komplex kialakulédsa stabilizaldéan hat a B-gliikkoziddzra a szerves olddszeres kdzegben [PAINTRARUX
et al., 1996].

Mas szerzOk ugyanakkor azt tapasztaltdk, hogy a mandula B-glilkozidaz 10 % vizet
tartalmazd acetonitriles kozegben napokig megdrzi aktivitasat 40°C hémérsékleten [VIC et al.,
1995], illetve tercier-butil alkoholban, 50°C hdémérsékleten [VIC & CROUT, 1994]. SIMON és
munkatarsai ugy vélték, hogy a hidrolitikus enzimek konformdciés stabilitdsa alapvetéen az
oldoszer ¢€s a fehérje kozotti kdlcsonhatasoktdl és az enzimszerkezetétdl fiigg. Mind a nagyon
alacsony, mind a nagyon magas szerves oldoszer tartalom a viz és a fehérje kozotti
kolesonhatasoknak kedvez, kiilondsen a vizzel nem elegyedd szerves oldoszerek esetében [SIMON et
al, 1998].

Kozismert, hogy a glikoziddzok erdsebben képesek kotddni a hidrofob és a kevésbé
hidrofil szubsztratokhoz, mint az erdsen hidrofilekhez [MITSUO et al., 1984]. Ennek ellenére
gyakorlatilag sikertelennek bizonyult az a torekvés, hogy a kapcsolasi reakciokban az alkoholokat,
mint higité kozeget részben mas, akar hidrofob szerves olddszerrel helyettesitsék. Ugyanis a szerves
olddszerek kiilonb6zo képpen befolyasolhatjak az enzimek tulajdonséagait. Reakcidba 1éphetnek az
aktiv centrum koriil 1évé és a miikodéshez elengedhetetleniil sziikséges hidratburokkal vagy a
fehérje szerkezetet modosithatjak, mikozben reakcidba Iépnek az enzim oldallancaival [CARREA et
al., 1995]. A higitészerek bevezetésének kudarca tobb szerzd szerint azzal magyarazhatd, hogy a
szerves oldoszerek lecsokkentik a szubsztrat és az enzim kotOhelyén 1évé aminosav oldallancok
kozotti hidrofob kdlcsonhatas erdsségét [NILSSON, 1986].

A reverz hidrolitikus reakciok hozama altalaban elég alacsony. Ennek tobb oka is lehet.
Egyrészt az enzim inaktivalodhat a szerves kozegben a reakcid soran. Masrészt az aktivan maradt

enzim a feldolgozés soran alkalmazott vizes kdzegben a termék részleges hidrolizisét idézheti elo.
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Ennek kikiiszobolésére ma mar mutans glikozil hidrolazokat alkalmaznak [MACKENZIE et al., 1998],
az ugynevezett gliikkoszintazokat, amely enzimek nagyon hatdsosan szintetizalnak gliilkozidokat, de
nem hidrolizaljak o6ket [MORAcCI et al., 2001]. Mivel az enzimek immobilizaldsa &ltalaban
stabilizaloan hat [KLIBANOV, 1983], ezért a a reverz hidrolitikus reakciokban egyre elterjedtebben
alkalmaznak rogzitett enzimeket.

A B-glikoziddz enzim 4ltal katalizalt reverz hidrolitikus reakciokra vonatkozo

eredményeimet a 4.4 fejezet tartalmazza.

2.6.2 A pektin-metil-észteraz reverz hidrolitikus felhasznalasa
Irodalomban a pektin-metil-€szteraz enzim reverz hidrolitikus felhasznaldsara nem talalhato példa.
Feltehetd, hogy részben a szubsztrat bonyolult, Osszetett szerkezete miatt, részben a termék konnyl

elérhetdsége miatt nem foglalkoztak ezzel a témaval.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérletek helye és azok miiszerezettsége

3.1.1 A Kkisérletek helye

A dolgozat kisérleti munkdja a Budapesti Corvinus Egyetem, Alkalmazott Kémia Tanszékén tortént.

A sargarépa pektin-metil-észterdzt 6sztondijas évem alatt (2002) a Leuveni Katolikus Egyetem,

Elelmiszermikrobiolégia és Elelmiszertechnologia Tanszékén (Catholic University of Leuven,

Laboratory of Food Technology, Belgium) vizsgaltam. Egyes kisérletek elvégzésére mas helyeken

kerilt sor:

Richter Gedeon Rt. (a rogzitett gliikozidazok liofilezése),

Budapesti Miiszaki ¢és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Szerves Kémia Tanszék (az
oszlopkromatografias és szerkezetazonositassal kapcsolatos vizsgalatok),

Promotor Boraszati Tangazdasadg (a zoldveltelini, sziirkebarat és olaszrizling tipusu sz6lot

tartalmazo bor készitése).

3.1.2 A kisérletek helyének miiszerezettsége

3.1.2.1 Belgiumi berendezések

Centrifuga (J2-Hs Centrifuge, Beckmans, USA),

Akta Prime (Amersham Biosciences, Svédorszag, VI. melléklet),
SDS-page (Amersham PhastSystem, Amersham Biosciences, Svédorszag),
Eppendorf centrifuga (5417R Hamburg, Németorszag),

Vizfiird6 (Haake B3 fisons, Briisszel, Belgium),

Nagynyomasu késziilék (Resato, Roden, Hollandia, VI. melléklet),

Véakuumkamras csomagoloberendezés (Multivac KM 100-3M, Németorszag).

3.1.2.2 Magyarorszagi berendezések

Liofilezd berendezés, Edwards Freeze Dryer Super Modulo (BOC Edwards, Sussex, EK).
Centrifuga, Mikro 22-R, 1015 rotor (Hettlich Zentrifugen, Tuttlingen, Németorszag).

HPTLC, Chrompress (LABOR-MIM, Magyarorszag)
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—  Denzitométer Ultrascan XL LKB,
— Varian EM-390 90 MHz spektroszkop (Magyarorszag),
—  Spektrofotométer, Spektromom 195 D (Magyarorszag),
—  Gazkromatograf, MEGA 5300 (Carlo Elba, Milano, Olaszorszag),
o Gazkromatografias oszlopok, J&W DB-1 (30 m x 0,35 mm belsé atmérd, filmvastasag:
0,25um) és DB-WAX (30 m x 0,32 mm belsé atméro, filmvastagsag: 0,25 um),
o Gazkromatografias langionizacios FID detektor,

o EMMI 2000 elektromos értékeld rendszer.

3.2 A nativ o- és B-gliikozidaz

3.2.1 A gliikozidazok vizsgalatahoz alkalmazott vegyszerek
A gliikozidazok vizsgélata soran szubsztratként a D-gliikozt, a D-cellobidzt és szachardzt (Fluka)
hasznéltam. Szerves oldoszerként n-butanolt, n-pentanolt, n-hexanolt, dimetil-formamidot (Sigma-
Aldrich); ciklohexanolt, 2-fenoxi-etanolt, 2-metoxi-etanolt (Reanal, Budapest); 2-butoxi-etanolt, és
1,2-diacetoxi-etant (etilénglikol-diacetat, DAE), valamint triacetint (glicerol-triacetat, TRA) (Fluka)
alkalmaztam. Az oldoszerek tulajdonsagait a VII. mellékletben tlintettem fel. A pufferek
készitéshez a szokdsos vegyszereket (Reanal) alkalmaztam (pl. natrium-acetat, trietanol-amin,
natrium-hidroxid, stb.). Az enzimek rogzitéséhez hasznalt vegyszerek (glutaraldehid, 1-ciklohexil-3-
(morfolinoetil)-karbodiimid meto-p-toluol szulfonatot, azaz CMC, stb.) Reanal termékek voltak.

Az enzimek rogzitéséhez hasznalt Akrilex C-100 hordoz6 (Reanal) részecske mérete
120-300 pm, kotd kapacitasa 6,2 + 0,3 mekv xerogél” volt. A csak fehérjét tartalmazé feliileti
réteget Bacillus stearothermophilus PV72 torzsbol allitottak eld az Ultraszerkezetkutaté Kozpontban
¢s a Ludwig Boltzmann Ultraszerkezetkutatd Intézetben (Universitit fiir Bodenkultur, Bécs,
Ausztria) [SLEYTR et al., 1986]. A bor aromaprofil mdédositdsanak vizsgéalatdnal az extrahalashoz
HPLC tisztasagu dietil-étert €s pentant (Scharlau, Madrid, Spanyolorszag) hasznaltam.

A laboratériumi miiveletek soran mindig ionmentes vizet hasznaltam ¢€s a keverést mindig
magneses keverdvel végeztem. Valamennyi bemutatott eredményem harom parhuzamos kisérlet

atlagabol szarmazik.
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3.2.2 A gliikdz tartalom meghatarozasa

Mivel gyakorlatilag valamennyi, a gliikoziddzokkal kapcsolatos mérés a reakcioelegyek
glilkéztartalmanak meghatarozasan alapult, a gliikoztartalom meghatarozasara tobb fotometrias
modszert kiprobaltam. Koziilik az olcsd és a redukald cukor tartalmat meghatarozo dinitro-
szalicilsavas (DINISA) modszer [HOSTETTELER et al., 1951] és a hexokinazt és gliik6z-6-foszfat-
dehidrogenazt alkalmazd enzimes analizis [BEUTLER et al., 1974] altalam modositott eldiratait

ismertetem.

3.2.2.1 A gliikoz koncentracio meghatarozasa DINISA modszerrel
0.5 M DINISA oldat

11,4 g 3,5-dinitro-szalicilsavat annyi 0,25 M natrium-hidroxid oldatban (10 mg ml™") oldottam, hogy
az elegy térfogata 1 1 legyen.

Reakcidelegyek gliikdz tartalmanak meghatarozasa

A mérési elegy 100 pl mérendd mintat (gliikkéz koncentracié 0,15 — 1 mM) 900 pl vizet és 1000 pl
DINISA oldatot tartalmazott. A kémcsovek felkevert tartalmat pontosan 5 percig 100°C
hémérsékleten tartottam, majd 5 percig hideg vizben allitva Ilehltottem, végiil 540 nm

hullamhosszon fotometraltam.

3.2.2.2 A gliikoztartalom meghatdarozdsa modositott enzimes modszerrel

Gliikkéz analizal6 oldat

100 mg NADP", 232 mg ATP és 24 mg MgSO4-7H,0, 40 ml IM trietanol-amin puffer (pH=7,6)

segitségével készitett oldata.

Gliik6éz analizald enzimkeverék

320 U (umol min™) hexokinaz + 160 (umol min™") gliikkoz-6-foszfat dehidrogenaz 1,40 ml 3.2 M
ammonium-szulfattal készitett szuszpenzioja, amelynek kémhatasat 0,1 M kalium-hidroxid oldattal
pH=6,0 értékre allitottam.

Reakcidelegyek gliikdz tartalmanak meghatarozasa

A mérési elegy 30 pl mérendé mintat (gliikoz koncentracio 0,03 — 0,15 mM), 820 ul vizet és 250 pl
gliikéz analizald oldatot tartalmazott. A fotométert 340 nm hulldmhosszon a mérési elegyre

nulldztam, majd a rendszerhez 5 pl gliilkdz analizaldé enzimkeveréket adtam és az abszorbanciat
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végallapotig mértem. Ha a mérendé minta gliikkoz koncentracidja tdményebb volt, mint a fent
emlitett koncentracio hatarok, bevitt mennyiségét értelemszertien csokkenteni kellett.
Az enzimes gliikozkoncentracid meghatarozas modositasaval kapcsolatos elképzeléseim a

4.1.1 fejezetben talalhatok.

sre s

crer

rétegen, acetonitril-viz (7:3) elualdszerrel, nagynyomasti vékonyrétegkromatografias (HPTLC)

modszerrel végeztem az irodalom szerint [KLAUS et al, 1989].

3.2.4 A nativ a- és B-gliikozidaz vizsgalata

A mandulabdl izolalt B-glikoziddz (EC 3.2.1.21) Sigma termék, amelynek aktivitasa a katalogus
szerint szalicin szubsztratra 37 °C hémérsékleten pH=5,0 értéken 4,5 pmol min” fehérje mg”
volt. Az éaltalam alkalmazott vizsgalati koriilmények kozott [KOSARY et al, 1998a] 0,1 M
natrium-acetat pufferben pH=5,1 cellobiéz szubsztratra (0,25 M), 25°C hémérsékleten pedig
3,30 pmol min™ fehérje mg™ volt.

Eleszt6bdl szarmazé o-glikkozidaz (EC 3.2.1.20) Sigma termék, amelynek aktivitasa a
katalogus szerint 4-nitro-fenil-o-D-gliikozid szubsztratra, pH=6,8 értéken 37°C hdémérsékleten
4,5 umol min™' fehérje mg™ volt. Az altalam vizsgalt koriilmények kozott [KOSARY et al., 1998a]
0,1 M natrium-acetat (pH 5,1) pufferben szachar6z szubsztratra (0,1 M), szobahdmérsékleten pedig

0,45 umol min™ fehérje mg™ volt.

3.2.4.1 A nativ gliikozidazok aktivitasmeéerése

A nativ B-glilkozidaz aktivitdsat 0,1 M natrium-acetdt pufferben oldott pH=5,1 cellobidz
szubsztrattal mértem az irodalom szerint LARNER mddszere alapjan [LARNER, 1960], azzal a
kiilonbséggel, hogy az irodalom szerint az alkalmazott szubsztrat koncentracié (0,25 M) helyett
higabbat hasznaltam (0,143 M) a diszacharid képzddés veszélye miatt. A reakcidelegy a
B-gliikozidazra nézve 1 mg ml™ tdménységii volt.

A nativ a-gliikoziddz aktivitdsanak meghatarozasat 0,1 M natrium-acetat pufferben
(pH=5,1), szachar6z szubsztrattal (0,1 M) végeztem az irodalom szerint [LARNER, 1960]; a
reakcioelegy a a-glikozidazra nézve 1 mg ml™ toménységii volt.
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3.2.4.2 A nativ a- és [-glikozidaz stabilitasanak vizsgalata a reverz hidolitikus folyamatok sordn

A nativ a- és B-glikozidaz (1 mg) stabilitasat kiilonb6z6 szerves olddszerekben (0,5 ml), 5, 10,
illetve 15 % viztartalom mellett, 10 mM gliikkdz szubsztrat, mint stabilizalo jelenlétében, hat napig,
szobahdmérsékleten vizsgaltam. Az aktivitaisméréshez a reakcidelegy térfogatat 0,1 M natrium-
acetat pufferrel (pH=5,1) haromszorosara higitottam. Az olddészer elegyeddképességétdl fiiggden
egy- vagy kétfazisu elegyek a- vagy B-glikozidaz aktivitdsat keverés kozben, a fentiek szerint
mértem meg.

A nativ gliikkozidazok azonnali inaktivalodasara vonatkozd eredményeimet a 4.1.2.1
fejezet tartalmazza, inkubalasi inaktivalédasukkal ¢&s szerepiikkel a reverz hidrolitikus

folyamatokban a 4.4 fejezet foglalkozik.

3.2.4.3 Novényi eredetii élelmiszeripari alapnyagok o- és [-gliikozidaz aktivitasanak vizsealata

Az alabbi, a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd novényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok
o- és B-gliikozidaz aktivitasat vizsgaltam: sargarépa (Daucus carota), brokkoli (Brassica oleracea),
sz016 (Vitis vinifera), karfiol (Brassica cretica) és mandula (Prunus amygdalus). A B-gliikkozidaz
enzim izolalasahoz 100 mg ml' toménységii oldatot készitettem olyan 50 mM TRISZ-acetat
pufferrel (pH 8,2), amelynek toménysége szachardzra nézve 0,38 M, kalcium-kloridra nézve pedig
0,02 M volt.

NoOvényi eredetli élelmiszeripari alapnyagok o- és [-gliikoziddz aktivitdsdnak

vizsgalataval kapcsolatos eredményeimet a 4.3.3 fejezet tartalmazza.

3.3 A nativ pektin-metil-észteraz

3.3.1 A pektin-metil-észteraz vizsgalatahoz alkalmazott vegyszerek

A PME vizsgalata sordn szubsztratként almapektint (észterezettségi fok legalabb 70 %) (Fluka)
hasznaltam. Az izoldlashoz ¢és a pufferek készitéséhez leggyakrabban hasznalt vegyszereket
Magyarorszagon a Reanal, Belgiumban a Sigma ¢és Fluka cégektdl szereztem be, példaul TRISZ,
azaz trisz-(hidroximetil)-amino-metdn, natrium-hidroxid, natrium-klorid, ammonium-szulfat,
merkapto-etanol, polivinil-pirrolidon K25, stb. A ritkdbban haszndlt vegyszereket esetenként

tiintettem fel. Valamennyi bemutatott eredményem harom parhuzamos kisérlet atlagabol szarmazik.
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3.3.2 Kiilonb6zo novényi kivonatok készitése pektin-metil-észteraz aktivitas vizsgalatok
céljabol

3.3.2.1 Sargarépabol készitett kivonat a nativ sargarépa PME kinetikai vizsgalatahoz

A nativ pektin-metil-észterazt a sargarépabdl (Daucus carota) nyertem izolalas és tisztitas utan.

A) A sargarépa pektin-metil-észteraz izolaldsa
A nativ sargarépa PME kinetikai vizsgalatdhoz sziikséges izolaldsi modszer valamennyi 1épését
NGUYEN ¢és munkatarsai leirdasanak megfeleldoen végeztem 4°C homérsékleten [NGUYEN et al.,
2002b]. Az izolalas 1épései nagy vonalakban az alabbiakbol alltak:
® A nativ, apritott sargarépa homogenizalasa tobb izben vizzel, majd a csapadékos elegy
megszUrése;
® A csapadékbol a PME ¢és mas fehérjék extrakcioja olyan 0,2 M TRISZ-klorid pufferrel
(pH=8,5), amely natrium-kloridra néve 1 M toménységili, majd a csapadékos elegy megsziirése;
® A sziirletbdl a szennyezd fehérjék kicsapadsa ammonium-szulfattal (az elegy toménysége
ammonium-szulfatra nézve 30 %);
® A centrifugdlds soran nyert feliiluszobol a PME kicsapasa ammonium-szulfattal (az elegy

toménysége ammonium-szulfatra nézve 80 %);

® A centrifugalas sordan nyert csapadék (tisztitatlan PME) oldasa 20 mM TRISZ-klorid (pH=7,5)
pufferben (5 ml/100 g sargarépa) affinitds kromatografids tisztitashoz.

B) A sargarépa pektin-metil-észteraz tisztitasa affinitdas kromatogrdfidval
A sargarépa PME tisztitasat DENES és munkatarsai modszerének megfelelden [DENES et al., 2000], a
kiwi gylimolcsb6l NGUYEN dltal izoldlt PMEI-inhibitor [NGUYEN, 2002a,b] alkalmazasaval

végeztem. Az tisztitas 1épései a kdvetkezdek voltak:

e A tisztitatlan PME enzim PMEI-CNBr-Sheparose 4B gyantahoz [NGUYEN, 2002a,b] kotése ¢€s

kromatografalo oszlopra vitele;
® A szennyezd fehérjék lemosasa az oszloprol;

e A PME lemosésa az oszloprél 50 mM natrium-karbonat pufferrel (pH=9,85), amely natrium-

kloridra nézve 1 M toménységl volt;

® A tiszta sargarépa PME enzimet tartalmazo frakciok somentesitése Centricon Plus-20 (PL-10

Millipore, USA) centrifugacsd segitségével;
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® Az eluatum oldésa az irodalomtdl eltéréen [NGUYEN et al., 2002b] nem 20 mM TRISZ-klorid
pufferben (pH=7,0), hanem kiilonb6zo kémhatast (pH=4,5; 5,5 és 6,0) 0,1 M citrat pufferekben
tortént;

® Az enzim tisztasaganak ellendrzése SDS-pagevel tortént az irodalom szerint [HEUKESHOVEN &

DERNICK, 1985] Sigma vegyszerek alkalmazasaval;

® A tiszta sargarépa PME oldat azonnali lefagyasztasa és tarolasa -80°C hdmérsékleten.

3.3.2.2 A hokezelt, szeletelt sargarépabol késziilt  kivonatok pektin-metil-észteraz aktivitds

méréshez
A szeletelt sargarépat a késoObbiek soran (3.5.2.1 fejezet) ismétlésre keriil6 médon hokezelésnek
vetettem ald, majd a kivonatot a 3.3.2.1 A) fejezetben leirtak szerint készitettem. A sargarépalé
vizsgalatakor nem kellett kiilon kivonatot készitenem, de az ipari koriilmények modellezésére a
sargarépalevet a 3.3.2.1 A)+B) fejezetekben leirtak szerint elkészitett nativ sdrgarépa PME oldattal
higitottam 2:1 ardnyban (4.3.2 fejezet).

3.3.2.3  Pektin-metil-észterdz izolalasa a nagynyvomassal kezelt szeletelt sargarépabol

A nagynyomassal kezelt (3.5.2.2 fejezet) szeletelt sargarépa mintdkat folyékony nitrogénben
lefagyasztottam, natrium-kloridra nézve 1M toménységti 0,2 M TRISZ (pH=8,0) extrahal6 pufferrel
(3 ml) dorzsmozsarban homogenizaltam, majd az elegyet 2 ora hosszat, 4°C hdémérsékleten

razattam. A csapadékos elegyek PME aktivitasat kozvetleniil mértem (3.3.3.1 fejezet).

3.3.2.4 Neéhany novenyi eredetii élelmiszeripari alapanvag pektin-metil-észteraz aktivitasanak
vizsgalata

Az alabbi, a kereskedelmi forgalomban beszerezhetdé novényi eredetii ¢lelmiszeripari alapanyagok

PME aktivitasat vizsgaltam: brokkoli (Brassica oleracea), sz016 (Vitis vinifera), must, bor, karfiol
(Brassica cretica) és mandula (Prunus amygdalus). A kivonatok (1 g mlI™") BARNAVON médszerének
[BARNAVON et al., 2001] jelentés modositasaval késziiltek. A kivondszer Triton-X-100 (1 g),
glicerol (20 ml), polivinil-pirrolidon (5 g) és ditiotreitol (0,31 g) Osszetevoket tartalmazott olyan 100
ml térfogatti 0,5 M TRISZ-hidroklorid pufferben (pH=8,5), amelynek toménysége natrium-kloridra
nézve 2 M volt. A kivonast 4°C homérsékleten végeztem. Az apritott novényi eredetii

¢lelmiszeripari alapanyagot kvarchomokkal 5 percig dorzsoltem, majd a csapadékos elegyet 24 ora
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hosszat razattam (100 perc™), majd 10 percig centrifugaltam (6000 g). A feliilisz6 PME aktivitasat a
3.3.3.1 fejezetben irtak szerint mértem meg.
A ndvényi eredetli €élelmiszeripari alapanyagok PME aktivitdsdnak vizsgalataval a 4.3.3

fejezet foglalkozik.

3.3.3 A nativ sargarépa pektin-metil-észteraz inaktivalodasanak vizsgalata

3.3.3.1 A pektin-metil-észterdz aktivitasmérése

A PME aktivitasat az irodalom szerint, titrimetrias modszerrel hatdroztam meg [CRELIER et al.,
2001]. A pektin oldatbol a PME 4ltal felszabaditott szabad karboxilcsoportok szama alapjan
kovetkeztettem az aktivitdsra. A titrdlashoz Metrohm (Svéjc) tipusu automata titratort és 0,01 M
NaOH oldatot hasznaltam, az aktivitdsmérés homérséklete 30°C volt. A reakcidelegy (30 ml) a
3,5 % toménységli almapektin szubsztrat oldat (pH=7,0) natrium-kloridra nézve 0,1 M volt. Az
enzimreakciot megfeleld mennyiségii PME oldat hozzaadasaval inditottam. Ez a mennyiség a nativ
sargarépa PME esetében a 3.3.2.1 A)+B) fejezetekben leirtak szerint elkészitett oldat megfeleld
kémhatast citrat pufferrel torténd harom és félszeres higitasaval késziilt (250 ul). A hdkezelt
(3.3.2.2 fejezet), illetve nyomdskezelt szeletelt sargarépabol (3.3.2.3 fejezet) késziilt kivonatokat
nem kellett utdlag higitani (250 ul). A novényi eredetli €lelmiszeripari alapanyagokbol késziilt
kivonatok (3.3.2.4 fejezet) esetében kétszeres mennyiséget (500 ul) kellett alkalmaznom.

A PME aktivitds egységének, onkényesen azt az enzim mennyiséget tekintik, amely
1 pmol karboxil csoportot szabadit fel (azaz 1 umol natrium-hidroxidot fogyaszt) 1 perc alatt a fent
emlitett reakciokoriilmények kozott 30 ml reakcidelegyben [SzZABOLCSI, 1991]. A tovabbiakban
tehat a PME aktivitasanak jellemzésére ezt, a 30 ml reakcidelegyre és 1 g élelmiszeripari
alapanyagra vonatkoztatva umol min™ egységeket (umol min" g™') alkalmaztam. Ettél csak a nativ
sargarépa PME oldat esetében tértem el, mert ebben az esetben NGUYEN ¢és munkatarsai
gyakorlatanak megfelel6en az aktivitast ml (0,01 M nétrium-hidroxid) min" adtam meg [NGUYEN et
al., 2002a].

A nativ sargarépa PME enzimkinetikai allanddinak meghatarozéasara (4.1.3.1 fejezet), a
szeletelt sargarépa hokezelésére (4.3.2.2 fejezet), illetve nagynyomast kezelésére (4.3.2.4 fejezet) és
a novényi eredetii ¢lelmiszeripari alapanyagok PME aktivitdsara (4.3.3 fejezet) vonatkozo

eredményeimet a feltiintetett fejezetekben mutatom be.
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3.3.3.2 A nativ sargarépa pektin-metil-észterdaz hdinaktivalasa

A hdinaktivalasi kisérletekhez Blaubrand (Németorszag) kapillarisokat hasznaltam, amelyekbe
egyenként 250 pl kiillonbozé kémhatast (pH=4,5; 5,5 és 6,0), a 3.3.2.1 A)+B) fejezetekben leirt
modon készitett enzimoldatot helyeztem. Ezekkel a kapillarisokkal 50-60°C hdémérsékleti
tartomanyban kiilonb6z6 inkubacids ideji kezeléseket végeztem hdmérsékletszabalyozoval ellatott
vizfiirdokben. A kezelt mintakat jég-vizfiirddben helyeztem el az aktivitdsmérésig (a tarolasi id6
maximum 50 perc lehetett).

A nativ sargarépa PME hdinaktivalasara vonatkoz6 eredményeimet a 4.1.3.3 fejezet

tartalmazza.

3.3.3.3 A nativ sargarépa pektin-metil-észteraz inaktivalasa nagynyomadassal

A nyomaskezelési kisérletekhez flexibilis mikrotubusokat (Biozyme, EK) hasznaltam, amelyekbe
egyenként 250 pl kiillonbozé kémhatast (pH=4,5; 5,5 és 6,0), a 3.3.2.1 A)+B) fejezetekben leirt
modon készitett enzimoldatot helyeztem. A mikrotubusokat homérsékleti szabalyozoval (-20 °C-tol
100 °C hofokig) ellatott, nagynyomasu (1000 MPa nyomasértékig) kezelésre alkalmas, tobbedényes
késziilékbe helyeztem. Kiilonbdz6 inkubécios idejlii kezeléseket végeztem a kozeg kémhatasatol
fliggben 650 MPa ¢és 800 MPa kozotti nyomasérték tartomanyban, 10 és 25°C homérsékleten. A
nyomaskozvetité anyag glikol-olaj keverék volt. A kiilsd hiités ellenére fellépd adiabatikus
melegedés elkeriilése érdekében a nyomast csak 100 MPa min™ sebességgel ndveltem [NGUYEN et
al., 2002a]. A kivant nyomasérték beallitdsa utan két perc kiegyenlitddési idot hagytam, hogy a
homérseéklet is megfeleld értéken legyen. A két perces kiegyenlitddési id6 utdn mért enzimaktivitast
vettem 100 szdzalé¢knak csak az ezutdn eltelt id6t tekintettem inkubacids idének. A kezelés utan a
kezelt mintakkal a 3.3.3.1 fejezet szerint jartam el.

A nativ sargarépa PME nagynyomadsu inaktivalasara vonatkoz6 eredményeimet a 4.1.3.4

fejezet tartalmazza.
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3.4 Az a- és B-gliikozidaz rogzitése

3.4.1 A gliikozidazok rogzitése Akrilex C-100 tipusu hordozéra
Az a- és B-glikozidaz Akrilexre rogzitését a korabban leirtak szerint végeztem [KOSARY et al.,
1998b]. Az alabbi, az irodalmi leirdshoz képest optimalt eldirat szerint: 1 g Akrilex C-100 hordozo
¢s 50 ml 0,1 M natrium-acetat puffer (pH=5,1) elegyét 0-5°C belsé homérsékleten (jég-viz fiirdd
alkalmazaséaval) 10 percig kevertettem, majd 10 perc alatt 20 ml 1-ciklohexil-3-(2-morfolino-etil)-
karbodiimid (100 mg ml™) elére hiitstt (0-5°C) oldatat csepegtettem hozza. Az elegyet tovabbi
10 percig kevertettem, végiil 17 ml elére hiitdtt (0-5°C) a- vagy p-gliikozidaz oldatot (10 mg ml™)
csepegtettem hozzd 10 perc alatt. A reakcidelegyet tovabbi 48 orat kevertettem 0-5 °C
hémérsékleten, végiil lecentrifugaltam (8000g, 5 perc, 0°C) a fenti hdmérsékleten. A nem
kovalensen kotott enzimek eltavolitdsara csapadékot két izben olyan 0,1 M natrium-acetat pufferrel
(15 ml) mostam, amelyiknek toménysége natrium-kloridra nézve 1 M volt. A zsugoritott
iivegszlirdre helyezett rogzitett glilkoziddazokat sémentesités céljabol tobb izben vizzel (10 ml)
mostam, a somentességet a vezetOképesség mérésével ellendriztem. A nedves, somentes rogzitett
enzimeket a Richter Gedeon Rt. laboratériumaban liofilezték.

A gliikozidazok Akrilex C-100 hordozoval végzett rogzitésére vonatkozd eredményeimet

a 4.2.1 fejezet tartalmazza.

3.4.2 A B-gliikozidaz rogzitése feliileti rétegre glutaraldehides keresztkotések kialakitasaval
A feliileti réteget (Surface layer) (0,50 g) 50 ml 0,1 M foszfatpufferben pH=7,0 szobahdmérsékleten
felszuszpendaltam. Az elegyhez keverés (magneses keverd) kdzben elébb kis részletekben 100 mg
nativ B-gliikozidazt adagoltam, majd 2 ml glutdraldehid vizes oldatat (25 %) csepegtettem hozza. A
reakcio elegyet 1 oran at szobahdmérsékleten, majd 24 orat kevertem 0-5°C homérsékleten. A
glutaraldehid felesleget 30 mg szilard TRISZ hozzaadasaval kotottem meg (10 perc keverés), majd a
csapadékos elegyet centrifugaltam (6000g, 30 perc, 4°C), 10 ml eldre hiitétt (0-5°C) vizben
felszuszpendaltam, majd a szuszpenzidt ismét centrifugdltam. Ez a csapadék a kalcium-alginat
gyongybe zarasra tovabbi kezelés nélkiil is alkalmas volt.

A B-gliikozidaz feliileti rétegre torténd rogzitésével kapcsolatos eredményeimet a 4.2.2

fejezet tartalmazza.
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3.4.3 A feliileti rétegre rogzitett p-gliikozidaz kalcium-alginat gyongyokbe zarasa
A 3.4.2 fejezetben leirtak szerint kapott csapadék 1 ml vizzel késziilt szuszpenzidjat 50 ml natrium-
alginat oldathoz (3 %) csepegtettem keverés kdzben szobahémérsékleten (eld6zoleg a natrium-alginat
oldodasat 0,5 ml etanol nedvesitészer hozzdadasaval és melegitéssel tettem teljessé). A szuszpenziot
1 % vizes kalcium-klorid oldatba (250 ml) csepegtettem keverés kozben, majd az elegyet tovabbi
30 percig kevertettem. A gyongyokrdl az oldatot dekantdltam, majd a gyongyoket kétszer 250 ml
vizzel somentesre mostam.

A feliileti réteghez kotott B-glikkozidaz gélbezarasaval kapcsolatos eredményeimet a 4.2.3

fejezet tartalmazza.

3.4.4 Az Akrilex C-100 tipusi hordozéra rogzitett o- és p-gliikoziddz aktivitaisanak
meghatarozasa, illetve azonnali és inkubalasi inaktivalodasanak vizsgalata a reverz
hidrolizis koriilményei kozott

A 3 mg liofilizalt rogzitett gliikozidaz enzimet megduzzasztottam. Egyszerti aktivitasmérések esetén
a fenti enzimmennyiséget olyan 500 pl 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH=5,1) kevertem fel, amely
10 mM gliik6z szubsztrat stabilizaloszert tartalmazott. Az inkubdldsi inaktivalodasi méréseknél a
puffert olyan, megfeleld vizmennyiséget (5, 10, illetve 15 %) tartalmazo és megfeleld Osszetételil
szerves oldoszer helyettesitette, amely 10 mM gliikozt tartalmazott és sziikség esetén inkubaciot
(1-6 nap) is alkalmaztam. A feldolgozas soran a reakcidelegy térfogatat 0,1 M natrium-acetat
pufferrel (pH=5,1) héaromszorosara higitottam. A duzzasztott, rogzitett enzimet zsugoritott
iivegszlron két izben vizzel mostam €s a mosott, rogzitett enzim aktivitasat hataroztam meg ngy,
hogy 1000 upl 0,1 M natrium-acetat pufferben (pH=5,1) felszuszpendaltam, majd 400 ul 0,5 M
cellobidz szubsztrattal a 3.2.4.1. fejezetben részletezett moédon megmértem.

A rogzitett a- és B-glikkoziddz azonnali inaktivalodasara vonatkozo eredményeimet a 4.2.4
fejezet, inkubalasi inaktivalodasara vonatkozo eredményeimet pedig a 4.4.1 fejezet tartalmazza, a

reverz hidrolitikus folyamatok vizsgalataval a 4.4.3 és 4.4.4 fejezet foglalkozik.
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3.5 Az o- és B-gliikkozidaz, valamint a pektin-metil-észteraz élelmiszeripari alkalmazasanak

modellezési kisérletei

3.5.1 A rogzitett p-gliikkozidaz készitmények tesztelése a borok aromaprofiljanak
modositasara

3.5.1.1 A borok kezelése rogzitett f-gliikozidaz készitményekkel

A vizsgalt borok:

= Zold veltelini, sziirkebarat és olaszrizling tipusu sz6lobdl, a budafoki Promotor Boraszati
Szakkozépiskola Tangazdasdgaban késziilt, 11,5 % alkoholtartalmu bor (rovidités: ZSO bor).

= 1999 évjarata Balaton Boglari Muskotaly Cuvée, 15 % alkoholtartalmu fehér édes mindségi bor,
amely Irsai Olivér, Csabagyongye, Ottonel Muskotaly ¢és Sarga Muskotaly sz6lok
felhasznalasaval késziilt (rovidités: BB bor).

A bort literenként 200 pmol min™ aktivitassal rendelkezé rogzitett p-gliikozidaz készitményekkel

razattam (100 min™) 16 Oran at, szobahSmérsékleten (22-25 °C). A két vizsgalt készitmény, az

Akrilex C-100 tipusti hordozoéra rogzitett (3.4.1 fejezet), illetve a feliileti réteghez kotott, majd

kalcium-alginat gyongyokbe zart B-glikozidaz (3.4.3 fejezet) volt. A bort a megfeleldé rogzitett

B-gliikozidaz készitményrdl dekantaltam. Az Akrilex C-100 hordozd esetében a felkavarodas miatt

ez a miivelet némi anyagveszteséggel jart.

3.5.1.2 Az aromaanyagok extrakcioja a rogzitett [-glitkozidaz készitményekkel kezelt borokbol

A dekantalt, kezelt bormintékat (400 ml) dietil-éter (300 ml) és pentan (150 ml) elegyével 8 ora
hosszat folyamatosan extrahaltam tivegbdl késziilt, konnyli-fazist, folyadék-folyadék extraktorral. A
szerves oldoszeres fazist elkiilonitettem, vizmentes natrium-szulfaton szaritottam és vakuumban
beparoltam. A leparolt maradékot kozvetleniil a gdzkromatografias analizis el6tt dietil-éter és pentan
2:1 aranyu elegyében oldottam (20 ml) és 10 percig ultrahanggal kezeltem. Kontrollként azonos
mennyiségli és azonos modon extrahalt, de B-glikozidaz készitményekkel nem kezelt bort

alkalmaztam.

3.5.1.3  Gdzkromatogrdfias bor aroma komponens analizis

A gazkromatografias mérésekhez nitrogént volt a vivégazként (linearis sebességgel cm sec™).

Programozott fiitést alkamaztam az oszlopokban 4°C min" sebességgel 40°C kiindulasi
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hémérsékletrol 220°C véghdmérséklet eléréséig. Langionizacidos FID detektort hasznaltam. A
kromatogrammok feldolgozasa EMMI 2000 elektromos értékeld rendszerrel tortént. A beinjektalt
minta mennyisége 1 pl volt, splitless technikaval dolgoztam. Az injektor homérséklete 200°C;
60 sec szelep késéssel.

A kiilonb6zé borok aromaanyag tartalmdnak gazkromatografids meghatdrozéasara

vonatkozo6 eredményeimet a 4.3.1 fejezet tartalmazza.

3.5.2 Pektin-metil-észteraz élelmiszeripari alkalmazasanak modellezése

3.5.2.1 A szeletelt sargarépa PME tartalmanak hoinaktivalasa

A szeletelt sargarépat (20 g/ minta) kis LPDE milanyag tasakokba (Ziplock bags, Németorszag)
csomagoltam vakuumkamras csomagoloberendezés segitségével, majd egy masodik zacskoba tettem
¢s ismét lezartam. A mintdkkal 66-74°C homérsékleti tartomanyban kiilonb6zd inkubécios idejl
kezeléseket végeztem homérsékletszabalyozoval ellatott vizfiirdokben. Ezutdn a mintdkat jég-
vizflirdoben taroltam az extrahalasig, amelyet a 3.3.2.1 A) fejezetben leirtak szerint végeztem.

A szeletelt sargarépa PME tartalmanak hdkezelésére vonatkozd eredményeimet a 4.3.2.2

fejezet tartalmazza.

3.5.2.2 A szeletelt sargarépaban lévo PME inaktivalasa nagynyomassal

A szeletelt sargarépat (3,6 g/ minta) flexibilis mikrotubusokba (Biozyme, EK) zartam. A
mikrotubusokat a hémérsékleti szabalyozoval (-20°C-t6l 100°C hoéfokig) ellatott, nagynyomasu
(1000 Mpa nyomasértékig) kezelésre alkalmas, tobbedényes késziilékbe helyeztem. Kiilonbozd
inkubacios idejii kezeléseket végeztem 700 MPa ¢s 800 MPa kozotti nyomasérték tartomanyban
40°C homérsékleten. A kiilsé hiités ellenére fellépd adiabatikus melegedés elkeriilése érdekében
nyomast csak 100 MPa min™' sebességgel noveltem [NGUYEN et al., 2002a]. A kivant nyomasérték
beallitasa utdn két perc kiegyenlitédési id6t hagytam, hogy a homérséklet is megfeleld értéken
legyen. A két perces kiegyenlitddési id6 utan mért enzimaktivitast tekintettem 100 szazaléknak, csak
az ezutan eltelt 1d6t szdmitottam kezelési idonek. Ezutan a kezelt mintakat jég-vizfiirddben taroltam
az extrahélasig. A mintdk PME aktivitdsanak mérését a 3.3.2.3 fejezetben leirtak szerint végeztem.
A szeletelt sargarépa PME nagynyomdsu inaktivalasara vonatkozd eredményeimet a

4.3.2.4 fejezet tartalmazza.
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3.5.3 Hokezelési kisérletek egyes novényi eredetii élelmiszeripari alapanyagokban
Az hokezelési kisérleteket darabolt és folpack folidba csomagolt sargarépaval, illetve brokkolival és
karfiollal végeztem meghatarozott hdfokokon (a sargarépa esetében 68-76°C, illetve a brokkoli és a
karfiol esetében 92-98°C), meghatarozott ideig. A mintakat hideg vizzel lehtitéttem, majd 30 percig
szobahdmérsékleten tartottam. A sargarépa esetében az enzimaktivtdsi vizsgéalatokat azonnal
végeztem, a brokkolit és a karfiolt az el6f6zés gyakorlatdnak megfelelden, gyorsfagyasztott tarolas
(-22°C) utan hetente vizsgaltam.

Az egyes novényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok hokezelési kisérletei a 4.3.3

fejezetben talalhatok.

3.6 A feliletaktiv o0-gliikozidok szintézise o- és p-gliikozidazok Kkatalizalta reverz

hidrolitikus folyamatokkal

3.6.1 Kozos reakcioelegy a nativ, illetve az Akrilex C-100 hordozdora rogzitett a- vagy
B-gliikkozidaz inkubalasi inaktivalodasanak és az o-gliikozidok Kisléptékii reverz
hidrolitikus szintézisének vizsgalatara

3.6.1.1 Kozos reakcioelegy a nativ o- vagy [-glitkozidaz inkubalasi inaktivalodasanak és az

O-gliikozidok kisléptékii reverz hidrolitikus szintézisének vizsgdlatdra

A reakcioelegy (0,5 ml) megfeleld vizmennyiséget (5, 10, illetve 15 %) tartalmazé és megfeleld
Osszetételll szerves olddszer volt, amely 10 mM gliikkdzt és 1 mg nativ a-, vagy B-gliikozidazt
tartalmazott. A reakcoelegyet 0-6 napig, szobahémérsékleten razattam (200 min™). Minden
Osszetétel esetében annyi reakcidelegyet tettem fel, hogy lehetéségem legyen az igény szerint
naponta-kétnaponta kelld szdmu reakcidelegy feldolgozasara. A feldolgozashoz a reakcioelegy
térfogatat 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH=5,1) haromszorosdra higitottam. Az oldoszer
elegyeddképességétdl fliggden egy- vagy kétfazisu elegyeknek, mind az o- vagy B-gliikozidaz
aktivitasat (3.2.4.1 fejezet), mind glilkdztartalmat (3.2.2.2 fejezet) megmértem.

A nativ a- vagy B-gliikoziddz inkubalasi inaktivalodasanak és az o0-gliikozidok kisléptékii

reverz hidrolitikus szintézisének vizsgalatanak eredményeivel a 4.4 fejezet foglalkozik.
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3.6.1.2 Kozos reakcicelegy az Akrilex C-100 hordozora rogzitett o- vagy [-gliikoziddz inkubdlasi

inaktivalodasanak és az oO-gliikozidok kisléeptékii  reverz  hidrolitikus szintézisenek

vizsgalatara

A reakcidelegy (0,5 ml) megfelelé vizmennyiséget (5, 10, illetve 15 %) tartalmazo és megfeleld
Osszetételll szerves oldoszer volt, amely 10 mM gliikozt és 3 mg Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett
a- vagy B-gliikozidazt tartalmazott. A reakcot 0-6 napig, szobahémérsékleten razattam (200 min™).
Minden Osszetétel esetében annyi parhuzamos reakcidelegyet tettem fel, hogy lehetdségem legyen
az igény szerint naponta-kétnaponta kellé szdmu reakcidelegy feldolgozasara. A feldolgozashoz a
reakcioelegy térfogatat 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH=5,1) hdromszorosara higitottam. Ezutan
a rogzitett enzimet zsugoritott livegszilirén két izben vizzel mostam, €s a mosott, rdgzitett enzim
aktivitdsat hataroztam meg t0gy, hogy 1000 upl 0,1 M natrium-acetat pufferben (pH=5,1)
felszuszpendaltam, majd 400 ul 0,5 M cellobidéz szubsztrattal a 3.2.4.1. fejezetben leirt mdédon
megmértem. Az olddszer elegyeddképességétdl fiiggden egy- vagy kétfazisu elegyeknek, mind az
o- vagy p-glikozidaz aktivitdsat (3.2.4.1 fejezet), mind glikkoztartalmat (3.2.2.2 fejezet)
megmeértem.

Az Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett o- vagy B-gliikozidaz inkubalasi inaktivalodasanak
¢s az o-glikozidok kisléptékii reverz hidrolitikus szintézisének eredményeivel a 4.4 fejezet

foglalkozik.

3.6.1.3 Az o-helyettesitett- F-D-gliikopiranozidok preparativ léptékii szintézise reverz hidrolizissel

A) Beparlasos-vastagkromatogrdfias modszer
A reakcioelegyeket (5 ml), amelyek Akrilex C-100 hordozoéra rdgzitett B-glikozidazt (30 mg),
gliikézt (0,18 g, 1 mmol) és hidroxil-vegyiiletet (20 mmol) tartalmaztak 10 % viztartalma DAE
higitdszeres oldatban, hat napig szobahdmérsékleten rdzattam. A rogzitett enzimet zsugoritott
livegsziirdn kisziirtem, majd harom izben vizzel mostam. Az egyesitett szlirletet vakuumban
beparoltam, majd a leparolt maradékbol a tiszta oO-helyettesitett-B-D-gliikopiranozidokat
vastagrétegkromatografiaval (Kieselgel PF,s4), kiilonb6zd aranyokban dsszekevert kloroform — etil-
acetat — metanol eluald elegyekkel nyertem ki. A kisziirt enzim aktivitdsat az inkubalési

inaktivalddas kiszamitasanak igénye miatt mértem.
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B) Extrakcios-vastagkromatogrdfidas modszer
A reakcidelegyeket, amelyek Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett B-gliikozidazt (30 mg), gliikozt
(0,36 g, 2 mmol) és hidroxil-vegyiiletet (5 mmol) tartalmaztak 10 % viztartalmi DAE vagy TRA
higitészeres oldatban (45 mmol), hat napig szobahdmérsékleten razattam. A rogzitett enzimet
zsugoritott livegsziirén kisziirtem, majd harom izben vizzel mostam. A higitoszer eltavolitasara az
egyesitett sziirletet harom Iépésben kloroformmal extrahaltam. A vizes fazist vakuumban
leparoltam, majd a leparolt maradékbol a tiszta oO-helyettesitett-B-D-gliikkopiranozidot
vastagrétegkromatografiaval (Kieselgel PF,s4), kiilonb6z6 aranyokban dsszekevert kloroform — etil-
acetdit — metanol eluald elegyekkel nyertem ki. A kisziirt enzim aktivitdsat az inkubalési

inaktivalodas kiszamitasanak igénye miatt mértem.

3.6.1.4 A preparativ léptekii reverz hidrolizissel eldallitott 0-gliikozidok szerkezetazonositasa

A preparativ 1éptékii reverz hidrolizissel eldallitott o0-gliikozidok szerkezetazonositasa és optikai
tisztasdganak ellendrzése az irodalomnak megfeleléen a DMSO-ds oldatban készitett 'H-NMR
spektrum (belsé standard TMS) alapjan allapitottam meg [DE BELDER et al., 1966].

A preparativ 1éptékii reverz hidrolizissel eldallitott oO-gliikozidokkal kapcsolatos

eredményeimet a 4.4.4. fejezet tartalmazza.
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELES

4.1 A nativ o- és B-gliikozidaz, valamint a pektin-metil-észteraz vizsgalata

A disszertacio komplex célkitlizései kovetkeztében a kivalasztott hidrolazokat tobbféle szempontbol
vizsgaltam. A nativ, azaz a kereskedelmi forgalomban kaphato, liofilezett por formaji o- és
B-gliikkozidaz stabilitasat az o-glikozidok szintézise szempontjabdl vizsgaltam. A sargarépa
¢lelmiszeripari alapanyag vizsgalata soran a nativ, azaz a sargarépabol izolalt és tisztitott pektin-
metil-észteraz stabilitasi vizsgalatai elengedhetetlenek voltak a kitlizott feladatok elvégzésének
sikeressége szempontjabol. Ugyanakkor a ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok tarolasi
vizsgélatai sordn a novényi kivonatok a- és -gliikozidaz, valamint pektin-metil-észteraz aktivitasat

is tanulmanyoztam.

4.1.1 A reakcidelegyek gliikozkoncentraciojanak, illetve o-gliikozid tartalmanak
meghatarozasa

Nem volt lehetdségem arra, hogy a fotometrids szempontbdl elényds pNPG (4-nitro-fenil-a-, illetve
-p-gliikopiranozid) szubsztratot alkalmazzak a gliikozidazok aktivitasdnak mérésére. Nemcsak a
reakcioelegyek analiziséhez volt sziikségem gliik6z koncentraciomérésre, hanem az enzimaktivités
meghatdrozasahoz is. Ez igen nagyszamu mérést igényelt, tehat nemcsak gyors és pontos, hanem
gazdasagos gliikkdztartalom meghatarozasara is sziikségem volt. Ebbdl a szempontbol két lehetséges
modszer allt rendelkezésemre, a redukald cukor tartalmat meghatdroz6 dinitro-szalicilsavas
(DINISA) modszer [HOSTETTELER et al., 1951] és a célzottan gliikdoz koncentraciét méro,
hexokinazt és gliik6z-6-foszfat-dehidrogenazt alkalmazo enzimes analizis [BEUTLER et al., 1974].
Kezdeti, a reakcidelegyek gliilkdztartalmara vonatkoz6 vizsgalataimat DINISA modszerrel
végeztem. Ennek érdekében az irodalmihoz képest egyszeriisitettem az eljarast, tobb, az eredeti
receptben [HOSTETTELER et al., 1951] szerepld adalékanyagot (pl. fenol) az analizald képesség
csokkenése nélkiil elhagyhatonak talaltam. Azonban hamarosan bebizonyosodott, hogy a DINISA
moddszer az igényeimnek nem felel meg, mert nem elég érzékeny és gyors. Ezen kiviil a
B-gliikozidaz esetében a modszer teljesen hasznélhatatlannak bizonyult, mivel ebben a rendszerben a

szubsztrat cellobidz molaris abszorpcios koefficiense pontosan kétszerese volt a termék gliikkozénak.
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A hexokinazt ¢és gliikoz-6-foszfat-dehidrogenazt alkalmaz6 enzimes analizis mind
érzékenység, mind gyorsasag szempontjabol megfelelének bizonyult, de a szlikséges mennyiségii
analizis elvégzéséhez a kereskedelemben (Boehringer, Sigma, stb.) beszerezhetd kittek
megfizethetetleniil draganak bizonyultak. Az irodalomi adatok alapjan [BEUTLER et al., 1974], de
sajat valtoztatasokkal egyéni analizdldo oldatot fejlesztettem ki, amelyben a reakciokozeg
kémhatasanak (pH=7,6) alland6sagat szokatlanul tomény (1 M) trietanol-amin pufferrel értem el. Az
analizalé enzimkeverék koltségét Uigy csokkentettem, hogy egy kevésbé draga, a Sigma altal
forgalmazott, hexokinazt és gliik6z-6-foszfat dehidrogendzt tartalmazd enzimkeveréket hasznaltam,
amelyet az igénynek megfelelden hexokindzzal egészitettem ki. Az oldatok tartositoszerek
alkalmazasa nélkiil is honapokig eltarthatok voltak. Ezekkel a modositasokkal a gliilkdzanalizis
koltségét mintegy negyedére csokkentettem.

A vizsgalt reakcioelegyek o-gliikozid tartalmara két uton kovetkeztethettem. Az indirekt
modszer szerint elegendd volt az elegyek gliilkdztartalmat megmérni. Ugyanis a reakcidelegyek
gliikoztartalmanak csokkenésébdl aranylag pontosan lehetett kovetkeztetni az oO-gliikozidok
képzddésére. A reakcioelegyek oO-gliikkozid koncentracidjanak direkt meghatdrozasat a
vékonyrétegkromatografia fejlesztett valtozatdval a nagynyomasu vékonyrétegkromatografia
(HPTLC) segitségével végeztem az irodalom szerint [KLAUS et al., 1989]. A vékonyréteg kémiailag
modositott, aminocsoportokat tartalamzo6 szilikagél (Merck), az elualészer acetonitril €és viz 7:3
aranyu elegye volt. A vékonyrétegeken jol megkiilonboztethetd helyen jelentkezett a gliikoz
(R=0,05) ¢és a megfeleld o-glikozid (R=0,40). Mennyiségiikre denzitométer segitségével
kovetkeztettem. A késObbi, nagyobb pontossagot igényld vizsgalatokndl az enzimes analitikai és
HPTLC moddszereket parhuzamosan alkalmaztam. Csak azokat az eredményeket tartottam
elfogadhatonak, amelyek harom parhuzamos kisérletben a kisérleti hiban beliil (£ 5 % relativ

eltérés) megegyeztek.

4.1.2 A nativ a- és B-gliikozidaz vizsgalata
Az o0-gliikkozidok szintézise szempontjabdl tehat elsdsorban a kereskedelemben kaphato nativ a- és
B-gliikozidazt, a ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok vizsgélata szempontjabol pedig a
novényi kivonatok gliikozidaz aktivitasat tanulményoztam.

A kereskedelemben kaphato, élesztobdl izolalt a- és manduldbdl izolalt B-glikozidazt

preparativ célra alkalmaztam. Minden esetben kozvetleniil a liofilizalt nativ enzimet jutattam a
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reakcidelegybe. De ezen kiviil szdmos novényi eredetli élelmiszeripari alapanyagban vizsgaltam az
endogén a-, illetve B-gliikozidaz aktivitast egy a Tanszéken folyd kutatdshoz kapcsolodva (Novényi
eredetii élelmiszeripari alapanyagok taroldasanak vizsgalata biokémiai modszerekkel, témavezetd
Dr. Kosary Judit). Ezekben az esetekben azonban nem végeztem izolalast, hanem csak ndévényi
kivonatokkal dolgoztam. A vizsgalatokhoz 100 mg ml” toménységii kivonatokat készitettem, a
citoplazma gliikozidazainak kinyeréséhez a kvarchomokkal torténd eldorzsolés elegendd volt.

A gliikozidazok aktivitdsanak meghatdrozasahoz az vizzel készitett oldat is megfeleld lett
volna, de a tarolt ndvényi eredetii €lelmiszeripari alapanyagok biokémiai vizsgalatdhoz egységes
izolalo szert kivantunk alkalmazni. Mivel a lipoxigendz izoenzimek aktivitdismérésére az irodalom
szerint [SONG et al., 1990] az olyan 50 mM TRISZ-acetat puffer (pH=8,2) a legalkalmasabb, amely
szacharozra nézve 0,38 M és kalcium-kloridra nézve 0,02 M toménységli, minden enzim igy a
B-gliikozidaz vizsgalatahoz is az ezzel a kivonoszerrel késziilt kivonatokat hasznaltuk.

Novényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok taroldsanak biokémiai vizsgalataval

kapcsolatos eredményeimet 4.3.3 fejezet tartalmazza.

4.1.2.1 A nativ gliikozidazok stabilitasanak vizsgadlata

Az irodalomban ismert, hogy az a-gliikkozidaz, kiillondsen a B-gliikozidaz megfelelden tomény vizes
oldatban napokig megdrzi aktivitasat [LARNER, 1960]. Mivel a gliikoziddzokat reverz hidrolitikus
folyamatokban kivantam felhaszndlni, a nativ a- és B-gliikozidaz stabilitasat kiilonb6z6é szerves
oldoszerekben, 5, 10, illetve 15 % viztartalom mellett, 10 mM gliik6z szubsztrat, mint stabilizalo
jelenlétében, hat napig, szobahdmérsékleten vizsgaltam.

A gliikozidazok, igy a nativ gliikozidazok stabilitasi vizsgalatai soran tulajdonképpen az
enzimek inaktivalodasat mértem. A szerves olddszerek jelenlétében az inaktivalédasnak két
kiilonb6z6 megjelenési forméja van. Az egyik tipust a szerves oldoszer jelenléte okozza, ez azt
jelenti, hogy az enzim a szerves olddszer hatasara azonnal részben inaktivalodhat. Ebben az esetben
a mért enzimaktivitast (maradékaktivitas, %) a vizes kozegben mért aktivitasra, mint szaz szazalékra
kell vonatkoztatni. Ezt az inaktivalodast a tovabbiakban azomnali inaktivdaloddsnak nevezem. A
masodik inaktivalddasi tipus a szerves oldoszert tartalmazd reakcidelegyben torténd inkubalés
kovetkezménye. Ebben az esetben a mért enzimaktivitast (maradékaktivitas, %) a szerves oldoszert
tartalmazoé reakcioelegyben azonnal mért aktivitasra, mint szaz szazalékra kell vonatkoztatni. Ezt az

inaktvialodast a tovabbiakban inkubalasi inaktivalodasnak nevezem.

69

Alkalmazott Kémia Tanszék



Balogh Teréz

A higitészerként tesztelni kivant szerves oldoszereket a reverz hidrolizis szempontjait €s
az irodalmi elézményeket figyelembe véve valasztottam ki. Az o- és [B-glikoziddz azonnali
inaktivalodasat kiilonbozo, 5-15 % viztartalma, vizzel elegyedd és nem elegyedd aprotikus szerves
oldoszerben vizsgéltam — a reverz hidrolizis koriilményeit modellezendéen — 10 % hexanol, mint
gliikoz akceptor jelenlétében. Azt taladltam, hogy az a-gliikozidaz az altalam alkalmazott vizsgalati
kortiilmények kozott mindegyik vizsgalt szerves olddszerben azonnal elvesztette az aktivitasat.

Ugyanilyen koriilmények kozott viszont nemcsak a dimetil-formamid, a dioxan, a hexan
¢s az etil-acetat esetében tapasztaltam a [(-gliikoziddz azonnali és teljes inaktivalodasat, hanem
azokban az oldoszerekben (aceton és acetonitril) is jelentds volt az azonnali aktivitisvesztés,
amelyek esetében VIC és munkatarsai [VIC et al, 1997] csak kis mértékii dezaktivalodast észleltek.
Ennek okat abban latom, hogy az idézett szerzOk lényegesen magasabb (kb 30 %) alkohol
jelenlétében dolgoztak, illetve az sem kizarhatd, hogy némileg eltérd, bar a kézleményben nem
jelzett reakciokoriilményeket hasznaltak.

Lényegesen kedvezObb azonnali inaktivalodasi értékeket tapasztaltam azonban két, olyan
¢szter esetében, amelyeket nemcsak a reverz hidrolitikus reakcidkban nem hasznaltdk eddig, hanem
a preparativ szerves kémidban sem alkalmaztak dket olddszerként. Ezt a két észtert, az 1,2-diacetoxi
etant (etilénglikol-diacetat, DAE) és a triacetint (glicerol-triacetat, TRA) tobbek kozott elterjedten
alkalmazzak az allattenyésztésben, a takarmanyozasnal, mint nem toxikus, antifungalis anyagot
[MERCK INDEX, 1989]. Kettdjik koziil eloszor a DAE oldoszerrel foglalkoztam — eredetileg egy
irodalomban eddig még nem ismert alkoxi-etanol preparativ szintézisének kiinduldsi anyagaul
szantam. A szerves oldoszerek tesztelése sordn ez az oldoszer is vizsgalatra keriilt, igy dertiltek ki
elényds tulajdonsagai.

A hasonl6 tulajdonsdgokkal rendelkezd triacetint azonban mar elvi meggondolasok
alapjan vizsgaltam. Ugyanis minden észter alkalmazéasakor felmeriilhet a hidrolizis veszélye és a
DAE hidrolizisekor a rendkiviil mérgezd (sejtméreg) etan-1,2-diol ismertebb nevén az etilén-glikol
keletkezhet, amely fagyalloként kozismert, valamint sajndlatos modon elterjedten hasznaljak
borhamisitasra is. A TRA hidrolizise soran azonban a glicerol keletkezik, amely nem mérgezo6. Itt
kell megjegyeznem, hogy mind a két oldoszer igen olcso Fluka vegyszer.

Részletesen vizsgaltam a DAE és a TRA olddszerek hatasat a B-gliikozidaz azonnali

inaktivalodasara. Ezeket az értékeket a leggyakrabban tesztelt alkoholokra a higitdszerként
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alkalmazott DAE és TRA olddszerek jelenlétében a 3.-6. tablazatban foglaltam 0ssze. A tOmorség

kedvéért a reakcioelegyek viztartalmara (5, 10 és 15 %) vonatkozé konkrét értékeket atlagoltam.

3. tablazat. A nativ B-gliikozidaz azonnali inaktivalodasi értékei (maradékaktivitas %) Kiillonb6z6 DAE tartalmu
(viztartalom 5-15 %) reakcidelegyekben (100 % a vizes oldatban mért aktivitas).

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 35+4 24+3 20+4
n-pentanol 30+4 2043 18+3
n-hexanol 42+3 2843 2443
ciklohexanol 4045 2743 22+4
2-butoxi-etanol 2743 2843 2743
2-metoxi-etanol 30+3 28+3 24+3
2-fenoxi-etanol 2043 2043 1743

4. tablazat. A nativ B-gliikozidaz azonnali inaktivalodasi értékei (maradékaktivitas %) kiillonb6z6é TRA tartalmu
(viztartalom 5-15 %) reakciéelegyekben (100 % a vizes oldatban mért aktivitas).

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 35+4 24+4 2244
n-pentanol 30+4 21+4 20+4
n-hexanol 42+3 30+5 27+5
ciklohexanol 4045 30+5 26+5
2-butoxi-etanol 22+4 2615 2345

5. tablazat. A nativ a-gliikoziddz azonnali inaktivalodasi értékei (maradékaktivitas %) kiilonb6z6 DAE tartalmi
(viztartalom 5-15 %) reakcidelegyekben (100 % a vizes oldatban mért aktivitas).

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 28+4 12+3 10+4
n-pentanol 24+4 1043 8+3
n-hexanol 3343 1443 1043
ciklohexanol 32+5 1343 10+4
2-butoxi-etanol 2243 15+3 1343
2-metoxi-etanol 24+3 12+3 1143
2-fenoxi-etanol 1643 1143 1043
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6. tablazat. A nativ a-gliikozidaz azonnali inaktivalodasi értékei (maradékaktivitas %) Kkiilonb6zé TRA tartalmu
(viztartalom 5-15 %) reakciéelegyekben (100 % a vizes oldatban mért aktivitas).

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 28+4 14+3 12+4
n-pentanol 2444 11£3 10+3
n-hexanol 33+3 1443 1243
ciklohexanol 32+5 14+3 13+4
2-butoxi-etanol 2243 1613 1343

Mar az azonnali inaktivalodasi értékek alapjan feltételezheté volt, hogy a nativ
a-gliikozidaz esetében nem érdemes higitdszert alkalmazni az alkoholok részbeni kivaltasara. Mivel
kutatasom ezen részének célja elsésorban éppen a higitészerek bevezetése volt a reverz hidrolitikus
reakciokkal kapcsolatban, ezért a nativ a-gliikozidaz inaktivalddasi folyamataival a tovabbiakban
nem foglalkoztam.

A rogzitett gliikozidazokkal kapcsolatos inkubacids inaktivalédasi vizsgalatokkal,
valamint a végzett reverz hidrolitikus reakcidkkal (benne a két higitészer a DAE és a TRA

alkalmazaséaval) kapcsolatos eredményekkel a 4.2.4, illetve a 4.4 fejezet foglalkozik.

4.1.3 A nativ pektin-metil-észteraz vizsgalata

Mivel a sargarépa PME vizsgélataval belgiumi 6sztondijas kutatasom soran kezdtem foglalkozni,
ezért értelemszertien azokat a modszereket vettem at, illetve modositottam, amelyeket a Leuveni
Katolikus Egyetem, Elelmiszermikrobiologia és Elelmiszertechnologia Tanszékén alkalmaztak
[NGUYEN et al., 2002b]. Amikor azonban az Alkalmazott Kémia Tanszéken bekapcsolodtam a
ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok (zoldségek és gylimdlcsok) biokémiai vizsgalataba és
novényi kivonatokban vizsgaltam a PME aktivitasvaltozasat egy, specialisan a gytimolcsokre (sz610)
kidolgozott kivonatkészitési eljarast [BARNAVON et al., 2001] adaptaltam, amelyet késébb az

igényeimnek megfelelden jelentésen modositottam, elsdésorban roviditettem (3.3.2.4 fejezet).

4.1.3.1 A nativ sargarépa pektin-metil-észteraz enzimkinetikai allandoi

A kiilonb6z6 novényekbdl a PME izolalasa soran (3.3.2.1 és 3.3.2.4 fejezetek) azért kell minden

esetben aranylag nagy ionerdsségli kivonoszert alkalmazni, mert a PME ionosan is erésen kotodik a

sejtfalhoz. Ezért kivonoszer céljara onmagukban még a kiilonbozé polietilén-glikol szarmazékok

(PEG, Triton X-100, stb.) sem voltak elegenddek, a kivon6 elegyeknek natrium-kloridra nézve
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legalabb 1M toménységlinek kellett lenniiik. A sargarépa PME izoldlasanak ¢és tisztitasanak 1épései
egyébként az altalanos enzimizolalasi gyakorlatot kdvették.

A nativ (gélelektroforézissel igazolt tisztasagll) sargarépa PME enzimkinetikai allandoit a
Lineweaver-Burk 0sszefliggés alapjan hatdroztam meg, NGUYEN és munkatarsai gyakorlatanak
megfelelden [NGUYEN et al., 2002a] a pektin szubsztritra (mg) és az enzim oldatra (ml)
vonatkoztatva. Sajat méréseim szerint a nativ sargarépa PME K, értéke 0,04 mg ml”' [BALOGH et
al., 2004b], az irodalmi adatok szerinti K, érték 0,197 mg ml™! [NGUYEN et al., 2002a], az irodalmi
és a sajat Vi érték 0,15 ml min™' [NGUYEN et al., 2002a] és 0,077 ml min"' [BALOGH et al., 2004b]
volt. Véleményem szerint a kiillonbséget nem feltétleniil a kiilonb6zo sargarépafajtakbol torténd

izolalas okozhatta.

4.1.3.2 A nativ sargarépa pektin-metil-észteraz enzimkinetikai adatainak elemzési modszere

A leuveni kutatdcsoportban a nativ sargarépa PME oldatanak (3.3.2.1 B fejezet) enzimkinetikai
viselkedését széleskorlien vizsgaltdk. Az elsddleges kisérletek azonban csak az enyhén savasnal
(pH=6,5) bazikusabb kozegekre vonatkoztak [NGUYEN et al., 2002b]. Feladatom annak
tanulméanyozésa volt, hogyan viselkedik a nativ sargarépa PME oldat savasabb kozegben. Ezért a
nativ sargarépa PME enzimet a tisztitasi eljaras utan (3.3.2.1 B fejezet) kiilonbozé kémhatasu
(pH=4,5; 5,5 ¢és 6,0) 0,1 M citrat pufferekben oldottam ¢s ezeket az oldatokat tettem ki ho-, illetve
nyomaskezelésnek. A vizsgalataim ¢és értékelésiik soran elsOsorban a sargarépabol késziilt
¢lelmiszeripari készitmények szempontjait vettem figyelembe.

A nativ sargarépa PME oldat hdinaktivalodasi és a nagynyomas hatdsara bekovetkezo
aktivitasvaltozasi kinetikajat matematikai modellel kivantam jellemezni. Mivel a merkaptoetanolos
kezelés nélkiili SDS-page egyetlen fehérjemolekuléra utalt, feltételeztem, hogy mindkét esetben az
inaktivalodasi kinetika elsérendil lesz. A kinetika elsérendliségére utalhat Guggenheim abrazolés
[KELETI, 1985], amely az A4/4, hanyados (az adott idépontban és a kiinduldskor mért aktivitas
hanyadosa) logaritmusanak az id6 fliggvényében torténd abrazolasa (1a, illetve 1b egyenlet). Ez az
Osszefiiggés csak az elsérendli kinetikaji reakciok esetében linearis. Ezt az Osszefiiggést
alkalmaztam az o- és P-gliikoziddz inkubélasi inaktivalodasanak kinetikai elemzésére is (4.4.2
fejezet).

A leuveni munkacsoport gyakorlata az volt, hogy az elsérendi kinetikat kovetd reakciokat

az enzimkinetikaban elterjedten alkalmazott k& sebességi alland6 [KELETI, 1985] helyett az
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¢lelmiszer-technoldgiai szokésoknak megfelelden EAGERMAN & ROUSE moédszerét hasznaljak és a
kinetikat D- (tizedelddési idO) és z-értékekkel (tizedelddési idd logaritmusanak homérséklet vagy
nyomas egységre esO valtozasa) jellemzzék [EAGERMAN & ROUSE, 1976]. A D-értékeket a
maradékaktivitasi értékek és a kezelési id6 féllogaritmikus Osszefiiggésének lejtésébol szamitottam
ki az (1b) egyenlet alapjan, ahol 4, a kezdeti enzim aktivitas (100 %), mig 4 a maradékaktivitas (%)
¢t idében és a 0,4343 szorzd a természetes alapu és tizesalapu logaritmus kozotti atszamolasbol
szarmazik. A tizedelddési id6 (a percekben mért id6, amely alatt az eredetileg mért enzimaktivitds a
tizedrészére csokken) tehat a sebességi konstans reciprok értékével hozhatd kapcsolatba. Ez az

Osszefliggés izoterm €s izoterm-izobar koriilmények kozott érvényes:

In(4/A4g) = -t/D (1a)

log(A/4g) = -0,4343 /D (1b)

A zrértékek a logD — 1d6 Osszefiiggés negativ meredekségébdl szamithatok ki:

Zr = (Tg-T])/(lOgD]-IOng) (2)

A zp értékek a logD — nyomas Osszefiiggés negativ reciprokabol kaphatok meg:

Zp = (Pg-P;)/(logDI-long) (3)

4.1.3.3 A nativ sargarépa pektin-metil-észterdz héinaktivaloddsa

A nativ sargarépa PME hdéinaktivalodasi kisérleteit atmoszférikus nyomason végeztem. A NGUYEN
¢s munkatarsai altal izolalt nativ sdrgarépa PME enyhén savasnal bazikusabb (pH=6,5-8,5) oldatban
a 40-60°C homérsékleti tartomanyban mért inaktivalodasa nem kovetett elsérendii kinetikat
[NGUYEN et al., 2002a]. Az altalam izolalt nativ sargarépa PME savasabb koriilmények kozott
(pH=4,5-6,0) az 50-60°C homérsékleti tartomanyban mért inaktivalodasa azonban elsérendii
kinetikat mutatott, mivel az In 4/4, értékek valtozasa a kezelési 1d6 fiiggvényében minden esetben
linedris volt. Ennek illusztralasdra a pH 5,5 kémbhatasra vonatkoz6 féllogaritmikus inaktivalodasi

kinetikakat mutatom be (4. abra).
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4. abra. A nativ sargarépa PME héinaktivalasa pH=5,5 értéken
(#) 50°C, (H) 52°C, (A) 54°C, (=) 56°C, (H) 58°C és (®) 60°C hémérsékelteken.

Az éaltalam izolalt nativ sargarépa PME pH=4,5-6,0 értékeken, az 50-60°C homérsékleti
tartomanyban mért inaktivalodasi kinetikdinak alapjan szémitott tizedelddési idok (D-értékek)
(7. tablazat) az altalanos gyakorlatnak megfelel6en azt mutattak, hogy a magasabb hdmérsékleteken
az inaktivalodas gyorsabban végbement. A D-értékekre nemcsak az alkalmazott homérsékletek,
hanem az enzimoldatok kémhatasanak is jelentds volt a befolyasa.

Az alacsonyabb homeérsékleteken (50-54°C) a tizedelddési 1dOk, tehat a nativ sargarépa
PME stabilitdsa jelentdsen kiilonbozott az alkalmazott pH értékeknél, a pH=4,5 értéknél mért
tizedelddési 1d6 a pH 6,0 értéken mértnek mintegy tizede volt csak. A magasabb hdmérsékleti
tartomanyban (56-60°C) mért D-értékek a pH=5,5 ¢s pH=6,0 értékek esetében a hibahataron beliil
(5 %) azonosak voltak. A vizsgalt legsavasabb kozegben (pH=4,5) a PME a vizsgélt magasabb
homeérsékleti értékeknél (58-60°C) az enzim gyakorlatilag azonnal inaktivalodott. A nativ sargarépa
PME kiilonbozd paraméterek kozott vizsgalt hdinaktivalodasi kinetikaibol szamolt z-értékek kozel
azonosak voltak.

A nativ sargarépa PME hdinaktivalddasi kinetikaja alapjan feltételezhetd, hogy csak olyan

savas kémhatdsnal (pH=4,5) kovetkezik be gyors inaktivalédas aranylag alacsony homérsékleten
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(50°C), amely az iparilag el6allitott sargarépalére vonatkoztatva mar a megszokottol eltérd izt
eredményezhet. Hasonlo kovetkeztetésre lehetett jutni a tizedelddési id6 valtozasai alapjan. Mig
50°C hémérsékleten a pH=6,0 és 4,5 kémhatasok D-értéke kozott egy nagysagrend a kiilonbség, a
pH=5,5 kémhatasnal mért D-érték a pH=6,0 kémhatasnal mért értéknek 65 szazaléka.

7. tablazat. A nativ sargarépa PME hdéinaktivalasanak Kinetikai paraméterei atmoszférikus nyomason
(a standard hiba feltiintetésével).

D, min
Hoémérséklet, °C pH=4,5 pH=5,5 pH=6,0
50 30,44 +1,6 185,29 + 0,89 284,49 + 8,19
52 16,41 £ 1,57 92,86 +1,42 122,65 + 5,07
54 9,51 +0,43 40,79 £ 0,83 47,66 + 2,56
56 3,49 +£0,20 23,22 +1,51 24,09 £ 0,22
58 - 9,22 +0,25 10,08 +£ 0,14
60 - 4,03 +0,22 3,59 +0,22
zt, °C 6,54 + 0,66 6,05+0,18 5,37 £ 0,15

4.1.34 A  nativ___sargarépa _ pektin-metil-észteraz  nagynvomas _ hatasara _ bekovetkezo

inaktivalodasanak kinetikaja

A nyomaskdzlés alatt az adiabatikus felmelegedés az enzim szerkezetét tonkreteheti. Ezt
elkeriilendd NGUYEN ¢és munkatarsai a bazikusabb kozegli sargarépa PME oldatok nagynyomast
kezelését 10°C bels6é homérsékleten végezték el [NGUYEN et al., 2002a]. Ezért az elézetes kisérletek
soran sajat, savasabb kémhatasti sargarépa PME oldataim kezelését ezen a bels6 hdmérsékleten
végeztem. Eredményeimet nehezen tudtam 6sszehasonlitani NGUYEN és munkatérsai eredményével,
mert 6k alacsonyabb nyomason és hosszabb kezelési idokkel dolgoztak és a kinetika rendiiségére
vonatkozolag nem végeztek szamitdsokat [NGUYEN et al., 2002a]. Bar a tizedelodési értékek a kozeg
kémhatasatol meglehetosen fliggtek (ebben az esetben is a legsavasabb kémhatasu pH=4,5 oldat
inaktivalddott a leggyorsabban) (8. tablazat), az enzim inaktivaldéddsa még sem volt olyan mértékdi,
hogy meg ne kiséreljem a vizsgalatokat 25°C héfokon is. Erre a hdmérsékletre irodalmi adatot nem

talaltam.
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8. tablazat. A nativ sargarépa PME nagynyomasu inaktivilasanak kinetikai paraméterei 10 és 25°C
homérsékleten (a standard hiba feltiintetésével).

Hoémérséklet, Nyomas, D, min
°C MPa pH=4,5 pH=5,5 pH=6,0
650 130,23 + 4,01 - -
10 700 59,98 + 3,65 102,18 +2,17 187,97 £ 9,55
750 17,25 + 2,52 64,24 + 2,50 55,65 + 1,96
800 - 19,46 + 1,66 30,72 + 0,51
zp, MPa 113,91 + 15,32 138,85 + 35,30 127,11 + 25,24
650 72,65 + 1,37 - -
25 700 39,49 + 1,96 87,13 + 4,61 161,37 + 4,90
750 11,51 + 0,39 33,49 + 1,36 64,78 + 3,40
800 - 14,81 £ 0,22 24,19 + 1,60
zp, MPa 124,97 + 24,40 129,94 + 5,94 121,33 + 2,67

Az eldzetes kisérletek soran az altalam izolalt nativ sargarépa PME kiilonb6zé kémhatasu
(pH=4,5-6,0) oldatait 650-800 MPa nyomastartomanyban a szobahdmérsékletnek megfeleld belséd
homérsékleten (25°C) homérsékleti tartomanyban mért inaktivalodasa (8. tablazat) is elsérendi
kinetikdt mutatott. Ennek illusztrdldsara is az pH=5,5 kémhatdsra vonatkoz6 féllogaritmikus

inaktivalddasi kinetikakat mutatom be (5. abra).

0 50 100 150 200 250
Inkubacidsidé, min

5. abra. A nativ sargarépa PME (pH=5,5) nagynyomasu inaktivalasa
10°C hémérsékleten, (¢) 700 MPa, () 750 MPa, (A) 800 MPa,
25°C hémérsékleten, (#) 700 MPa, (H) 750 MPa és (A) 800 MPa nyomas értéken.
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A tizedelddési id6 logaritmusanak nyomasfiiggése 10°C homérsékleten linearis volt,
25°C homérsékleten a linearitas elvetéséhez vagy igazolasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Ennek illusztralasara is a pH=5,5 kémhatasra vonatkoz6 abrdt mutatom be (6. abra). A nativ
sargarépa PME oldatanak nagynyomasu kezelése soran az aranylag alacsony nyomadstartomanyban
(650-700 MPa) csak olyan savas kémhatasnal (pH=4,5) kovetkezett be gyors inaktivalodas, amely
az iparilag eléallitott sargarépalére vonatkoztatva mar a megszokottol eltérd izt eredményezhet. A
magasabb nyomadstartomdnyban megallapithatd volt, hogy a nativ sargarépa PME oldatanak

inaktivalodasa inkabb az alkalmazott nyomas nagysagatol, mint a kozeg kémhatéasatol fiigg.

2,2
2 .
1,8 - *
S 1,6
g
1,4 -
*
1,2 -
1 T T T
650 700 750 800
Nyomas, MPa

6. abra. A nativ sargarépa PME (pH=5,5) nagynyomasu inaktivalasa
D-értékeinek nyomasfiiggése (¢) 10°C és (M) 25°C homérsékleteken.

A nativ sargarépa PME hdinaktivaloddsara és nagynyomas hatasara bekovetkezd

aktivitascsokkenésére vonatkozd eredményeimet kozleményben foglaltam Ossze [BALOGH et al,
2004b].
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4.2 Az a- és B-gliikozidaz rogzitése

Az a- és B-gliikozidazokat olyan hordozdkhoz rogzitettem, amelyeket a célkitlizések szempontjabol

elénydsnek talaltam.

4.2.1 Az a- és B-gliikozidaz rogzitése Akrilex C-100 hordozora

Kiindulasi pontom a Tanszéken szerzett korabbi tapasztalatok alapjan a kdnnyen beszerezhetd
Akrilex C-100 (Reanal) kémiailag modositott, azaz részlegesen hidrolizalt — szabad
karboxilcsoportokat is tartalmaz6 — poliakrilamid hordozé volt, amelyet az irodalomban elséként
alkalmaztak mind az o-, mind a B-glikozidaz rogzitésére és ez egyben az o-glikozidaz elsé
irodalomban leirt rogzitése is volt [KOSARY et al., 1998b,c]. Mind az a-, mind a B-gliikozidaz
Akrilex C-100 hordozora torténd rogzitését optimaltam és megvizsgaltam, hogy a rogzitett enzimek
megfelelnek-e céljaimnak. Az alkalmazott puffer mennyiségét csokkentettem, a kevertetést
8 oraval hosszabb ideig végeztem ¢és a karbodiimid — enzim ardanyt a karbodiimid javara
lecsokkentettem. Az optimalas soran sikeriilt a rogzitett B-gliikkozidaz aktivitasat az irodalomban
leirt [KOSARY et al., 1998b,c] 73 umol min™ g xerogél értékrsl mintegy kétszeresére, 153 pmol
min” g xerogél értékre névelnem, a hozamot pedig 13 szazalékrol 27 szazalékra javitanom.

Az optimalas soran a rogzitett a-gliikkozidaz aktivitasat és hozamat is sikeriilt javitanom:
az aktivitast az irodalom [KOSARY et al., 1998b,c] szerinti 1 pmol min" g xerogél értékrél 3 pmol
min" g xerogél értékre, a hozamot pedig 3 szazalékrol 4 szazalékra noveltem. Az o-glitkozidaz
Akrilex C-100 hordozéra torténd rogzitése azonban erdfeszitéseim ellenére sem valt olyan

jelentdssé, hogy arra preparativ szintetikus modszert alapozni lehessen.

4.2.2 A B-gliikkozidaz rogzitése feliileti rétegre

Az osztrak magyar tudomanyos egyiittmiikodés keretében tiz év Ota van kooperacié a Tanszék
(Dr. Kosary Judit) és a bécsi Agraregyetem (Universitdt fiir Bodenkultur) Ultraszerkezetkutatd
Kozpontja kozott. A korabbi egyiittmikodés sordn tobb, a szénhidrat anyagcserében szerepet jatszo
enzim rogzitését megkisérelték mind csak fehérjét tartalmazo, a Bacillus stearothermophilus PV 72
torzsbdl izolalt, mind a glikoproteinekbdl felépiilé Clostridium thermosulfuricum L 111-69 torzsbol
izolalt feliileti rétegekhez. Ezeket a kisérleteket a feliileti réteg glutaraldehides térhdlositasa utan

kovalens rogzitéssel (karbodiimides mddszer) hajtottak végre. Megallapitottak, hogy a glikoproteint
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tartalmazo feliileti réteg jelenlétében az enzimek nagy része kotddés nélkiil is jelentOsen veszit
aktivitasabol. A csak fehérjébdl felépiild feliileti rétegre a kovetkezd enzimeket rogzitették:
hexokindz (élesztdbdl), aldolaz (nytl vazizombol) és ATP fiiggd foszfofruktokindz (nyul
vazizombol), de a rogzités hozama mindegyik esetben 1 % alatt maradt. Sajnos ezeket az
eredményeket nem kozolték.

Mivel az enzimek feliileti rétegre torténd rogzitésére eddig még adatot nem talaltam,
ugyanakkor a feliileti reteget, mint hordozot az irodalmi attekintésben ismertetett elénydk (2.4.1.2
fejezet) miatt mar elvi okokbol is érdekesnek taldltam, rogzitési kisérleteket terveztem — a korabbi
tapasztalatokra val6 tekintettel a Bacillus stearothermophilus PV72 torzsbol izolalt, csak fehérjébol
felépiil6 feliileti rétegre. A karbodiimides régzitési modszer kudarca miatt egy 1j, szokatlanul
egyszerlinek tlind enzim rogzitési eljarast dolgoztam ki a feliileti rétegre.

A feliileti réteg nem megfeleléen szilard szerkezeti tulajdonsidgai miatt mar eddig is
altalanos gyakorlat volt az alkalmazas el6tti glutdraldehides térhalositas. Ezt a térhaldsitast
koimmobilizalassal kotottem Gsssze: a feliileti réteg és a rogziteni kivant enzim keverékét kombinalt
keresztkotésekkel kapcsoltam Ossze glutaraldehid segitségével. Az ) mddszert eldszor a kordbban
karbodiimides mddszerrel sikerteleniil rogziteni probalt enzimeken teszteltem. Probalkozésaim az
alabbi eredménnyel jartak:

e Hexokindz (¢élesztd); a rogzités hozama 9,6 %, a rogzitett enzim aktivitasa 1 g szaraz feliileti
rétegre szamolva 54 pmol min™.

e Aldolaz (nyul); a rogzités hozama 7,4 %, a rogzitett enzim aktivitdsa 1 g szaraz feliileti rétegre
szamolva 11 pmol min™.

o ATP-fiiggd foszfofruktokinaz; a rogzités hozama 2,4 %, a rogzitett enzim aktivitdsa 1 g szaraz
feliileti rétegre szamolva 59 umol min™.

A B-glikozidazt az elébbieknél jobb hozammal (12,5 %) tudtam a feliileti réteghez kotni,
a rogzitett enzim aktivitasa 1 g szaraz feliileti rétegre szamolva 82 umol min™' volt. Bar ez a hozam
ahhoz alacsony, hogy egy nagyobb léptékii eldallitds alapja legyen, de az eljaras tobb okbol is
fontosnak latszik. Egyrészt beigazolddott az a feltevésem, hogy a feliileti réteg €s egy enzimfehérje,
kiilonosen a B-glikozidaz kozott glutdraldehiddel sikeresen lehet kovalens kapcsolatot teremteni.
Ezen kiviil ez az eljaras tekinthetd az eddigi legsikeresebb feliileti rétegre torténd enzimrogitésnek.

A feliileti réteghez rogzitett 3-gliikozidaz barmelyik vizsgalt szerves olddszerben azonnal

elvesztette aktivitasat, igy reverz hidrolitikus folyamatokban alkalmazni nem lehetett, egy masik
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kutatasi célkitlizésemhez, a borok aromaprofiljanak modositdsara azonban felhasznalhatonak
latszott. Az 0j rogzitett enzimkészitmény onmagaban azonban tobb okbol nem volt alkalmazhato
borészati célokra. Ugyanis egyrészt a feliileti réteghez rogzitett B-glilkozidaz (akar a feliileti réteg
onmagaban) még térhaldsitott fomaban is egy rendkiviil finom eloszlasa, csak centrifugaldssal
lilepithetd anyag. Valamint az enzimkészitmény hasznédlata — lévén a feliileti réteg maga is
fehérjébol all — nem kivanatos modon idegen fehérjét juttatna a borba. Ezért a feliileti réteghez
rogzitett B-gliikozidazt a szokdsos moddon kélcium-alginat gyongydkbe zartam. A feliileti réteg

gélbezarasa eddig még nem volt ismert.

4.2.3 A feliileti réteghez kotott B-gliikozidaz kalcium-alginat gyongyokbe zarasa
A feliileti réteghez kotott B-glilkoziddz kalcium-alginat gyongyokbe zarasat 37 szazalék hozammal
hajtottam végre. Az enzimkészitmény aktivitasa 1 g kalcium-alginat gélre szamolva 1 umol min™
volt. Ez a megoldas a borok kezelése szempontjabdl szdmos eldnnyel jart. A feliileti réteghez valo
rogzités meggatolta, hogy az enzim a gél aranylag nagy porusain kidiffundaljon, igy a B-gliikozidaz
a bort szennyezze. Ezen kiviil a gélbezaras a feliileti réteg fehérjetartalmat is tavol tartotta. Rdadasul
a kalcium-alginat gyongyokrol a bort egyszertien dekantélni lehetett.

A készitmény alkalmazasat a borok aromaanyag tartalménak novelésére a 4.3.1.4

fejezetben ismertetem.

4.2.4 Az Akrilex C-100 hordozora rogzitett a- és B-gliikkozidaz aktivitasanak meghatarozasa,
illetve azonnali inaktivalodasanak vizsgalata

Az Akrilex C-100 rendkiviili duzzadoképességét [KOSARY et al., 1994] figyelembe véve, az erre a
hordozora rogzitett gliikkozidazokkal kapcsolatban egy olyan modellrendszert alakitottam ki,
amelyben az aktivitdismérést és a stabilitdsvizsgalatot azonos koriilmények kozott tudtam vizsgalni.
A liofilizalt, rogzitett glilkozidazokat ennek megfelelden eldszor vizben duzzasztottam. A
stabilitdsmérés soran ugyanis a kezelt, rogzitett enzimek kisziirése és vizes mosasa kovetkeztében a
glilkozidazok ugyancsak duzzasztott formaban keriiltek vizsgalatra.

Mivel az Akrilex hordozora régzitett B-gliikozidaznak a reverz hidrolitikus folyamatokban
foszerepet szantam, ezért enzimkinetikai tulajdonsagait részletesebben megvizsgaltam. Ugy
talaltam, hogy a 3.2.3.1 fejezetben ismertetett koriilmények kozott a rogzitett enzim kinetikai

allandoi az alabbiak voltak: V. 233 umol min”, Ky 0,1 M. ezeket a paramétereket tudomanyos
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kozleményben publikaltam [BALOGH et al., 2004a]. A rogzitett a-gliikkozidaz rendkiviil gyenge
rogzitési eredményei és nem tul kedvezd stabilitdsa miatt vele enzimkinetikai méréseket nem
végeztem.

Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett o- és [-glikoziddz azonnali inaktivalddasat
kiilonb6zd, 5-15 % viztartalmu, vizzel elegyedd és nem elegyedd aprotikus szerves oldoszerben
vizsgaltam — a reverz hidrolizis koriilményeit modellezendden 10 % hexanol, mint gliik6z akceptor
jelenlétében. A nativ enzimekkel végzett inaktivalédasi eredmények alapjan nem tartom
megleponek, hogy a rogzitett glilkoziddzok azonnali inaktivalodasa jelentés mértékii volt a legtobb
vizsgalt szerves oldoszerben, ettdl csak a DAE ¢és a TRA higitészerek esetében és csak a
B-glikozidaznal taldltam eltérést. A tovabbiakban a rogzitett o- és [-glikozidaz azonnali
inaktivalodasat mar csak olyan 5-15 % vizet és 10 mM gliikoz stabilizaloszert tartalmazo
reakcidelegyekben vizsgaltam, amelyek a mar korabban tesztelt alkoholokon kiviil 0, 50, 90 %
DAE, illetve TRA higitdszert tartalmaztak.

A két Akrilex C-100 hordozohoz kotott glikkozidaz viselkedésében a higitészerek
jelenlétében jelentds kiillonbség mutatkozott. Mig a rogzitett B-glikozidaz még 90 % DAE
higitoszert tartalmazd reakcioelegyekben is képes volt megérizni eredeti aktivitasdnak kb.
30 szazalékat (9. tablazat), a rogzitett a-gliikozidaz analdg koriilmények kozott eredeti aktiviasanak
majdnem az egészét (85-90 %) elvesztette (11. tablazat). Hasonl6 eredményeket kaptam a TRA
higitoszer alkalmazasa esetében is (10. és 12. tablazat). A rogzitett glilkoziddzok azonnali
inaktivalodasara vonatkozo értékeket kozleményekben foglaltam Ossze [BALOGH et al.,, 2004a;

BALOGH & KOSARY, 2004].

9. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett [-gliikoziddz azonnali inaktivalédasi értékei
(maradékaktivitas %) kiilonb6z6 DAE tartalmi (viztartalom 5-15 %) reakcidelegyekben (100 % a vizes oldatban
mért aktivitas).

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 5245 25+6 28+4
n-pentanol 42+4 2245 24+3
n-hexanol 6515 30+6 3543
ciklohexanol 717 2817 2843
2-butoxi-etanol 50+3 31+3 30+3
2-metoxi-etanol 3843 2843 2843
2-fenoxi-etanol 27+3 2043 2243
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10. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett [-gliikkoziddz azonnali inaktivalodasi értékei
(maradékaktivitas %) kiilonb6z6 TRA tartalmu (viztartalom 5-15 %) reakciéelegyekben (100 % a vizes oldatban
mért aktivitas).

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 52+5 3613 3243
n-pentanol 4244 4043 3243
n-hexanol 655 45+3 4343
ciklohexanol 7117 40+3 38+3
2-butoxi-etanol 40+3 3543 3443

11. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett o-gliikozidaz azonnali inaktivalédasi értékei
(maradékaktivitas %) kiilonb6z6é DAE tartalmi (viztartalom 5-15 %) reakciéelegyekben (100 % a vizes oldatban
mért aktivitas).

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 32+4 13+4 11+4
n-pentanol 29+4 11+4 10+4
n-hexanol 37+4 15+4 11+4
ciklohexanol 36+4 14+4 11+4
2-butoxi-etanol 25+4 16+3 13+4
2-metoxi-etanol 2744 1444 11+4
2-fenoxi-etanol 20+4 12+4 10+4

12. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett o-gliikkozidaz azonnali inaktivalédasi értékei
(maradékaktivitas %) kiilonb6zé TRA tartalmu (viztartalom 5-15 %) reakcidelegyekben (100 % a vizes oldatban
mért aktivitas).

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 32+4 15+4 13+4
n-pentanol 29+4 12+4 1244
n-hexanol 37+4 15+4 14+4
ciklohexanol 36+4 14+4 13+4
2-butoxi-etanol 25+4 16+4 13+4

A fenti eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az a-gliikkoziddzzal
kapcsolatos tovabbi vizsgalatoktol eltekintek. Egyrészt az a-gliikkozidaz Akrilex C-100 hordozora
rogzitése rendkiviil gyenge hozammal jart, masrészt mind a nativ, mind a rogzitett enzim azonnali
inaktivalédasa — kiilondsen a DAE és TRA higitdszerek jelenlétében — majdnem teljes (85-90 %
mértéki) volt. Mivel a reverz hidrolitikus folyamatokban nyerhetd 0-alkil-gliikozidok feliiletaktiv
tulajdonsagai csaknem fiiggetlenek az alkilcsoport elhelyezkedésétdl, célszerlibbnek taldltam, hogy

a tovabbiakban csak a -gliitkoziddz reverz hidrolitikus reakcioival foglalkozzam.
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43 Az o- és B-gliikkozidaz, valamint a pektin-metil-észteraz élelmiszeripari

alkalmazhatésaganak modellezése

4.3.1 Raogzitett B-gliikozidaz készitmények tesztelése borok aromaprofiljanak médositasara

A borok aromaprofiljanak modositasara kétféle rogzitett B-gliikkozidaz prepardtumot teszteltem. Az
uj, feliileti rétegre rogzitett B-gliikkoziddz preparatum alkalmazhatosagat borok kezelésével
teszteltem. Mivel a fehérje alapi hordoz6 megemelte volna a borok fehérje tartalmat, ezért a
készitményt alginat gélbe zartam. Hatékonysagat az erre a célra még nem vizsgalt, de mar ismert

Akrilex C-100 hoordozoéra rogzitett készitményhez viszonyitottam.

4.3.1.1 Alkohol tartalom hatasa a -gliikozidaz aktivitasdra

Ahhoz, hogy meg tudjam allapitani a nativ és az altalam készitett két rogzitett B-gliikozidaz
készitmény alkalmassagat az borok aromaprofiljanak modositasara, eldszér modelleznem kellett a
borokban elvégzendd kisérletek koriilményeit. Ennek megfeleléen megvizsgaltam a két készitmény
azonnali és inkubalasi inaktivalédasat 5-15 v/v % alkoholtartalmu vizes elegyekben.

Az 5 % és 10 % alkoholtartalmt vizes elegyekben a vizsgalt nativ és a rogzitett
B-gliikozidaz preparatumok a vizes kozegben mért aktivitasahoz képest azonnali inaktivalodast
gyakorlatilag nem tapasztaltam. A 15% alkoholtartalmu elegyekben az azonnali inaktivalodas
mértéke némileg nétt. A vizes kdzegben mért eredeti enzimaktivitdshoz (100 %) képest a nativ
B-gliikozid4z esetében a maradékaktivitas 82 %, a kalcium-alginat gyongyokbe zart feliileti rétegre
rogzitett -gliikozidaz esetében 85 % ¢és az Akrilex C-100 hordozora rogzitett 3-gliikozidaz esetében
pedig 90 % volt.

A 24 o6rds inkubdlasi inaktivalodds esetében a vizes kozegben mért eredeti
enzimaktivitashoz (100 %) képest a nativ B-glikoziddz esetében a maradékaktivitas 59 %, a
kéalcium-alginat gyongyodkbe zart feliileti rétegre rogzitett B-gliikozidaz esetében 61 % ¢és az Akrilex
C-100 hordozoéra rogzitett B-gliikozidaz esetében pedig 75 % volt. Az eredmények alapjan joggal
remélhettem, hogy a borok 16 o6rads aromaprofil modositasi kisérleteim sordn a vizsgalt rogzitett

B-gliikozid4z készitmények aktivitidsa megfeleld lesz.
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4.3.1.2 Dekantalasi vizsgalatok

Ezen kiviil az el6kisérletek soran arrdl is meg kellett bizonyosodnom, hogy az alkalmazott rogzitett
B-gliikkozidaz készitmények a kezelés utdn nem szennyezik a bort. Mar kordbban utaltam arra, hogy
a kezelés utan a bor dekantalasa soran az Akrilex C-100 hordozé esetében némi felkavarodas volt
tapasztalhat6 (3.5.1.1 fejezet), ezért a fenti feltételnek kizarolag a kalcium-alginat gél gyongyokbe

zart feliileti réteghez kotott B-gliikozidaz preparatum tett maradéktalanul eleget.

4.3.1.3 A borok kivdlasztasa

Nagyon aromas, muskotalyos borokat valasztottam. Kozilik a 1999 évjarata Balaton Boglari
Muskotaly Cuvéet, azaz BB bort azért valasztottam, mert mind Osszetevdi, mind készitési helye
szerint Magyarorszadg egyik legjellegzetesebb muskotdlyos bora. Ismereteim szerint az altalam
vizsgalt évjarat (1999) kordbban aromaprofil modositas céljabol enzimes kezelésben nem részesiilt.
A masik vizsgalt bor, a ZSO bor, a budafoki Promotor Boraszati Szakkozépiskola Tangazdasagaban
késziilt. Feltehetéen azért, mert haromféle tipusti, muskotalyos aromaji sz6l6bol készilt (zold
veltelini, sziirkebarat és olaszrizling) és illata, muskotalyos jellege a BB boréndl is erésebb volt. A
ZSO bort a vizsgalatok megkezdése elott (2003) alig egy honappal készitették, a szokasos
borkezelési folyamatokon kiviil més kezelési eljarasban nem vett részt. Lehetéségem nyilt arra is,
hogy a ZSO bort alkot6 sz6lofajtak pektin-metil-észteraz és B-gliikkozidaz aktivitasat megvizsgaljam.
Ezekrél az eredményekrdl a novényi eredetli €lelmiszeripari alapanyagok biokémiai vizsgalataval

foglalkoz6 fejezetben (4.3.3 fejezet) szdmolok be.

4.3.1.4 A borok kezelése rogzitett F-gliikozidaz készitményekkel

Annak ellenére, hogy kizéarolag a feliileti rétegre rogzitett, majd kéalcium-alginat gyongyokbe zart
B-gliikozidazzal és az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett P-gliikozidazzal végzett kisérleteim
eredményét mutatom be, eldzetes kisérleteket végeztem a nativ B-gliikozidazzal is. A nativ
-gliikozidaz ugyan nem kivanatos mértékben emelte a borok fehérjetartalmat, de arra alkalmas volt,
hogy a borok kezelési paramétereit optiméalhassam (3.5.1.1 fejezet).

A kezeletlen és kezelt borok aromamindségének vizsgalatat gazkromatografias modszerrel
végeztem. Arra ugyan nem volt lehetdségem, hogy teljes aromaprofil vizsgalatokat végezzek, de az
aromaprofil gazdagodasat két jellemzd aromakomponens Kkoncentraciojanak szignifikans

véltozasaval jellemeztem (13. és 14. tablazat). Két kiilonb6zd polaritastt gazkromatografias
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oszlopot alkalmaztam és csak akkor tekintettem a jellemzé aromakomponensek koncentracio
valtozasat szignifikansnak, ha ez mind a két oszlopon megfigyelhetd volt. Az eredmények
megadasakor a komponensek mennyiségi aranyait a gazkromatografids vizsgalatok sordn kapott
gorbe alatti teriiletek ardnyai alapjan szamoltam, mennyiségének ndvekedését a kezeletlen borban

mért mennyiségre (100 %) vonatkoztattam.

13. tablazat. A kezelt borok geraniol tartalmanak valtozasa (%) a rogzitett B-gliikozidaz készitmények hatasara.

Akrilex C-100 hordozoéra Feliileti rétegre rogzitett,
rogzitett B-gliikozidaz kalcium-alginat gyongyokbe
zart B-gliikozidaz

BB bor (100 % 0,10 pg ml-T) 198 192
ZS0 bor (100 % 0,11 ng ml1) 267 348

14. tablazat. A kezelt borok linalool tartalmanak valtozasa (%) a rogzitett p-gliikozidaz készitmények hatasara.

Akrilex C-100 hordozoéra Feliileti rétegre rogzitett,
rogzitett p-gliikozidaz kalcium-alginat gyongyokbe
zart B-glikozidaz

BB bor (100 % 3,20 ug ml?) 378 380
ZS0 bor (100 % 5,41 ng ml1) 236 240

Tehat eldzetes eredményeim szerint mind az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett
B-gliikoziddz, mind pedig a feliileti rétegre rogzitett, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart
B-gliikoziddz alkalmasnak latszik a borok aromaprofiljdnak moddositasara. Ezeknek az igéretes
eredményeknek azonban egyenldre inkabb csak elvi jelentdsége van a készitmények korlatozott
eléallithatosagi lehetoségei és magas eldallitasi koltségei miatt.

A borok aromamodositasaval kapcsolatos eredményeimet kozleményben foglaltam Gssze

[BALOGH et al., 2004c].

4.3.2 A sargarépabol késziilt élelmiszeripari készitmények mindségjavitasa a pektin-metil-
észteraz tartalom csokkentésével

Kordbban csak a nativ sargarépa PME hokezelési és nagynyomds hatasara bekdvetkezd
inaktivalodasanak kinetikdjat vizsgaltdk [NGUYEN et al.,, 2002a], de a sargarépabol késziilt

¢lelmiszeripari készitményeket eddig ebbdl a szempontbdl még nem vizsgaltak. Koziiliik elsének a
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legelterjedtebben alkalmazott sargarépalé és az tujabban divatba jott szeletelt sargarépa PME
tartalméanak kinetikai vizsgalatat valasztottam. A készitmények kezelése soran felhasznaltam azokat
a tapasztalatokat, amelyeket a nativ sargarépa PME inaktivalodasaval kapcsolatban nyertem. A
kétféle készitményt a laboratoriumi koriilmények kozott modelleznem kellett. Ez a szeletelt
sargarépa esetében nem jelentett gondot, de a sargarépalé készitésekor bizonyos nehézségekkel
kellett szembenéznem. A laboratoriumi koriilmények kozott ugyanis nem fordul eld az, hogy a
gylimolcscentrifugaval végrehajtott 1ényerés soran a sargarépalébe az erdsen a sejtfalhoz kotott PME
atjusson, az ipari lényerés sordn ez azonban mindennapos jelenség. A laboratoriumban készitett
sargarépalét ezért a sargarépalével azonos kémhatasu (pH=6,0) nativ sargarépa PME oldattal
egészitettem ki (3.3.2.1 B fejezet) és ezt a keveréket kezeltem.

A szeletelt sargarépaban a ho6- és nagynyomasu kezelés soran végbement PME
aktivitasvaltozasokra a kezelt szeletekbdl késziilt kivonatokban mért PME aktivitds alapjan
kovetkeztettem. A hdéinaktivalodasi kisérletek (3.5.2.1 fejezet) utan a kivonatokat az irodalmi
modszer szerint (3.3.2.1 A fejezet) készitettem, mert a hdkezelésre elegendd mennyiségii (20 g)
mintat tudtam felhaszndlni.

A nagynyomdsu kezelések esetében azonban egy-egy minta minddssze 3,6 g tomegi volt,
ezért célszerlibbnek lattam a kivonasi eljards egyéni egyszerlsitését, amely soran a kivonast
valamivel kevésbé bazikus (pH=8,5 helyett pH=8,0) koriilmények kozott, natrium-kloridra nézve
1 M toménységii 0,2 M TRISZ (pH=8,0) extrahaldé pufferrel végeztem (3.3.2.3 fejezet), és
kozvetleniil a csapadékos elegyek PME aktivitasat mértem (3.3.3.1 fejezet). A kétféle modon nyert
kivonatok PME aktivitds kozott nem volt szignifikans aktivitas kiilonbség, tehat a PME melletti
egyéb, a sargarépaban eléforduld fehérjék az aktivitasmérést nem zavartdk, rdadasul az eljaras igy

jelentés mértékben egyszertisodott €s egy nappal lerovidiilt.

4.3.2.1 Az ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverékben levo pektin-metil-

észterdz hoinaktivalasa

Az ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd elegyben oldott PME hdéinaktivalédasa a
nativ sargarépa pektin-metil-észterazhoz hasonléan elsérendii inaktivalddasi kinetikat mutatott
(15. tablazat) és hasonld értékekkel rendelkezett, mint az azonos kémhatasi (pH=6,0) nativ
sargarépa PME oldat. Feltételezhetd, hogy az ipari koriilmények kdzott nyert sargarépalét modellezd
keverékben 1évé PME valamivel kisebb mértékii inaktivalodasanak hatterében a kivonatban maradt
idegen fehérjék stabilizal6 hatasa is allhat.
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15. tablazat. A nativ sargarépa PME (pH 6,0) és sargarépalében 1évé PME héinaktivalasira jellemzé kinetikai
paraméterei atmoszférikus nyomason (a standard hiba feltiintetésével).

Hoémérséklet, °C Dsirgarépals, min Dativ pmE, min
50 361,27 + 4,18 284,49 + 8,19

52 147,06 £ 2,20 122,65 £ 5,07

54 66,62 + 0,84 47,66 £ 2,56

56 34,75 £ 0,84 24,90 £ 0,22

58 10,27 £ 0,28 10,08 £ 0,14

60 7,32+1,11 3,59 +£0,22

zt, °C 5,73 +0,31 5,37 +0,15

4.3.2.2 A szeletelt sargarépaban lévd pektin-metil-észterdz hdinaktivalasa

A nativ sargarépa pektin-metil-észterdzhoz és az ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét
modellezd elegyben oldott pektin-metil-észterdzhoz hasonldéan a szeletelt sargarépa PME
aktivitasanak hodinaktivalodasa is elsérendii kinetikat mutatott (16. tablazat), de az inaktivalodas
mértéke a szeletelt sargarépaban jelentdsen kisebb volt, az elézdeknél alkalmazott kezelési
koriilmények kozott gyakorlatilag nem tapasztaltam inaktivalodast. A szeletelt sargarépa
hoinaktivalodasi kinetikajanak vizsgalatara ezért magasabb hdmérsékleti tartomanyt (a korabban
alkalmazott 50-60°C helyett 66-74°C) alkalmaztam. Amig az ipari koriilmények kozott nyert
sargarépalét modellezd elegyben oldott pektin-metil-észteraz tizedelddési ideje 7,32 perc, illetve a
nativ pektin-metil-észteraz oldat (pH=6,0) tizedeldédési ideje pedig 3,59 perc volt 60°C
homérsékleten, addig a szeletelt sargarépaban 1évé PME tizedelddési ideje 648,51 perc volt 66°C
hémérsékleten. A szeletelt sargarépaban 1évé PME Iényegesen nagyobb hdstabilitdsdért taldn az

enzim természetes kornyezetének stabilizald hatdsa lehet a felelds.

16. tablazat. A szeletelt sargarépa PME aktivitisinak hdéinaktivalasiara jellemzd Kkinetikai paraméterek
atmoszférikus nyomason (a standard hiba feltiintetésével).

Hoémérséklet, °C D, min

66 648,51 + 49,38
68 192,20 + 18,07
70 64,75 + 2,92
71 50,91 + 4,32
73 18,28 £ 0,76
74 5,24 + 0,40

zt, °C 413 +0,31
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4.3.2.3 Az ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverékben levo pektin-metil-

észterdz nagynyomasu kezelése

Az ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverékben 1évé PME nagynyomastu
inaktivalodasat kizarolag 10°C bels6é homérsékleten végeztem, ugyanis tartottam attél, hogy a 25°C
belsé homérsékleten mar a nativ sargarépa PME esetében is tapasztalt szignifikans inaktivalodasi
hajlam az elegyben 1év0 egyéb fehérjék denaturdlodasaval Osszegzddik. Az ipari koriilmények
kozott nyert sargarépalét modellezd keverékben 1évé PME nagynyomdsu inaktivalédasa az
el6zéekhez hasonldan elsdrendii kinetikdt mutatott ¢és hasonld értékekkel rendelkezett

(17. tablazat).

17. tablazat. A nativ sargarépa PME pH=6,0 és a sargarépalében 1évé PME nagynyomasu inaktivalédasi
kinetikdjara vonatkozé paraméterek dsszehasonlitasa 10°C homérsékleten (a standard hiba feltiintetésével).

Nyomas, MPa Dsérgarépals, min Drativ PME, min
700 171,61 £ 4,04 187,97 £ 9,55
750 77,93 £ 3,60 55,65 £1,96
800 36,18 +1,87 30,72+ 0,51

zp, MPa 147,91 £1,21 127,11 £25,24

Az ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverék PME tartalma a

nagynyomasu kezelés soran gyakorlatilag tigy viselkedett, mint a nativ sargarépa PME oldat.

4.3.2.4 A szeletelt sargarépa pektin-metil-észterdz nagynyomdsu inaktivalasa

Korabban csak a nativ sargarépa PME hodkezelési ¢és nagynyomas hatasdra bekovetkezd
inaktivalodasadnak kinetik4jat vizsgéaltdk [NGUYEN et al.,, 2002a], de a sargarépabdl késziilt
¢lelmiszeripari készitményeket eddig ebbdl a szempontbdl még nem vizsgaltdk. A rendelkezésemre
allo tobbedényes nagynyomdsu berendezés lehetové tette a szeletelt sargarépa PME tartalma
inaktivaloédasi kinetikdjanak vizsgalatat. A nativ sargarépa pektin-metil-észterazhoz és az ipari
koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd elegyben oldott pektin-metil-észterazhoz
hasonldan a szeletelt sargarépa PME tartalmdnak nagynyomasu inaktivalodasa is elsérendl kinetikat
mutatott (18. tablazat). Az inaktivalédas mértéke a szeletelt sargarépaban jelentsen kisebb volt, az
elézoeknél alkalmazott kezelési koriilmények kozott gyakorlatilag nem tapasztaltam inaktivalodast.
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A szeletelt sargarépa nagynyomdsu inaktivalodasi kinetikajanak vizsgalatara ezért — mivel a
nyomadstartomanyt nem akartam megvaltoztatni — magasabb homérsékletet (a korabban alkalmazott
10°C helyett 40°C) alkalmaztam.

A hdinaktivalasi kinetika targyalasakor indokolt okokbdl a szeletelt sargarépa pektin-metil-
¢szteraz tartalmanak nagynyomasu inaktivaldodasa is lényegesen erélyesebb feltételek mellett ment
végbe, mint a nativ sargarépa pektin-metil-észteraz€¢. A nativ sargarépa PME tizedel6dési ideje
10°C bels6é homérsékleten és 750 MPa nyomason mért tizedelddési idejéhez (55,65 perc) képest a
szeletelt sargarépa tizedelddési ideje ugyanezen a nyomason, de 40°C bels¢ homérsékleten kb.

haromszor akkora volt (161,39 perc).

18. tablazat. A szeletelt sargarépa PME tartalmidnak nagynyomasu inaktivalasiara vonatkozé Kkinetikai
paraméterek (a standard hiba feltiintetésével).

Alkalmazott nyomés, MPa D, min
700 391,54 + 28,09
750 161,39 + 15,11
800 75,81 +3,13
zp, MPa 140,25 + 6,44

A kiilonboz6 sargarépa készitmények PME aktivitasanak hokezelési és nagynyomas hatasara
bekovetkezd inaktivalodasi kinetikajat vizsgalatanak tanulményozasa sordn egyenlére nem talaltam
olyan specialis paraméter kombinéciot, amely lehetévé tenné mind a szeletelt sdrgarépaban, mind az
ipari kortilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverékben a PME igazan kiméletes, gyors
¢s hatékony inaktivalasat.

A kiilonbozé sargarépa készitmények PME tartalmanak héinaktivalodasara és nagynyomas
hatasara bekovetkezd aktivitascsOkkenésére vonatkozd eredményeimet kozleményben foglaltam

0ssze [BALOGH et al, 2004b].

4.3.3 Az élelmiszeriparban alkalmazott novényi eredetii alapanyagok sajat o- és
B-gliikozidaz, illetve pektin-metil-észteraz aktivitasanak vizsgalata

Az ¢élelmiszeriparban alkalmazott ndvényi eredetli alapanyagok gazdag, sajat enzimkészletének
vizsgalata szdmos informdacioval szolgalhat, amelyek alapjan nemcsak jelenlegi allapotukra és
eltarthatosagukra lehet kovetkeztetni, hanem mas novényi jellemzokre is. Az Alkalmazott Kémia

Tanszéken folytatott, a ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok taroldsaval kapcsolatos
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kutatasba kapcsolodva kamatoztathattam az o- ¢és [-gliikozidazzal, valamint a pektin-metil-
észterazzal kapcsolatos ismereteimet. Mar a vizsgéalatok elején az éltalanos tapasztalatom az volt,
hogy a friss, valamint tarolt zoldségekben és gylimdlcsokben az invertazban kifejezhetd o-
glikkozidaz aktivitas rendkiviil alacsony €s a kivonatokban ez az aktivitds is nagyon gyorsan eltiinik.
Ezért a tovabbi tesztelések sordn ezzel az enzimmel nem foglalkoztam.

A Tanszéken foly6 kutatds sordn tobbféle enzimet, tobbféle szempontbol és tobbféle céllal
vizsgaltak. Ezek koziil néhany olyan teriiletet mutatok be, amelyekben egyéb enzimeken kiviil az
B-gliikkozidazt és a pektin-metil-észterazt is teszteltiik. E vizsgalatok soran vildgossa valt, hogy
egyes célokra (pl. a =zoldségek el6fozottségének vizsgalata) a vizsgalt ndvényi eredetl
¢lelmiszeripari alapanyagok [-gliikoziddz és a pektin-metil-észterdz aktivitdsanak vizsgéalata
rendkiviil alkalmas. Voltak olyan teriiletek is, ahol ezen enzimek aktivitdsdnak vizsgalata nem adott

1j informaciot a kutatas céljaval kapcsolatban.

4.3.3.1 A kiilonbozo célokra szolgalo névenyi kivonatok készitésének egységesitése

A novényi eredetli ¢lelmiszeripari alapanyagokbdl nem tudtam olyan kivonatot késziteni, amely
valamennyi, a kutatds sordn tesztelt enzim (a fent emlitett a- és B-glilkoziddzon, valamint a pektin-
metil-észterazon kiviil peroxidaz, lipoxigenaz, laktat-dehidrogenéz, a-kimotripszin, lipaz, polifenol-
oxidaz, stb.) aktivitaismérésére alkalmas lett volna. Az a kivondszer, amelyet az a- és B-gliikozidaz
aktivitasmérésére fel tudtam hasznalni, a pektin-metil-€szterazon kiviil valamennyi enzim
vizsgalatara alkalmas volt (3.2.4.3 és 4.1.2 fejezet).

A ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok pektin-metil-észteraz aktivitdsdnak
méréséhez BARNAVON specidlisan sz0l6 PME mérésre kidolgozott kivonatkészitési eljarasat
[BARNAVON et al., 2001] hasznaltam, amelyet késébb az igényeimnek megfeleléen jelentdsen
modositottam, elsdsorban roviditettem (4.1.3 fejezet). Ez a roviditett eljaras igen tdmény (0,5 mM)
¢s erdsen bazikus kémhatasi (pH=8,5) ndvényi kivonatot eredményezett. Ezért a PME
aktivitdisméréshez nem a szokésosan alkalmazott, semlegesre allitott kémhatast almapektin oldatot
hasznaltam (3.3.3.1 fejezet), hanem a pektin oldasakor eredetileg keletkezd erdsen savas oldatot
(pH=3,0), mert csak ennek a segitségével lehetett a PME asktivitdismérés¢hez sziikséges semleges

kémhatast (pH=7,0) beéllitanom.
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4.3.3.2 A hazai primor sargarépa (Daucus carota) vizsgalata

Leuveni kisérleteim honositdsa sordn sziikségesnek lattam a kint haszndlt sargarépa és a
kereskedelmi forgalomban kaphatd hazai sargarépa PME aktivitdsdnak Osszevetését, azonban az
alkalmazott model rendszerek jelentdsen eltértek. A két fajta kiils6 megjelenésében (szin, méret és
héjvastagsag) és PME aktivitasaban is kiilonbozott egymastdl. A Leuvenben vizsgélt sargarépa PME
aktivitdsa 1,38 pmol min” sargarépa g', a vizsgalt hazai sargarépaé pedig 3,88 pmol min™
sargarépa g volt. A hazai sargarépa inaktivalodasi kinetikajat el6f6zési kisérletekben vizsgaltam. A
PME a hokezelt sargarépaban 68°C kezelési hdmérsékleten gyakorlatilag teljesen megdrizte az

aktivitasat, 76°C kezelési hdmérsékletnél viszont mar teljesen inaktivalodott.
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7. abra. A PME inaktivalédasi kinetikdjanak féllogaritmikus osszefiiggése a hokezelt sargarépaban.
(®) A kezelés homérséklete 72°C, (H) A kezelés homérséklete 74°C.

Feltételezheto, hogy a két alkalmazott modell rendszer jelentésen kiilonbozott egymastol.
Az itthoni vizflirdd hétartasa nem volt megfeleld, valamint a hazai sargarépa sokkal keményebb
textaraju volt a belgiumi répandl. Valosziniileg a hdatadasi gondok okoztdk az inaktivalodasi
kinetika, a logaritmikus dsszefiiggés (7. abra) nem teljes linearitasat.
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4.3.3.3 A brokkoli (Brassica oleracea convar. Botrytis provar. Italica) elofozési kiserletei

A Tanszéken mar régota folynak kisérletek olyan enzimek tesztelésére, amelyek az altalanosan
hasznalt peroxiddznal alkalmasabbak az el6fozés eredményességének vizsgalatara. Az elofozott
brokkolit szamos enzimre teszteltiik, tobbek kozott a B-gliikozidazra és a pektin-metil-észterazra. A
brokkolit tobb tulajdonsaga teszi alkalmas tanulmanyozasi modellnek az el6fozés €s az azt kovetd
hiitétarolas tesztelésére. Elsdsorban az, hogy egyes enzimeinek aktivitasa — a tobbi zoldségféléhez
képest — aranylag magas. A friss brokkoli B-gliikozidaz aktivitasa 144 umol min™ brokkoli g”', PME
aktivitasa pedig 11,42 pumol min" brokkoli g volt. Ezenkiviil igen értékes, ugyanakkor még
kevésse vizsgalt zoldségféle, amely a kaposztafélékhez (Brassicaceae) tartozik ¢és Magyarorszagon
csak az elmult néhany évben valt népszertivé.

Ugy taldltam, hogy a brokkoli esetében a vizsgalatba bevont 0ij enzimek kozill mind a
B-gliikoziddz, mind a PME alkalmasnak mutatkozott az el6fozottség jellemzésére. Kozvetleniil a
hokezelés utan a B-glilkoziddz maradékaktivitdsa az alkalmazott hdmérséklettdl fiiggden 20-30%

volt és az enzim aktivitdsa folyamatosan tovabb csokkent a hiittarolas soran (8. abra).

40

Maradékaktivitas, %
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8. abra. A B-gliikozidaz aktivitas alakuldsa az el6f6zott:
(#) 90°C, 6 perc, (W) 95°C, 3 perc, (A) 95°C, 4 perc, (®) 98°C, 2 perc,
majd fagyasztott brokkoliban.
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A PME az elofézés alkalmazott paraméterei hatdsara (2-6 perc, 90-98°C) teljesen
inaktivalodott és aktivitasa a hiitétarolas soran sem regeneralodott, ezért érdemesnek talaltam a
brokkoli PME hdinaktivalodasi kinetikajanak részletes tanulméanyozasat. A hdkezelt brokkoliban a
PME 65°C kezelési hdmérsékleten azonnal elvesztette aktivitdsat, ugyanakkor az 55°C kezelési
hémérsékleten még a 60 perces hékezelés utan is megdrizte teljes aktivitasat. Ugy talaltam, hogy a
brokkoliban a PME inaktivalodési kinetikaja 60 ¢és 62°C kozotti hémérsékleti intervallumban
végrehajtott hokezelésnél tanulményozhatd. A sargarépa PME viselkedéséhez hasonloan a brokkoli

PME inaktivalddasi kinetikaja a logaritmikus Osszefliggése (9. abra) alapjan nem teljesen lineéris.

o o o =
B » (o) - N
! ! ! !

Ig Maradékaktivitas,umol min™ g
o
N

0 T T T T
0 20 40 60 80

Inkubacioés id6, min

9. abra. A PME inaktivalédasi kinetikdjanak féllogaritmikus dsszefiiggése
a hokezelt (¢) 60°C és () 62°C brokkoliban.

Feltételezésem szerint e két enzim aktivitdsanak vizsgalata nemcsak az el6fozés
eredményességének jellemzésére, hanem a hiitétarolds nyomon kovetésére is alkalmas lehet. A
novényi eredetli €lelmiszeripari alapnyagok B-gliikozidaz és a pektin-metil-észterdz tartalmanak az
el6f6zés soran bekdvetkezd valtozasarol konferencia kiadvanyban kozolt publikdcioban szamoltunk

be [BALOGH et al., 2004d].
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4.3.3.4 A karfiol (Brassica cretica) (-gliikoziddz és pektin-metil-észteraz aktivitasa

A karfiol el6fézésének vizsgalatakor is mértem a [-gliikozidaz és a PME aktivitast. A karfiol
B-gliikozidaz aktivitasa 377 pumol min™' karfiol g és PME aktivitdsa 3,93 pmol min™' karfiol g
volt. A karfiol esetében is ugy talaltam, hogy mind a [B-glikoziddaz, mind a PME alkalmas az
elofozottség jellemzésére. Kozvetleniil a hokezelés utan a [-gliikoziddz maradékaktivitdsa az
alkalmazott hdmérséklettdl fliggben 15-27 % volt és az enzim aktivitasa folyamatosan tovabb
csokkent a hutdtarolas soran (10. abra). A karfiol PME a brokkoli¢hoz hasonléan az el6fozés

koriilményei kdzott azonnal inaktivalodott és aktivitasa a hiitétarolas soran sem regeneralodott.

Maradékaktivitas, %
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10. 4bra. A B-gliikozidaz aktivitis alakulidsa az el6f6zott:
(#) 90°C, 6 perc, (W) 95°C, 3 perc, (A) 95°C, 4 perc, (®) 98°C, 2 perc,
majd fagyasztott karfiolban.

4.3.3.5 A mandula (Amygdalus communis) hidroldz enzimkészletének vizsgalata

A Tanszéken foly6 kutatas sordn szamos esetben erdfeszitések voltak annak megallapitasara, hogy
az egyes novények kiilonbozé fajtdi kozott az enzimkészletben, illetve az egyes enzimek
aktivitdsaban van-e kiilonbség. Kideriilt, hogy tobb esetben ez a megkiilonboztetd paraméter a

lipoxigendz izoenzim Osszetétel. Ezt tapasztaltdk a mandula esetében is, ezért tartottam érdemesnek
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a kiilonb6z6 mandulafajtak B-gliikozidaz és pektin-metil-észteraz aktivitdsanak vizsgalatat. E két
hidroldz tesztelésére azért is sziikség volt, hogy megéllapithassam, a mandula és a beldle eldallithato
marcipan tarolasa sordn az oxidativ folyamatokon kiviil hidrolitikus folyamatok is szerepet
jatszanak-e.

A kiilonboz6 édesmandula-fajtdk kozott 1ényeges eltérést nem taldltam, atlagos
B-gliikozidaz aktivitds 59,72 umol min” mandula g” volt. Ez az aktivitis az oxidativ lebomlési
folyamatokat modellezd hdkezelés hatasara (infralampaval eldidézett 50°C hémérsékleten 4 nap
alatt) gyakorlatilag teljesen elveszett. Megallapitottam, hogy az édesmandula-fajtdk atlagos PME
aktivitasa 1,30 pmol min"' mandula g és a kiilonbozé fajtak kozott lényeges eltérést nem talaltam,
ez az aktivitdas hokezelés hatdsara (infralampaval eldidézett 50°C homérsékleten 4 nap alatt)
22 szazalékara csokkent. Ez a két enzim a mandula és a marcipan taroldsa soran nem jatszik

szdmottevo szerepet. A tapasztalatokat publikdciokban foglaltuk 6ssze [KOSARY et al., 2004a,b].

4.3.3.6 A borkeészitesre kivalasztott szolok (Vitis vinifera) [-gliikozidaz és pektin-metil-észteraz

aktivitasa
Mindhdrom sz6l6fajtdban, amelynek keverékébdl késziilt borral (ZSO bor, 3.5.1.1 fejezet)
aromaprofil mddositasi kisérleteket végeztem, megmértem a B-gliikozidaz ¢s a PME aktivitast is.
(19. tablazat). Nemcsak a sz6l0bogyok, hanem a mustkészités sordn visszamarado préselményt és a
mustot is vizsgaltam. A varakozasnak megfeleléen a kiilonb6z6 mustokban a PME aktivités
gyakorlatilag nulla, a B-glitkozidaz aktivitas pedig minimélis (< 2 pmol min™' must g'). Nem kellett

tehat attol félnem, hogy a borban szdmottevd enzimaktivitds marad.

19. tablazat. A Kivalasztott sz6léfajtak pektin-metil-észteraz és B-gliikozidaz aktivitisa, pmol min™ g,

A B-gliikozidaz és a pektin-metil-észteraz aktivitasa, pmol min? g1
Vizsgélt anyag Sziirkebarat Olaszrizling Z06ld Veltelini
B-gliikozidaz PME B-gliikozidaz PME B-gliikozidaz PME
sz616 49,8 0,629 53,00 1,110 85,86 0,847
pép 34,07 0472 41,34 0,742 58,85 0,652
must 1,59 0 1,60 0 0,5 0
96
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4.4 A feliilletaktiv o0-gliikozidok szintézise o- és [-gliikozidazok Kkatalizalta reverz

hidrolitikus folyamatokkal

A gliiko6z alifas alkoholokkal képzett 0-gliikkozidjai a nem ionos, feliiletaktiv anyagok egyik nagyon
fontos csoportjat képezik, amelyek rdadasul nem is toxikusak és biologiailag lebonthatok (2.6.1
fejezet). Mivel koziiliik néhanyat nemcsak a gyogyszeriparban, hanem az élelmiszeriparban is
sikeresen alkalmaznak detergensként, ezért szintézisiik gliikozidazok katalizalta reverz hidrolitikus
folyamatokkal élelmiszeripari jellegiinek is tekinthetd.

A 2.4.1.1 fejezetben ¢és a 4. fejezet elején részletesen targyaltam azokat a kordbbi tanszéki
eredményeket, amelyekre reverz hidrolitikus vizsgélataim megtervezését alapozhattam. Célom e
kutatasok folytatasaként részben az akkori eredmények pontositasa volt, valamint kisérletet tettem uj
reakciokoriilmények bevezetésére, illetve eddig nem ismert oO-gliikozidok eldallitasara. Egyes
reakciokoriilmények kialakitdsanal is figyelembe kellett vennem a korabbi tapasztalatokat [KOSARY
et al., 1998a,b,c]. Ennek megfeleléen az o- és P-gliikozidazok katalizalta reverz hidrolitikus
reakcidkban 5-15 % viztartalmat és 10 mM gliikdz tartalmat alkalmaztam. Mint ezt mar kordbban
emlitettem, ez utdbbi nemcsak szubsztrat, hanem az enzimet stabilizald szer is volt. Ugyancsak a
korabbi eredményekre alapozva a kapcsolasi reakciokat szobahdmérsekleten, hat napig végeztem.

Mivel az inkubdlédsi inaktivalodds mérésé¢hez sziikséges rekciokoriilmények azonosak
voltak a reverz hidrolitikus reakcié koriilményeivel, lehetéségem nyilt arra, hogy a stabilitasi
vizsgalatokat a reverz hidrolizissel egyidejlileg, azonos reakcioelegyben végezzem. Ezeknél a
vizsgalatoknal a reakcidelegyekbdl, amelyek a vizes higitds utdn a szerves oldoszer
elegyedOképességétdl fliggden egy- vagy kétfazisu elegyek voltak, nemcsak a reverz hidrolizis
konverzidjara utald gliikoz analizist végeztem el, hanem a gliikkoziddzok maradékaktivitasat is
meghatdroztam. A vizzel higitott elegyekben szamolni kellett a még nem inaktivalodott
B-gliikozidaz aktivitds hidrolizalé hatasaval, ezért az elegyek vizsgélatadt az oO-gliikozid tartalom
meghatarozasaval és/ vagy a maradék glikéz mennyiségének meghatdrozasaval kellett

haladéktalanul megkezdenem.

4.4.1 Az a- és B-gliikkoziddz inkubalasi inaktivalodasa
A koréabbi tapasztalatok alapjan az Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett P-glikoziddz inkubalasi

inaktivalodasat mar csak olyan 5-15 % vizet és 10 mM gliik6z szubsztratot, egyben stabilizaloszert
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tartalmazo reakcidelegyekben vizsgaltam, amelyek a mar korabban tesztelt alkoholokon kiviil 0, 50
¢s 90 % DAE vagy TRA higitészert tartalmaztak. A fentiek értelmében az inkubalasi
inaktvialédasra vontakozo kisérleteket szobahdmérsékleten, 6 napig végeztem.

Az Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett B-glilkoziddz inkubalasi inaktivalodasara a DAE ¢és
a TRA olddszerek hatasat a leggyakrabban tesztelt alkoholokra a 20. és 21. tablazatban foglaltam
Ossze. Az azonnali inkubéldsi eredmények bemutatasahoz hasonléan a tomorség kedvéért a
reakcidelegyek viztartalmara (5, 10 és 15 %) vonatkoz6 konkrét értékeket atlagoltam és az eltérést
zardjelben adtam meg. A rogzitett B-gliikozidaz inkubalasi inaktivalodasara vonatkozo értékeket
kozleményekben foglaltam 6ssze [BALOGH et al., 2004a; BALOGH & KOSARY, 2004 kozlésre
bekiildve].

20. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozora rogzitett p-gliikkozidaz inkubalasi (szobahémérséklet, 6 nap)
inaktivalodasi értékei (maradékaktivitas %) Kkiilonb6zé DAE tartalmua (viztartalom 5-15 %) reakcidelegyekben
(100 % az inkubacié elején mért aktivitas).

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 42+4 32+6 30+6
n-pentanol 4245 3316 3046
n-hexanol 43+6 3418 31+6
ciklohexanol 41+4 35+7 30+7
2-butoxi-etanol 43+4 40+7 30+7

21. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett P-gliikkoziddz inkubaldsi (szobahémérséklet, 6 nap)
inaktivalodasi értékei (maradékaktivitas %) kiilonb6z6 TRA tartalmu (viztartalom 5-15 %) reakcidelegyekben
(100 % az inkubacié elején mért aktivitas).

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 4244 3517 32+6
n-pentanol 42+5 3517 34+6
n-hexanol 4346 3717 33+6
ciklohexanol 4144 34+7 31+6
2-butoxi-etanol 43+4 41+7 35+6

Felbatorodva a rogzitett B-gliikozidazzal kapcsolatos eredményeimen, a DAE és TRA
higitészereket a nativ [-gliikoziddzzal is kiprobaltam. A preparativ szintézis szempontjabol

legkedvezdbb reakcidkoriilmények (alkohol-szerves oldoszer 1:9, 10 % viztartalom) kozott. A
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modellként szolgald alkoholokat a kapcsoldsi reakciokat figyelembe véve valasztottam ki
(n-hexanol ¢és 2-butoxi-etanol). A nativ B-gliikoziddz nem azonos mértékben inaktivalodott az
inkubacios vizsgalatok soran. Az alkohol-DAE 1:9 reakcioelegyekben az inaktivalodas sokkal
gyorsabb (k ~ 16 10” h™"), a TRA jelenlétében viszont gyakorlatilag azonos mértékii volt, mint a
rogzitett B-glitkozidaz esetében (k = 9,05, illetve 8,50 10~ h') (4.4.2 fejezet) (22. tablazat). Ez volt
az inditék, amiért megprobaltam az o-gliikozidok nativ [B-glikkoziddaz katalizalta preparativ

szintézisét TRA higitoszerben (4.4.3.3 fejezet).

22. tablazat. A nativ B-gliikoziddz inkubdlasi (szobahdmérséklet, 6 nap) inaktivalédasi értékei (maradék
aktivitas %) 10 % vizet tartalmazé, alkohol-higitéoszer (DAE vagy TRA) 1:9 oOsszetételii reverz hidrolitikus
reakcidelegyekben (100 % az inkubacio elején mért aktivitas).

DAE TRA
n-hexanol 10 27
2-butoxi-etanol 27 29

Mind a nativ, mind az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett o-gliikoziddz azonnali
inaktivalodasi értékei rendkiviil kedvezdtlenek voltak, valamint a régzités hozama is alacsony,
mindossze 4 % volt. Ez volt az oka annak, hogy a rogzitett a-gliikozidaz esetében a higitészerek
alkalmazasatol eltekintettem. A kiilonb6z6 alkoholokban is csak azért vizsgaltam meg az inkubalési
inaktivalodast, mert ezt a reverz hidrolitikus folyamatok sordn meg tudtam hatarozni. A

maradékaktivitas értékek a vartnak megfeleléen rendkiviil alacsonyak voltak (23. tablazat).

23. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett a-gliikoziddz inkubaldsi (szobahémérséklet, 6 nap)
inaktivalodasi értékei (maradékaktivitas %) kiillonb6zd, 10 % viztartalmu alkoholokban (100 % az inkubécio
elején mért aktivitas).

Maradékaktivitas (%)
n-butanol 15
n-pentanol 13
n-hexanol 18
ciklohexanol 13
2-butoxi-etanol 15
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4.4.2 Az a- és B-gliikozidaz inkubalasi inaktivalodasanak kinetikai elemzése

A nativ és az Akrilex C-100 hordozora rogzitett a- €s [-gliikozidazok inkubaldsi inaktivalodasi
adatai alapjan kiszamitottam az inaktivalodas sebességi konstansait (k értékek). A k értékek
meghatarozasahoz mind a 4.1.2.1 és 4.2.4 fejezetekben bemutatott azonnali inaktivalédasok (a vizes
oldatban mért aktvitasra vonatkoztatott %), mind a 4.4.1 fejezetben bemutatott hatnapos inkubalas
soran mért inkubalasi inaktivalédasok (az inkubalas kezdetén mért aktivitdsra vonatkoztatott %)
abszolut értékeire (4o, illetve 4) volt sziikségem, a nativ enzim esetében pmol min™' fehérje mg™, a
rogzitett enzim esetében pedig pmol min™' szaraz gél g mértékegységben. A k értékeket (10° h™)
az elméleti enzimkinetikai mérések gyakorlatanak megfeleléen [KELETI, 1985] az inkubacié soran
mért abszolut aktivitasi értékek és az inkubacids 1d6 féllogaritmikus Osszefliggésének lejtésébdl
szamitottam ki a 1g4/4y = -0,4343 kt egyenlet alapjan (a 0,4343 szorz6 a természetes alapu ¢és
tizesalapt logaritmus kozotti atszamolasbol szarmazik). Ugyanezen értékekbdl a felezési id6 ¢, (h)
is kiszdmithato a ¢;,=In2/k egyenlet segitségével. Mivel azonban ezek az értékek tjabb informaciot

nem tartalmaznak, bemutatasuktol eltekintek.

24. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett [B-gliikozidazra vonatkozo inaktivalédasi konstansok
(k 10° h™") 10 % vizet és 0-90 % DAE higitoszert tartalmazé reverz hidrolitikus reakciéelegyekben a
szobahomérsékleten, 6 napig tarté inkubalas folyaman.

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 6,03 7,92 8,36
n-pentanol 6,03 7,92 8,36
n-hexanol 5,89 7,51 8,13
ciklohexanol 6,17 7,30 8,36
2-butoxi-etanol 5,87 6,36 8,36

25. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett B-gliikozidazra vonatkozo inaktivalédasi konstansok
(k 10® h™") 10 % vizet és 0-90 % TRA higitészert tartalmazé reverz hidrolitikus reakciéelegyekben a
szobahémérsékleten, 6 napig tarté inkubalas folyaman.

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 6,03 7,30 7,90
n-pentanol 6,03 7,30 7,51
n-hexanol 5,89 6,91 7,69
ciklohexanol 6,17 7,51 8,10
2-butoxi-etanol 5,87 6,19 7,30
100

Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomdnyi Kar




Néhany hidrolaz, az o- és a p-gliikozidaz, valamint a pektin-metil-észeterdz élelmiszeripari alkalmazhatosaganak vizsgalata

26. tablazat. A nativ P-gliikozidazra vonatkozoé inaktivalodasi konstansok (k 10° h™") 10 % vizet tartalmazo,
alkohol-higitészer (DAE vagy TRA) 1:9 osszetételii reverz hidrolitikus reakcidelegyekben a szobahomérsékleten,
6 napig tart6 inkubalas folyaman.

DAE TRA
n-hexanol 15,98 9,05
2-butoxi-etanol 16,69 8,50

27. tablazat. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett a-gliikoziddzra vonatkozé inaktivalodasi konstansok
(k107 h™") 10 % vizet tartalmazo reverz hidrolitikus alkoholokban a szobahémérsékleten, 6 napig tart6 inkubalas
folyaman.

k103 ht
n-butanol 13,17
n-pentanol 14,18
n-hexanol 11,90
ciklohexanol 14,16
2-butoxi-etanol 13,65

A vizsgalt gliikozidazok inaktivalédasi kinetikdjanak részletes vizsgalatara elsdsorban
gyakorlati okokbol volt sziikkségem. Ugyanis az eredmények elsdsorban az inaktivalodasi reakcio k
reakci6 konstansainak ismeretében tudtam az o-alkil-glikozidok eldallitasat célzo reverz
hidrolitikus folyamatokat optimalni. Az enzimek inaktivaloddsanak enzimkinetikai vizsgalatait csak
a szintetikus reakciokban legelénydsebbnek latszé 10 % viztartalommal végeztem el.

Az eredmények kiértékelése sordn, a k reakcio konstansok alapjan megallapithattam, hogy
a DAE ¢és TRA higitoszerek csak minimalis mértékben ndvelik az inaktivalodasi hajlamot
(24.-27. tablazat). Ez a kedvezd tény jelentette azt a lehetdséget szamomra, hogy a reverz
hidrolitikus folyamatok soran kiilonb6zé okokbol (szilard vagy tilsdgosan draga hidroxil-vegyiilet)
higitészerként nem is alkalmazhaté hidroxil-vegyiiletekkel is probalkozzam az o-gliikkozidok
preparativ eldallitasa céljabol. Szamomra ugyanis ez volt a higitoszerek alkalmazéasanak igazi célja
(4.4.4 fejezet).

Az enzimkinetikai szamitasok és a féllogaritmikus abrazolasok (11.-13. dbra) alapjan
igazolhatd volt eredeti feltételezésem, hogy mind a nativ, mind az Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett
o- és B-glikozidaz inaktivaldodasi kinetikaja elsérendii, tehat az inaktivalodast nem el6zi meg

disszociacio.
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11. abra. Az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett B-gliikozidaz inkubalasi (szobahémérséklet, 6 nap)
inaktivalodasanak féllogaritmikus abrazolasa 10 % vizet tartalmazo, alkohol-higitéoszer (DAE vagy TRA) 1:9
elegyekben. (¢) n-hexanol — DAE, (M) n-hexanol — TRA, (A) 2-butoxi-etanol — DAE, (@) 2-butoxi-etanol — TRA.

S o ©
» Ea N
! ! !

fehérje mg"
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o)
o
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|

-1,2
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12. abra. A nativ B-gliikozid4z inkubalasi (szobahomérséklet, 6 nap) inaktivalédasanak
féllogaritmikus abrazolasa 10 % vizet tartalmazd, alkohol-higitészer (DAE vagy TRA) 1:9 elegyekben,
(#) n-hexanol — DAE, (B) n-hexanol — TRA, (A) 2-butoxi-etanol — DAE, (®) 2-butoxi-etanol — TRA.
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13. abra. Az Akrilex C-100 hordozora rogzitett a-gliikozidaz inkubalasi (szobahémérséklet, 6 nap)
inaktivalodasanak féllogaritmikus abrazolasa 10 % vizet tartalmazo, alkoholokban,
(#) n-butanol, (W) n-pentanol, (A) n-hexanol, (®) ciklohexanol, (=) 2-butoxi-etanol.

4.4.3 Az o-gliikozidok Kkisléptékii reverz hidrolitikus szintézisének optimalasa

A korabbi tanszéki tapasztalatok azt mutattdk, hogy mind a nativ, mind az Akrilex C-100 hordozéra
rogzitett a- és B-gliikozidaz tobbé-kevésbé alkalmas olyan o-alkil-gliikozidok eldallitasara reverz
hidrolizissel, amelyeknek megfelelé alkoholok a reakcidelegyben higitdszerként is szolgalhatnak
[KOoSARY et al, 1998a,b,c]. Ezek az eldzetes kisérletek azonban még a reverz hidrolizisre
alkalmasabbnak tiiné -gliikkozidaz esetében sem latszottak alkalmasnak preparativ szintézisre. Ezen
munka soran nyert tapasztalatok azonban szdmos tdmpontot nyujtottak az o-gliikozidok reverz
hidrolizissel torténd, preparativ 1éptékii szintézisére iranyuld kutatdsomhoz.

Célom eléréséhez eldszor kistételi elokisérleteket végeztem a reakcid komponenseinek és
koriilményeinek megfelelé kialakitasara. Ezt kovette a legalkalmasabbnak talalt eljarasok
optimalasa, majd a tételndvelés. A szintetikus célu kutatds szertedgazd volta, valamint a
parhuzamosan végzendd inkubalasi inaktivalodasi és kinetikai vizsgalatok (4.4.1 és 4.4.2 fejezetek)
igen nagyszamu kisérlet elvégzését tették sziikségessé, ezért az eldkisérletek soran csak a

reakcioelegyek analizisére, els6sorban gliikkoztartalmanak meghatarozasara szoritkoztam. Ugyanis a
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reakcioelegyek gliikdztartalmanak csokkenésébdl aranylag pontosan lehetett kovetkeztetni az
o-alkil-gliikozidok képzddésére. Ezeket a vizsgélatokat elsdsorban a 3.2.2.2 fejezetben ismertetett,
enzimes analizis altalam modositott valtozataval (4.1.1 fejezet) végeztem. KésObb, a reakcid
koriilmények optimalasa, illteve a pontos enzimkinetikai mérések elvégzése sordn az enzimes
analitikai (3.2.2.2 fejezet) és HPTLC modszereket (3.2.3 fejezet) parhuzamosan alkalmaztam. Csak
azokat az eredményeket tartottam elfogadhatonak, amelyek harom parhuzamos kisérletben a

kisérleti hiban beliil (£ 5 % relativ eltérés) megegyeztek.

4.4.3.1 A reakciokoriilmenyek kivalasztasanak szempontjai

A megfeleld reakcioparaméterek megallapitasdhoz optimaltam a mar korabban, a Tanszéken
végrehajtott legsikeresebb kapcsolasi reakciokat (n-butanol, n-pentanol, n-hexanol és ciklohexanol,
mint gliikozilezd dgensek ¢€s higitoszerek, valamint nativ €s Akrilex C-100 hordozora rogzitett a- €s
B-gliikkoziddz) [KOSARY et al.,, 1998a,b,c]. Megallapitottam, hogy a kordbban alkalmazott
reakciokoriilmények koziil a reakcid hdmérséklete (szobahdmérséklet), idétartama (6 nap), illetve az
elegy viztartalma (5-15 %) valoban optimalisnak mondhato. Itt jegyzem meg, hogy az a-gliikkozidaz
esetében mindig, a [-glikozidaz esetében pedig altaldban a 10 % viztartalom bizonyult a
legkedvezdbbnek.

Eltérést tapasztaltam azonban a reakcioelegyek korabban alkalmazott és az optimalisnak
bizonyult gliikdzkoncentracioja kozott. A korabbi kisérletekben a reakcioelegyek gliikdztartalma
aranylag magas (100 mM) volt, ez pedig magaban rejtheti a diszacharid képzés veszélyét [EL-
SAYED & LAszLO, 1994]. Alacsonyabb gliikozkoncentracio (10 mM) alkalmazdsakor az
enzimanalizis alapjan szdmitott hozamok megnéttek, példaul 10 és 15 % viztartalmii hexanolban
6 nap utan a konverzié meghaladta az 50 szazalékot, mig a magasabb gliilkdzkoncentracié esetén a
hozamok korébban 20-25 % kozé estek.

Az alkalmazott enzim mennyiségével kapcsolatban inkébb tapasztalati megfontoldsaim
voltak, mert az enzim miikodését a tényleges enzimaktivitdson kiviil a reakcioelegyek heterogén
jellege is erdsen befolyésolta. Ugyanis altalaban az enzimek, kozottik természetesen az o- és
B-gliikoziddzok is, a szerves oldoszerek tilnyomd tobbségével heterogén rendszert képeznek
nemcsak immobilizalt, hanem nativ formaban is. Ehhez a kedvezétlen tényez6hdz tovabbiak
jarulnak (elsésorban a szubsztrat korlatozott oldékonysaga kovetkeztében), ez okozza a reverz

hidrolitikus reakcioelegyek komplex heterogenitasat.
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Célkitlizéseim kdzott nemcesak higitdoszerek bevezetése és az 0-alkil-gliikozidok preparativ
1éptékii eldallitasa volt, hanem egy 1j, eddig még ismeretlen feliiletaktiv 0-alkil-gliikozid csoport, az
o-alkoxi-alkil-gliikkozidok szintézise is. Ennek érdekében a vizsgalt alkoholok korét két alkoxi-
alkohollal ¢és egy ariloxi-alkohollal bdvitettem (2-metoxi-etanol, 2-butoxi-etanol, illetve
2-fenoxi-etanol).

Az irodalmi Osszefoglalasban (2.6.1.2 fejezet) jeleztem, hogy a reverz hidrolitikus
reakciokban altaldban higitdszerként is a gliikkozilezd agens alkoholt alkalmaztdk. Volt ugyan
né¢hany — nem tal sikeres probalkozas — higitoszerek bevezetésére. A higitdszernek szant szerves
oldoszerek alkalmassagat a nativ és az Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett o- és [B-glikozidaz
azonnali inaktivalodasaval teszteltem (4.1.2.1 és 4.2.4 fejezet). Ezen kisérletek soran is
bebizonyosodott az a kozismert tény, hogy a rogzitett enzimek altalaban kevésbé inaktivalédnak
szerves oldoszerekben, mint a nativ enzimek. A fenti enzimek azonnali inaktivalodasi vizsgalatai
soran jeleztem a kiprobalt szerves oldoszerek legtobbjével kapcsolatos sikertelenségeket.
Higitoszerként a legkiilonbozobb tipust szerves olddszereket probaltam ki — sikerteleniil. Kozottiik
voltak egyarant hidrofil aprotikus oldoszerek (pl. dimetil-formamid), éterek (pl. dioxan), ketonok
(pl. aceton), apolaros olddszerek (pl. hexan), az észterek koziil az etilacetat, valamint egyéb
oldoszerek (pl. acetonitril). A 4.1.2.1 fejezetben ismertettem azokat a koriilményeket, amelyek a két
— késobb sikeresnek bizonyult — észter higitészer, a DAE és a TRA bevezetéséhez vezettek.

A higitészerek kivéalasztasanak kiilonb6zé szempontjai voltak. Ismert, hogy az o- ¢és a
B-gliikozid4z erésebben képesek kotddni a hidrofob, illetve a kevésbé hidrofil szubsztratokhoz, mint
az erdsen hidrofilekhez [MITSUO et al., 1984] és a szerves olddszerek csokkenthetik a szubsztrat és
az enzim kotéhelyén 1évé aminosav oldallancok kozti hidrofob kdlcsonhatds erdsségét [NILSSON,
1986]. Ez volt az oka annak, hogy elsdsorban hidrofob jellegili, legalabbis nem erdsen hidrofil
oldoszereket probaltam ki. Ebbdl a szempontbodl a dimetil-formamid kivételnek szamit, [évén erésen
hidrofil, aprétikus olddszer, amely erds hidrogénkotéseket képez. A dimetil-formamidot azért
probaltam ki, mert az aminoacilazzal kapcsolatban korabban a Tanszéken rendkiviil kedvezdek
voltak a tapasztalatok [KOSARY et al., 1994]. Azonban a dimetil-formamid a gliikozidazok esetében
teljes kudarcnak bizonyult. A higitdszerek kivalasztdsanal szempont volt az elérhetdség és a koltség

1S.
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4.4.3.2 Az Akrilex C-100 hordozora rogzitett [-gliikozidaz katalizalta, kisléeptékii  reverz
hidrolitikus reakciok optimalizalt eredményei

A reverz hidrolitikus folyamatokkal kapcsolatban a higitdszerek bevezetésének vizsgalata sordn a
tesztelés menete némileg eltért a szokasostol. Ugyanis el6szor az azonnali inaktivaloédasi vizsgalatok
sordn legstabilabbnak talalt format Akrilex C-100 hordozdéra rogzitett [-gliikozidazt
tanulmanyoztam részletesen. A kordbban indokoltak szerint (4.4 fejezet) az inkubalasi
inaktivalddast és a reverz hidrolizis soran bekdvetkezd kapcsolasi reakcid hozaméat ugyanabban a
reakcioelegyben vizsgéltam. Ezekben a reakcioelegyekben (0,5 ml) a bevitt enzimaktivitas
0,46 pmol min'l, a glikozkoncentracidé 10 mM volt, a reakciot szobahdémérsékleten, hat napig
folytattam. Az inkubdlodasi kinetikai vizsgalatok miatt és a kapcsoldsi reakciok hozamanak
optimalasa céljabol parhuzamos kisérleteket hajtottam végre a reakcioelegyek naponta-kétnaponta
torténd feldolgozasara.

A nagyszamu eldzetes kisérletek gliikozanalizisre alapozott értékelését az enzimes gliikoz
meghatarozasi modszer alapjan (3.2.2.2 fejezet) végeztem, a 28. és 29. tablazatokban bemutatott
eredményeket azonban mar a HPTLC modszer (3.2.3 fejezet) alkalmazéséaval is igazoltam. Mind
kapcsolasi reakciok hozama (az o0-alkil-gliikkozidokra nézve 40-60 %), mind a rdgzitett enzim
inkubdlési inaktivalodéasi vizsgalatai alapjan Ggy dontdttem, hogy a tételndvelési kisérleteket
kizardlag 10 % viztartalommal rendelkez6 reakcidelegyekben végzem. A minddssze
10 % gliikozilez6 alkoholt tartalmazé reakcidelegyek kedvezd eredményei felbatoritottak arra, hogy
olyan hidroxil-vegyiiletekkel (fenol, 4-nitro-fenol) is probalkozzam, amelyek segitségével
eldallithatd o-gliikkozidokat még soha nem 4allitottak eld reverz hidrolizissel. Ezek a probalkozasok
sikeresek voltak.

Az irodalomban eddig még nem ismert oO-alkoxi-, illetve ariloxi-alkil-gliikkozidok
szintézisét illetden kevésbé voltak kedvezéek az eredmények. Annak ellenére, hogy a tesztelt
alkoholok jelenlétében (2-metoxi-etanol, 2-butoxi-etanol ¢&s 2-fenoxi-etanol) rogzitett enzim
azonnali inaktivalodasi értékei meglehetdsen kedvezdtlenek voltak, néhdny szintetikus reakciot
végrehajtottam. A harom vizsgalt alkohol koziil kizardlag a 2-butoxi-etanol (hozam 55-58 %)
latszott alkalmasnak arra, hogy vele preparativ 1éptékii szintézist hajtsak végre. Nem tartom
kizartnak, hogy a négytagindl hosszabb szénldnct alkoxi-etanolok is alkalmasak reverz hidrolizisre,
de ezek azonban megfizethetetleniil dragdk. Ezzel szemben a vizsgéalt harom alkohol, mint

“celloszolv-szarmazeék™ olcso és a kereskedelemben (Reanal, illetve Fluka) konnyen hozzaférhetd.
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28. tablazat. Az o-gliikozidok Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett B-gliikozidaz katalizalta reverz hidrolitikus
szintézisének HPTLC médszerrel meghatarozott maximalis hozamai (%) kiilonb6z6 alkohol-DAE elegyekben.
Viztartalom 10 %, szubsztrat gliik6z koncentracié 10 mM, reakciéidé 6 nap, szobahémérsékleten.

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 45* 43 40
n-pentanol 46** (48) 46 42
n-hexanol 57* 60 55
ciklohexanol 52* 56 51
2-butoxi-etanol 55 58 55
2-metoxi-etanol 28 20 15
2-fenoxi-etanol 25 22 15

*  Azonos hozam (%) 15% viztartalomnal is
**  Maximalis hozam (%) 15% viztartalomnal

29. tablazat. Az o-gliikozidok Akrilex C-100 hordozéra rogzitett B-gliikozidaz katalizalta reverz hidrolitikus
szintézisének HPTLC médszerrel meghatarozott maximalis hozamai (%) kiilonb6z6 alkohol-TRA elegyekben.
Viztartalom 10 %, szubsztrat gliikéz koncentracié 10 mM, reakcioidé 6 nap, szobahomérsékleten.

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 45 40 38
n-pentanol 46 43 40
n-hexanol 57 55 51
ciklohexanol 52 50 48
2-butoxi-etanol 55 51 50

Annak ellenére, hogy az eredményesnek bizonyult higitoszerek, elsésorban a DAE
bevezetésében nemcsak elvi megfontolasok jatszottak szerepet, hanem a véletlen €s a szerencse is
(4.1.2.1 fejezet), eredményességiik némileg megindokolhatonak latszik. Mind a két higitoszer
aranylag hidrofob karakterti, ugyanakkor vizben valo oldodasa szamottevé: 143 g1 (DAE), 72 g 1!
(TRA), (a két higitoszer log P értékének meghatarozasat tervezem). Ez a két tényez6 elegendének
latszik arra, hogy az altalam alkalmazott reverz hidrolitikus reakcioelegyekben csokkentse a
rendszer komplex heterogenitasat. Nem talaltam Osszefiiggést az Akrilex C-100 hordozora rogzitett
B-glikozidaz inkubalasi inaktivalodasanak sebessége, az daltala katalizalt reverz hidrolitikus

folyamatok hozama, illetve a két alkalmazott higitdszer kiillonboz0 fizikai paraméterei kozott.
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4.4.3.3 A nativ [-glikozidaz katalizalta, kisléptékii  reverz hidrolitikus reakciok optimalt
eredményei

A nativ B-gliikozidaz inkubalasi inaktivalodasa elére nem varhaté eredményt hozott, mivel az

alkohol-DAE 1:9 reakcidelegyekben az inaktivalodas sokkal gyorsabb (k = kb. 7 10° h'), a TRA

jelenlétében viszont gyakorlatilag azonos mértékii volt, mint a rogzitett B-glilkkozidaz esetében
(k = 3,93, illetve 3,69 10~ h') (4.4.2 fejezet). Ez elegendd indoknak latszott arra, hogy annak
ellenére megkiséreljem az o-glilkozidok nativ B-gliikozidaz katalizalta preparativ szintézisét TRA
higitdszerben, hogy az 4ltalanos tapasztalat szerint a reverz hidrolitikus reakcidkra a rogzitett
enzimek alkalmasabbak.

A nativ B-gliikoziddz kiprébalasat azon feltételezésem alapjan is indokoltnak lattam,
miszerint a DAE ¢s a TRA csokkentik a reverz hidrolitikus reakcidelegyekben a rendszer komplex
heterogenitasat. A vizsgalatok eredményei (30. és 31. tablazat) alapjan (hozam kb. 30-40 %) ugy
dontottem, hogy ezekben a reakciokban is megkisérlem a tételnovelést. Az o0-alkoxi-alkil-
gliikkozidok, illetve o-ariloxi-alkil-gliitkozidok eléallitasahoz tesztelt harom alkohol koziil ebben az
esetben is csak a 2-butoxi-etanol latszott alkalmasnak. Ezek alapjan azt sem tartom kizartnak, hogy

a nativ B-gliikozidazt preparativ 1éptékii szintézisre is fel lehet hasznalni.

30. tablazat. Az o0-B-p-gliikkozidok nativ B-gliikozidaz katalizalta reverz hidrolitikus szintézisének HPTLC
médszerrel meghatarozott maximalis hozamai (%) kiilonb6z6 alkohol-DAE elegyekben. Viztartalom 10 %,
szubsztrat gliikéz koncentracié 10 mM, reakcioidé 6 nap, szobahémérsékleten.

0 % DAE 50 % DAE 90 % DAE
n-butanol 36 40 41
n-pentanol 33 37 36
n-hexanol 36 42 44
ciklohexanol 25 30 32
2-butoxi-etanol 37 41 42
2-metoxi-etanol 25 12 15
2-fenoxi-etanol 18 11 10
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31. tablazat. Az o0-B-p-gliikkozidok nativ B-gliikozidaz katalizalta reverz hidrolitikus szintézisének HPTLC
modszerrel meghatarozott maximalis hozamai (%) kiilonb6zé alkohol-TRA elegyekben. Viztartalom 10 %,
szubsztrat gliikéz koncentracié 10 mM, reakcioidé 6 nap, szobahémérsékleten.

0 % TRA 50 % TRA 90 % TRA
n-butanol 36 38 35
n-pentanol 33 33 32
n-hexanol 36 40 39
ciklohexanol 25 30 28
2-butoxi-etanol 37 45 42

4.4.3.4 Az Akrilex C-100 hordozora rogzitett a-glitkozidaz katalizalta, kisléeptékii  reverz

hidrolitikus reakciok optimalt eredményei

Mar az azonnali inaktivalodasi kisérletekben (4.1.2.1 fejezet) bebizonyosodott, hogy a nativ
a-glikozidaz teljesen alkalmatlan preparativ 1éptékli reverz hidrolizisre. Késébb az is
megallapithatd volt, hogy az Akrilex C-100 hordozora rogzitett a-glilkoziddz nem képes a vizsgalt
higitoszerek jelenlétében reverz hidrolizisre. Igy vizsgalataim csak a kiilonboz$ alkoholokban
korabban mar sikeresen végrehajtott reverz hidrolitikus kapcsolasi reakcidk optimalasara
korlatozodtak, csak ebben a rendszerben vizsgéaltam az inkubalasi inaktivalodast (4.2.4 fejezet) is.
Az Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett a-gliikozidaz esetében az optimalds lényegesen kevésbé
latvanyos eredményekkel jart (32. tablazat), mint a B-glilkozidaznal, mivel a hozamok a korabban
kozolteknél csak mintegy 5-10 szazalékkal voltak magasabbak, mig ez az novekedés a

B-gliikozidazra 80-90 szazalékos volt.

32. tablazat. Az 0-a-D-gliikozidok Akrilex C-100 hordozdra rogzitett a-gliikozidaz katalizalta reverz hidrolitikus
szintézisének HPTLC modszerrel meghatarozott maximalis hozamai (%) kiilonb6z6 alkoholokban. Viztartalom
10 %, szubsztrat gliikéz koncentracié 10 mM, reakci6idé 6 nap, szobahémérsékleten.

Hozam (%)
n-butanol 22
n-pentanol 25
n-hexanol 28
Ciklohexanol 22
2-butoxi-etanol 18
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4.4.4 Az o0-helyettesitett-B-D-gliikopiranozidok preparativ léptékii szintézise reverz
hidrolizissel

A 4.4.3 fejezetben bemutatott, kisléptékii reverz hidrolitikus szintézisek alkalmatlanok voltak a
keletkezett oO-gliikkozidok izolalasara, mivel a reakcidelegy (0,5 ml) minddssze 9 mg gliikozt
tartalmazott. A preparativ izolalhatosag és az azonosithatosag érdekében a szintézisek léptékét
mintegy tizszeresére kellett novelnem. Egy reakcid tételndvelésekor szdmos, a reakcid sikere
szempontjabol kedvezdtlen koriilmény 1éphet fel. Ezek koziil esetemben a reakcidelegyek komplex
heterogenitdsa kovetkeztében jelentdsen megneheziilt anyagtranszfer jelentette a legnagyobb
problémat. A kizarélag alkoholokat, mint szerves olddszereket tartalmazé reakcidelegyekben
tételndvelési kisérleteim még a legjobb eredményeket felmutatdé Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett
B-gliikozidaz esetében is kudarcot vallottak. Ez utdbbi esetében a reakcidelegyek heterogenitasat
némileg cs6kkentd DAE ¢és TRA higitoszerek alkalmazéasa azonban meghozta a kivant eredményt.

Ugyanakkor a DAE vagy TRA higitoszert tartalmazo, novelt tételli reverz hidrolitikus
reakcioelegyekbdl a képzddott o-gliikozidok, azaz pontosabban az oO-helyettesitett--D-
glilkopiranozidok izoldlasa meglehetds nehézségekkel jart. A DAE forraspontja 79-81°C
(145 10’ Pa), a TRA forraspontja ugyanezen a nyomason 110°C felett van, ezért a DAE esetében
nehézkes, a TRA esetében gyakorlatilag lehetetlen volt a reakcidelegyek teljes beparlasa
laboratoriumi koriilmények kozott, még erés vakuum alkalmazasa esetében is.

A kisérleteknek abban a fazisdban, amikor még csak a DAE higitoszerrel foglalkoztam, a
novelt 1éptékli reakcioelegyek feldolgozasara bepdridsos-vastagrétegkromatografias modszert
dolgoztam ki. Ennek keretében a rogzitett enzim kisziirése és vizes mosasa utdn visszamarado
sziirletbdl a vizet, az alkoholt ¢s a DAE higitoszert vakuumban kidesztillaltam, majd a leparolt
maradékbol a oO-helyettesitett-B-D-gliikopiranozidokat vastagrétegkromatografia segitségével
izolaltam (3.6.1.3 fejezet) (33. tablazat). A leparolt maradékban maradt DAE nyomok ezt a
tisztitasi fazist nem befolyasoltdk. A TRA esetében azonban a lepdrolt maradék olyan sok

higitoszert tartalmazott, hogy a vastagrétegkromatografids modszer gyakorlatilag lehetetlenné valt.
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33. tablazat. A preparativ beparlasos-vastagrétegkromatografias modszerrel izolalt o-helyettesitett-B-D-
gliikopiranozidok hozamai (%) Akrilex C-100 hordozéra kétott P-gliikozidaz katalizalta reverz hidrolitikus
szintézisével kiilonb6z6 alkohol-DAE 1:9 elegyekben. Viztartalom 10 %, szubsztrat gliikoz koncentracié 0,2 M,
hidroxil-vegyiilet koncentracié 2 M, rogzitett enzim koncentracié 6 mg/ml, reakciéidé 6 nap, szobahémérsékleten.

Helyettesitd csoport Hozam (%)
n-butil [MITSUO et al., 1984] 15
n-pentil [REEVES & MAZZENO, 1954] 17
n-hexil [SCHWENDENER et al., 1981] 19
ciklohexil [REEVES & MAZZENO, 1954] 19
n-oktil [DE GriP, W.]. & BOVEE-GEURTS, 1979] 18
n-nonil [DE GRriP, W.]. & BOVEE-GEURTS, 1979] 16
n-decil [DE GriP, W.]. & BOVEE-GEURTS, 1979] 12
fenil* [DE BRUYNE et al., 1979] 13
4-nitro-fenil* [WEBER & FINK, 1980] 11

*A hidroxil-vegyiilet nem alkalmazhaté higit6szerként

Arra az esetre, amikor a novelt 1éptékli reakcio elegyek DAE vagy TRA higitoszert
tartalmaztak, egy 0 izoldlasi eljarast (extrakcios-vastagrétegkromatogrdafias modszert) dolgoztam
ki. Ennek keretében a rogzitett enzim kisziirése és vizes mosdsa utan visszamaradé szilirletet vizzel
haromszorosara higitottam, majd a szlrletbdl az alkoholt, illetve a higitoszert extrakcidval
(kloroform) tavolitottam el. A vizes fazist vakuumban leparoltam, majd a leparolt maradékot
vastagrétegkromatografia segitségével tisztitottam. Ez az extrakcidos feldolgozasi moddszer
kétségteleniil jart némi anyagveszteséggel, de a TRA alkalmazasa kornyezeti szempontbol
elénydsebbnek latszik, igy mind a két higitoszert, illetve izolalasi eljarast alkalmasnak tartom az

O-helyettesitett--D-gliikopiranozidok preparativ 1éptékii szintézisére (34. tablazat).

34. tablazat. A preparativ extrakcios-vastagrétegkromatografias maodszerrel izolalt o0-helyettesitett-B-D-
gliikopiranozidok hozamai (%) Akrilex C-100 hordozora kotott B-gliikezidaz katalizalta reverz hidrolitikus
szintézisével kiilonb6zo alkohol-higitészer elegyekben. Viztartalom 10 %, szubsztrat gliik6z koncentracié 0,28 M,
hidroxil-vegyiilet koncentracié 0,71 M, rogzitett enzim koncentracié 4,3 mg/ml, reakcioidé 6 nap,
szobahémérsékleten.

Helyettesit6 Alkohol-DAE (1:1)  Alkohol-DAE (1:9) Alkohol-TRA (1:9)
csoport
n-hexil 23 25 19
2-butoxi-etil 20 23 15
fenil* 19 20 15
4-nitro-fenil* 15 16 10

*A hidroxil-vegyiilet nem alkalmazhaté higit6szerként
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A Dbeparlasos ¢és az extrakcids modszerek esetében némileg eltérd Osszetételi
reakcioelegyeket hasznaltam, ennek azonban nem elvi, hanem kizar6lag praktikus okai voltak. A
preparativ 1éptékii szintézisek soran az alkoholok és fenolok kivalasztdsanal arra torekedtem, hogy a
reverz hidrolizis soran keletkezd o-gliikkozid az irodalomban ismert (33. tablazat) legyen (de
szintézisét nem reverz hidrolizissel végezték), ez ugyanis megkonnyitette szerkezetiik azonositasat.
Ettdl csak az irodalomban még nem kozolt 0-2-butoxi-etil-B-D-gliikopiranozid esetében tértem el. A
szintetizalt o-gliikozidok szerkezetét és optikai tisztasagat az 'H-NMR spektrumok alapjan
igazoltam. Az o-helyettesitett-B-D-gliikopiranozidok 'H-NMR  spektrumaban ugyanis a
B-gliikozidos kotéssel azonos szénatomhoz kapcsolddo, o-térallast hidrogén jellegzetes kémiai

eltoldédasnal () jelentkezik: 4,50-4,56 ppm (1 H, d, 1-H) [DE BELDER et al., 1966].
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5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

PhD értekezésem 1j tudomanyos eredményeit az alabbiakban foglalom Gssze.

1., Higitoszerek bevezetése az 0-alkil-gliikozidok reverz hidrolitikus szintézisébe

A nativ (azaz a kereskedelmi forgalomban kaphato, liofilezett por formaju) és az Akrilex C-100
hordozora rdgzitett P-gliikoziddz enzimkinetikai allandoi, valamint kiilonb6zd viztartalmi
alkoholokban mért stabilitasi viszonyai (azonnali és inkubdldsi inaktivalodasi kinetikdja) alapjan
meghataroztam azokat a reakciokoriilményeket, amelyekben a kiillonbozé szerves olddszereket
higitoszerként teszteltem. A vizsgalt higitdszerek koziil az 1,2-diacetoxi-etan és a triacetin bizonyult
alkalmasnak az o-alkil-gliikozidok 1j, preparativ 1éptékii az Akrilex C-100 hordozora rogzitett -
gliikozidaz katalizalta reverz hidrolitikus szintézisére a megfeleld alkoholokkal képzett 9:1 aranyu
elegyben. Megallapitottam, hogy a triacetin higitdszerben még a nativ B-gliikozidaz is megfeleléen

stabil a szintézishez.

2.. Az 0-alkil-gliikozidok preparativ léptékii eloallitasa reverz hidrolizissel

A higitészereket is tartalmazéd reakcioelegyekbdl az o-alkil-gliikozidok preparativ kinyerésére a
higitoszerektdl fliggben két ) modszert (a beparldsos-vastagrétegkromatografias, illetve az
extrakcios-vastagrétegkromatografidss modszert) dolgoztam ki. A higitdszerek segitségével
lehetségessé valt olyan O-helyettesitett gliikozidok reverz hidrolitikus eléallitasa is, amelyeknek
megfeleld hidroxil-vegyiilet nem hasznalhato higitoszerként, példaul fenollal o-fenil- (13 %) és

4-nitro-fenollal 0-4-nitro-fenil-B-D-gliikopiranozid (11 %).

3.. A feliileti réteg, mint hordozo alkalmazasa enzimek rogzitésére

Elsdként rogzitettem enzimeket a feliileti réteghez (S-layer). Erre a miveletre 11j, egyszerisitett
koimmobilizalasi modszert dolgoztam ki, amely sordn a feliileti réteg és rogziteni kivant enzim
keverékét kombinalt keresztkotésekkel kapcsoltam 0Ossze glutdraldehid segitségével. Ezzel a
modszerrel nemcsak a B-gliikozidazt (12,5 %), hanem mads rdgzitett enzimeket is eldallitottam,

koziiliik néhanyat 10 % koriili hozammal.
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4., Rogzitett B-gliikozidaz preparatumok alkalmassaganak vizsgalata borok

aromapotencialjanak modositasara

A feliileti réteghez rogzitett [-glilkozidaz ¢élelmiszeripari alkalmazhatésagat a borok
aromaprofiljanak médositasaval teszteltem. A fehérje alapti hordozé nem kivanatos médon novelte a
borok fehérjetartalmat, ezért ) rogzitett B-glilkozidaz készitményt allitottam eld, a feliileti réteghez
rogzitett, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart B-gliikozidazt. Ennek az jabb készitménynek a
viselkedését az erre a célra még nem tesztelt Akrilex C-100 hordozéra rogzitett B-glikkozidaz
viselkedésével hasonlitottam Ossze és megallapitottam, hogy mind az Akrilex C-100 hordozoéra
rogzitett, mind a feliileti rétegre rogzitett, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart B-gliikozidaz képes

arra, hogy modositsa a muskotalyos borok aromaprofiljat.

5., A nativ sargarépa pektin-metil-észeraz és a sargarépa készitmények pektin-metil-észteraz

tartalma inaktivalodasanak Kinetikai vizsgalata

Megallapitottam, hogy mind a modellként alkalmazott nativ (azaz izolalt és tisztitott) sargarépa
pektin-metil-észterdz, mind a kiilonb6z6 sargarépa készitmények (szeletelt sargarépa, sargarépalé)
PME tartalmanak inaktivalodasi kinetikaja az élelmiszeripari tartositdsra hasznalt hokezelés és a

nagynyomasu kezelés hatdsara egyarant elsérendii.

6., A novénvi alapanvagok élelmiszeripari felhasznalasa soran bekovetkezo

allapotvaltozasainak jellemzése a B-gliikozidaz és a pektin-metil-észteraz aktivitasvaltozasaval

Megallapitottam, hogy a sargarépa, a brokkoli €s a karfiol el6f6zbttségére és fagyasztott tarolasanak
jellemzésére a B-gliikoziddz és a pektin-metil-észterdz inaktivalodasi viselkedése az altalanosan

elterjedten hasznalt peroxidazénal jellemzobb.
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OSSZEFOGLALAS

Doktoranduszi kutatomunkam célja az o- és [-glikoziddz, valamint a pektin-metil-észteraz
¢lelmiszeripari alkalmazhatdsaganak modellezése volt egyes folyamatokban (pl. a gliikkoziddzokra a
borok aromaprofiljanak modositasa, a pektin-metil-észterazra pedig a zoldségek koziil els6sorban a
sargarépa készitmények mindségjavitasa). Ahhoz, hogy ilyen jellegi modellezési kisérleteket
végezhessek, a vizsgalandd enzimek viselkedését a modellrendszerek tervezett koriilményei kozott
tesztelnem kellett. Ezen kiviil az élelmiszeriparban detergensként hasznalt nem ionos, nem toxikus
¢s biologiailag lebonthato feliiletaktiv 0-alkil-gliikkozidok gliikkozidazok katalizalta, olyan
szintézisével is foglalkoztam, amely lehetdvé teszi kordbban eddig ilyen médon nem szintetizalhato
o-gliikozidok el6allitasat akar preparativ Iéptékben is.

Célkitlizéseim Osszetettségének megfeleléen kutatomunkdm is sokrétii volt. Az
¢lelmiszeripari alkalmazasok modellezéséhez eldszor a nativ a- és B-gliikozidaz, valamint a pektin-
metil-észteraz, késobb kiilonboz6 rogzitett glikkozidaz készitmények enzimkinetikai tulajdonsagait
¢s stabilitasi viszonyait (azonnali és inkubalasi inaktivalasat) vizsgaltam olyan koriilmények kozott,
amelyek a kés6bbi felhasznalasnak megfeleltek. Ezen vizsgalatok soran megallapitottam, hogy az o.-
gliikozidaz még Akrilex C-100 hordozora rogzitett formdban sem alkalmas az 0-alkil-gliikkozidok a
preparativ 1éptékii reverz hidrolitikus szintézisére.

Kétfele rogzitett B-glikkozidaz készitményt allitottam eld. Ezek koziil az Akrilex C-100
hordozéra rogzitett B-glikkoziddz igen alkalmasnak bizonyult az o0-alkil-glilkozidok altalam
kidolgozott 1j, preparativ 1éptékii reverz hidrolitikus szintézisére. Ennek sordn a higitoszerként
leginkdbb alkalmasnak talalt 1,2-diacetoxi-etan és triacetin segitségével lehetségessé valt olyan
O-helyettesitett glilkozidok reverz hidrolitikus eléallitasa is, amelyeknek megfeleld hidroxil-vegyiilet
nem hasznalhat6 higitdszerként. Mind az Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett B-gliikozidaz, mind az
), feliileti rétegre rogzitett, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart B-gliikozidaz készitmény pedig
megfeleldnek bizonyult a borok aromaprofiljanal médositasara.

Megallapitottam, hogy mind a modellként alkalmazott nativ sargarépa pektin-metil-
¢szterdz, mind a kiilonb6z0 sargarépa készitmények (az ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét
modellezd keverék, szeletelt sargarépa) inaktivalodasi kinetikdja a hdkezelésre és a nagynyomasu
kezelésre egyarant elsérendii. Ugy talaltam, hogy a ndvényi eredetii élelmiszeripari alapanyagok
sajat P-gliikoziddz ¢és pektin-metil-észteraz aktivitdsanak valtozasai egyes élelmiszeripari
folyamatok hatésaira jellemezdek lehetnek.
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SUMMARY

My aim was to develop different model systems for the application of a- and B-glucosidases and
pectinmethylesterase in food industry (e.g. glucosidases for flavour enrichment of wines and
pectinmethylesterase for the quality amelioration of vegetables, especially carrot preparations). In
order to design the model systems I examined the behaviour of the enzymes within the parameters
of these planned systems. I also studied a special synthesis of o0-alkyl-glucosides, even in
preparative scale, that was not possible in this way earlier. These 0-alkyl-glucosides are non-ionic
and non-toxic surfactants with antimicrobial activity and some of them are used as detergent in food
industry.

Both my research goals and my actual research were complex in character. For the modeling
of food-industrial applications the kinetic properties and stability relations (immediate deactivation
and deactivation kinetics) of native a- and B-glucosidases and pectinmethylesterase, then
immobilized a- and B-glucosidase preparations were studied at conditions practically equal to the
applications planned. In the course of these experiments I found that neither the native form of
a-glucosidase nor the immobilized form on Acrylex C-100 can be used for the reverse hydrolytic
synthesis of O-glucosides in preparative scale.

I made two types of immobilized B-glucosidase preparations. One of the main goals of my
thesis was to establish whether B-glucosidase immobilized on Acrylex C-100 had significant
o-glucosylation activity in a preparative-scale synthesis of O-glucosides by reverse hydrolytic
reactions using my novel reaction system. In this reaction system alcohols as solvents were replaced
with 1,2-diacetoxyethane or triacetin as diluting agents. I found that 1,2-diacetoxyethane and
triacetin can be useful not only for alcohols but also for other glucosyl donor compounds unsuitable
for the role of solvent in the synthesis of 0-B-D-glucosides by reverse hydrolysis. Moreover, I found
that not only B-glucosidase on Acrylex C-100 support can be used for flavour enrichment of wines
but the second immobilized B-glucosidase preparation as well. In the latter preparation the
immobilization of B-glucosidase on the surface layer by co-cross-linking with glutaraldehyde was
combined with entrapping in calcium alginate gel.

Another goal of my thesis was to find deactivation kinetics of first order for both native
carrot pectinmethylesterase as a model system and different carrot preparations (a mixture for
modelling carrot juice made in industrial conditions and carrot slices) in the case of both heat
inactivation and high pressure treatment. I managed to establish that the change in the activity of
endogenous B-glucosidase and pectinmethylesterase in different raw materials of plant origin can be

characteristic for the effect of some processes in food industry.
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II. MELLEKLET
(A B-GLUKOZIDAZ SZERKEZETE)

http: \www.scripps.edu/pub/goodsell/interface/interface_images/1cbg.html

Az izolalt, tisztitott B-gliikozidaz haromdimenzio6s szerkezete.
[http:\\edi.ac.uk/thornton-srv/databases/enzymes]
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III. MELLEKLET
(AZ 0-GLUKOZIDAZ SZERKEZETE)

1 \\Hg
’ 0 OH s
HO #
OH £
; B O g
Q%:ﬂ.&*é’ma}mﬁfm% - gl

A Saccharomyces cerevisiae éleszt6 torzs o-gliikkozidaz aktiv helyének sematikus abraja.
(A) gliikozzal és mannoézzal; (B) gliikézzal és galaktézzal [YAO et al., 2002].

Az izolalt, tisztitott o-gliikozidaz hiromdimenzios szerkezete.
[http:\\edi.ac.uk/thornton-srv/databases/enzymes]
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IV. MELLEKLET (A SARGAREPA PME HAROMDIMENZIOS KEPE)

Az Erwinia Chrysanthemi (A) és a sargarépa PME (B) kristalyszerkezete. A siarga nyilak a B-reddket jelolik, mig
a piros hengerek mutatjak az a-hélix szerkezet helyét [JENKINS et al., 2001, JOHANSSON et al., 2002].

Az izolalt, tisztitott pektin-metil-észteraz hiromdimenzios szerkezete.
[http:\\edi.ac.uk/thornton-srv/databases/enzymes]
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V. MELLEKLET
AZ S-LAYER SZERKEZETE

el

gy

S Pl it

R it X
et B fendnd

Frng P

Fagyasztva hasitott elektronmikroszképos kép, amely egy teljes
Bacillus stearothermophilus PV 72 sejtet mutat a hatszégletii S-layer raccsal
[Sara & Sleytr, 2000].
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VI. MELLEKLET
(A PME VIZSGALATA SORAN ALKALMAZOTT BERENDEZESEK)

A pektin-metil-észteraz enzim izolaldsa, tisztitdsa és nagynyomadsu-kezelése soran alkalmazott

eszkozok kertilnek bemutatasra.

L. S—— ]

Affinitas kromatografia (Akta Prime, Amersham Bioscience, Svédorszag).

Tobb edényes nagynyomasu késziilék, (Resato, Hollandia).
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VII. MELLEKLET (A REVERZ HIDROLIZISRE ALKALMAZOTT

)
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KOSZONETNYILVANITAS

Elsokent koszonet illeti témavezetomet, Dr. Kosary Judit egyetemi tanart az MTA doktorat, aki a
doktoranduszi munkam 36 honapja alatt faradhatatlanul vezetett, tamogatott és a reménytelennek
tind helyzetekben is utat mutatott.

Dr. Fodor Péter egyetemi tanarnak az MTA doktoranak, az Alkalmazott Kémia Tanszék
vezetojének koszonettel tartozom a tamogatdsaert, és amiért lehetové tette, hogy doktoranduszként
az Alkalmazott Kémia Tanszéken végezzem kutatasaimat.

Ezuton szertném koszonetemet kifejezni Dr. Dernovics Mihdly tandrsegédnek, aki mint
idosebb doktorandusz tarsam az osszes felmeriilo probléema megoldasaban azonnal segitségemre
sietett. Tapasztalatait megosztotta velem. A Marie Curie Osztondij megpdlydzdasa sordn
nélkiilozhetetlen segitséget nyujtott.

Koszonet illeti Uwe B. Sleytr professzort és Dr. Margit Sdra egyetemi docenst a bécsi Agrar
Egyetem munkatarsait az enzimrogzitéshei felhasznalt feliileti réteg rendelkezésre bocsatasaéert.

Koszonet illeti Dr. Nogradi Mihalyt az MTA doktordt, a Budapesti Miiszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem Szerves Keémia Tanszékének cimzetes egyetemi tanarat az
o-gliikozidok preparativ léptékii eloallitasandl nyujtott segitségéert.

Szeretnéem megkoszonni Dr. Marc Hendrickx professzor urnak és az osszes belgiumi
kollégamnak a lehetoségert, hogy Tanszékiikon kutatasokat végezzek és tapasztalatokat gyiijtsek,
valamint amiért munkamat meég hazatérésem utan is tamogattak.

Koszonettel tartozom Dr. Téth Arpdd egyetemi adjunktusnak, aki a gdzkromatografids
méresek megtervezésenél, végrehajtasanal és kiértékelésénél segitett és vezetett.

Tomory Istvannak szeretném kifejezni halamat, aki mint rendszergazda mind az otthoni,
mind pedig a Tanszéki munkamat megkonnyitette. Az Osszes felmeriilo informatikai probléma
megoldasaban nélkiilozhetetlen segitséget nyujtott.

Az abrdak nagy részének elkészitésében Dr. Fodor Marietta egyetemi adjunktus sietett
segitségemre, koszonet illeti ezért.

Dr. Boross Laszlo professzor urnak az MTA doktoranak is szeretnék készonetet mondani
ertékes tandcsaiért.

Kiilon megkoszénom Rezessyné Dr. Szabo Judit egyetemi adjunktusnak és Dr. Sisak
Csabanak a kéemiai tudomany kandidatusanak, hogy elvallaltik a mithelyvitan a biralo feladatat és
epito jellegii kritikaval segitették munkamat.

Szeretnék koszonetet mondani az Alkalmazott Kémia Tanszék osszes munkatdrsanak. Az
eltoltott négy év alatt nem tudtam olyat kérni toliik, amely probléema megoldasaban ne siettek volna
azonnal a segitségemre.

Koszonet illeti Sinko Ilonat és a Richter Gedeon Rt munkatdrsait, akik a rogzitett enzimek
liofoilezésének technikai megoldasdaban nyujtottak segitséget.

Koészonettel tartozom csaladomnak, akik nélkiil ma nem lennék itt. Mindvégig mellettem
alltak és tamogattak.
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