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1. A MUNKA ELOZMENYEI A KITUZOTT CELOK

1.1 Az enzimek hasznalata az élelmiszeriparban

A természetben fellelhetd enzimeket az dsidoktdl fogva hasznaljak élelmiszer eléallitasra, példaul
sajt-, kovasz-, sor-, bor- és ecetkészités esetében. Az élet mas teriiletein is kihasznaltdk az enzimek
nyujtotta lehetdségeket dseink (pl. borkészités, len megmunkalas, indigo eldallitas). Azonban csak a
XIX. szézad végén tudtak a fermentacds technoldgiak fejlddésének kovetkeztében viszonylag tiszta
enzimkészitményeket ipari méretben eldallitani és felhasznalni. Az enzimek tudoméanyosan
megalapozott technologiai felhasznalasa 1984-ben kezd6dott a takadiasztdz alkalmazasaval az
Egyesiilt Allamokban. Az elmult négy évtizedben az enzimoldgia és a biotechnoldgia tudomanya
egymast timogatva fejlodott.

Jelenleg az iparban hasznalt enzimek tulnyomo tobbségben a 3. enzimosztalyba (hidrolazok)
tartoznak, ennek értelmében szerepiik kiilonb6z6 biomolekuldk hidrolitikus lebontasa. Az
¢lelmiszeriparban, a legnagyobb mértékben felhasznalt enzimek a proteazok, amilazok, lipaz
(sajtgyartasban), laktdz (tejiparban), pektin-metil-észterdz (gylimoles alapanyagok puhitdsahoz,
lényeréshez és deritéshez), pektinaz, transzglutaminaz.

A modern élelmiszeriparban tehat jelentds szerep jut az enzimeknek, mivel széles korben,
sokrétli feladatmegoldédsra alkalmazzak oket. Az ¢élelmiszeriparral ezért szinte parhuzamosan
fejlodott az enzimipar és az azt kiszolgaldé enzimkutatds. Enzimek alkalmazasakor egy gyartési
technologia soran sok zavaro6 tényezo 1éphet fel. Az enzimek fehérje jellegiikbdl adédoan ho, pH és
sO-érzékenyek, igy stabilitasukrdl és a mikddési paraméterek optimalasarol gondoskodni kell. Az
enzimek Onmaguk is szennyezést jelentenek az ¢€lelmiszerben, amennyiben eltavolitdsuk nem
megoldhato. A rogzitett enzimek megjelenésével a stabilitds, valamint az Gjrafelhasznalhatdsag és a
konnyt eltavolitas kérdése megoldhato és ebbdl kifolydlag a koltségek is jelentdsen csokkenhetnek.

Az élelmiszer feldolgozas soran mas, enzimekkel kapcsolatos problémak is felmeriilhetnek.
Ugyanis az ¢lelmiszer alapanyagok maguk is €16 szervezetekbdl szarmaznak, sajat enzim készletiik
egy része aktiv maradhat és ezek inaktivaldsa sziikséges lehet. A zoldségek és gyiimdlcsok tarolés,
raktarozas, szallitas alatt végbemend, enzimkatalizalt romlasi folyamatai nagy problémat jelentenek
az ¢lelmiszeripar szamara. Hagyomanyos ¢élelmiszeripari technoldgidkban ezt a problémat
hokezeléssel oldottdk meg, amely nem csak a csiratlanitds elvégzésére volt hivatott, hanem a
héérzékeny és nem kivéanatos enzimek inaktivalasara is.

Az 1uj fogyasztoi igények megjelenése miatt azonban az élelmiszerek mindségével szemben

tamasztott elvarasok jelentdés mértékben megvaltoztak. Fontos szempont az élelmiszerek megitélése



sordn, hogy aranylag kis szamu ¢és kiméletes feldolgozasi 1épésen keresztiil jutva, az eredeti

tulajdonsagok megtartasaval keriiljenek a fogyasztokhoz. A hagyomanyos ¢élelmiszertechnologiai

eljarasokkal készitett élelmiszerek ezeknek az elvardsoknak nem felelnek meg. Ezen igények

kielégitésére 0j eljarasokat, kiméletesebb feldolgozasi modszereket alakitottak ki.

1.2 Célkituzések

Doktoranduszi kutatomunkdm célja néhany, az élelmiszeriparban fontos szerepet betdltd hidrolaz

enzim, kozelebbrél az o- ¢és B-glikoziddz, valamint a pektin-metil-észteraz ¢€lelmiszeripari

alkalmazhatdsaganak modellezése volt. Modellként mind a gliikoziddzokra, mind a pektin-metil-

¢szterazra egy-egy jellegzetes ¢Elelmiszeripari alkalmazas vizsgalatat terveztem. A vizsgalt

enzimmekkel kapcsolatban, a Tanszék korabbi eredményeire is alapozva az alabbi konkrét célokat

tlztem ki:

Az ¢élelmiszeriparban detergensként hasznalt nem ionos, nem toxikus és biologiailag lebonthato,
feliiletaktiv o0-alkil-gliikozidok szintézisét terveztem reverz hidrolizissel, azaz gliikozbol és
hidroxi-vegyiiletb6l, szerves olddszerben végrehajtott kapcsolasi reakcioval. A kordbbi
tapasztalatokra alapozva mind az o-, mind a B-glikoziddz alkalmazhatdsagat kivantam
megvizsgalni és célul tlztem ki olyan uj, preparativ szintézis kidolgozasat, amely az
alkalmazhat6 hidroxi-vegyiiletek korét az eddigiekhez képest nagymértékben tagitja.

A gliikozid4dzok élelmiszerre vonatkozd mindség javitd hatdsit a borok aromapotencidljanak

novelésével kivantam vizsgalni.

A kitlizott feladataimhoz 1) gliikozidaz preparatum eléallitasat terveztem egy eddig kevéssé
ismert hordozd, a feliileti réteg (surface-layer, azaz S-layer) bevezetésével.

A pektin-metil-észteraz segitségével az €élelmiszerekben mindségrontd hidrolaz hatast kivantam
vizsgalni. A gyiimodlcs- és zoldséglevekben a pektin-metil-észteraz aktivitds ugyanis nem
kivanatos. C¢lul tiztem ki a nativ sargarépa PME stabilitdsi vizsgalatdnak tapasztalatait
figyelembe véve a sargarépabol késziilt termékekben az enzim inaktivalhatosaganak

tanulmanyozasat.

Az ¢élelmiszeriparban alkalmazott novényi eredetli alapanyagok gazdag, sajat enzimkészletének
vizsgalata szdmos informacidval szolgalhat. Ezért vizsgalni kivantam, hogy az endogén o- és
B-gliikozid4z, valamint a pektin-metil-észteraz aktivitdsdnak valtozésai jellemzdek lehetnek-e

egyes ¢lelmiszeripari folyamatok hatasaira.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1 Az a- és B-gliikozidaz aktivitasi és stabilitasi vizsgalatai

Mind a nativ, azaz a kereskedelemben kaphato liofilizalt formaji, mind a kiiloénb6z6 mdédon rogzitett

crer

crer

enzimes analizist hasznaltam. Az a- és [-gliikozidaz stabilitdsat a tervezett reverz hidrolitikus
folyamatok szerves oldoszeres kozegében azonnali és inkubacids inaktivalodasuk kinetikai

vizsgélataval jellemeztem.

2.2 A nativ sargarépa pektin-metil-észteraz vizsgalata

A nativ (azaz izolalt és tisztitott) sargarépa pektin-metil-észteraz €s a vizsgalt sargarépa
készitmények pektin-metil-észterdz aktivitdsdt a pektinbdl felszabaduld karboxilcsoportok
mennyiségével jellemeztem és titrimetrids modszerrel hataroztam meg. Mind a modellként
alkalmazott nativ sargarépa pektin-metil-észteraz, mind a kiilonb6z6 sargarépa készitmények (az
ipari koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverék, illetve szeletelt sargarépa) pektin-
metil-észteraz tartalmanak stabilitasat a tervezett inaktivalo koriilmények (hokezelés, illetve

nagynyomasu kezelés) kozott bekovetkezd aktivitasvaltozas kinetikai vizsgélataval jellemeztem.

2.3 Novényi eredetii élelmiszeripari alapanyagok endogén a- és B-gliikozidaz, valamint pektin-
metil-észteraz aktivitasanak vizsgalata

Az alébbi, a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok
(sargarépa, brokkoli, sz616, karfiol és mandula) kezelés elétti, illetve a kiillonb6zd kezelések utani
o- ¢és P-glikozidaz, valamint pektin-metil-észterdz aktivitdsdnak vizsgaltdhoz kiilonb6zo
kivonatokat készitettem. Megallapitottam, hogy a névényi eredetii élelmiszeripari alapanyagok o- és
B-gliikozidaz aktivitdisdnak méréséhez a legalkalmasabb kivonat az egyébként a lipoxigenazok
kivonasara rendszeresitett kivondszerrel (50 mM TRISZ-acetat puffer pH 8,2, amely szachardzra
nézve 0,38 M, CaCl, nézve 0,02 M toménységii) készitheté (100 mg ml™). A noévényi eredetii
¢lelmiszeripari alapanyagok pektin-metil-észteraz aktivitdsdnak méréséhez egyénileg roviditett és
modositott kivond eljarast alkalmaztam. A kivond szer Triton-X-100, glicerol, natrium-klorid
(137 mg ml™), polivinil-pirrolidon és ditiotreitol sszetevéket tartalmazod 0,5 M TRISZ-hidroklorid
puffer pH 8,5 volt.



2.4 Az a- és B-gliikozidaz rogzitése

Az o- és B-glikozidazok Akrilex C 100 hordozora torténd rogzitését optimalizalt karbodiimides
modszerrel végeztem €s a készitményeket liofilezés utan hasznaltam fel. A B-gliikozidazt egyéni
glutaraldehides koimmobilizacioval rogzitettem a feliileti rétegre (Surface layer), ezutan kalcium-

alginattal gélbezarast hajtottam végre.

2.5 A pB-gliikozidaz, valamint a pektin-metil-észteraz élelmiszeripari alkalmazasanak
modellezése

A rogzitett B-glilkozidaz készitmények élelmiszeripari alkalmazhatosdgat borok aromaprofiljanak
modositasaval teszteltem. A vizsgalt borokat kétféle rogzitett P-gliikozidaz (Akrilex C-100
hordozora, illetve a feliileti réteghez kotott, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart) készitménnyel
razattam ¢és a kezelt mintdkat dietil-éter és pentan elegyével extrahaltam. A kezelések hatdsat
gazkromatografids uton vizsgaltam.

A pektin-metil-észterdz élelmiszeripari alkalmazasat a sargarépa készitmények (az ipari
koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverék, illetve szeletelt sargarépa)
mindségjavitasi folyamatdval modelleztem, amelynek sordan az endogén pektin-metil-észterazt
inaktivaltam. A hékezelés és a nagynyomasu kezelés soran alkalmazott inaktivalasi koriilményeket a
modellként alkalmazott izoldlt nativ sargarépa pektin-metil-észteraz vizsgalata soran szerzett

tapasztalatok alapjan hataroztam meg.

2.6 A feliiletaktiv 0-alkil-gliikozidok szintézise reverz hidrolizissel

A feliiletaktiv 0-alkil-gliikozidok szintézisét Akrilex C-100 hordozora rogzitett o- és B-gliikozidaz
katalizélta reverz hidrolizissel hajtottam végre, glikozilez0 agensként a megfelelé alkoholokat
hasznaltam, higitészerként kiilonbozd szerves oldoszereket probaltam ki. A reakcidkat részben
indirekt modszerrel, a gliikoz tartalom csokkenésének segitségével kovettem. A keletkezett 0-alkil-
végeztem.

Az  O-helyettesitett-B-D-gliikopiranozidok  altalam  kidolgozott  preparativ  1éptéki
szintézisekor a reakcidelegyek feldolgozasahoz az 1,2-diacetoxi-etan higitoszer esetében beparlasos
modszert, mig a triacetin esetében extrakciés moddszert alkalmaztam. A termékeket
vastagrétegkromatografias uton izolaltam és szerkezetiket 'H-NMR spektrumuk segitségével

igazoltam.



3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Az é¢lelmiszeripari alkalmazasok modellezéséhez el@szor a nativ a- és B-glikoziddz, valamint
pektin-metil-észteraz, késobb a kiilonbozd rogzitett gliikozidaz készitmények enzimkinetikai
tulajdonsagait és stabilitdsi viszonyait vizsgéaltam olyan koriilmények kozott, amelyek a késdbbi

felhasznalasnak megfeleltek.

3.1 A a- és B-gliikozidaz, valamint a pektin-metil-észteraz vizsgalata

3.1.1. A reakcioelegyek 0-gliikozid tartalmanak meghatarozasa

Az a- és P-glikozidazzal kapcsolatos reakcioelegyek o-gliikozid tartalmat indirekt moédszerrel
(glikoz tartalom mérés) és direkt meghatarozdssal (nagynyomasti vékonyrétegkromatografia)
irodalomban gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz/NADP modszerként ismeretes enzimes analizist a
kereskedelemben kaphat6 kittek magas koltségei miatt egyéni megoldassal helyettesitettem,
amelynek keretében a vizsgalat elvét megtartottam, de olcsobb vegyszereket és mas koncentraciokat

alkalmaztam.

3.1.2 Az o- és [-gliikozidaz stabilitdasi vizsgdlatai

A hidrolazok altal katalizalt hidrolitikus folyamatok olyan egyensulyi reakciok, amelyek iranya
vizes oldatban gyakorlatilag teljesen a hasitas fel¢ tolodott el. Szerves oldészerek jelenlétében a
viztartalom értelemszertien csokken, igy lehetdség nyilik arra, hogy az enzim a folyamatot a
szintézis irdnydba katalizdlja — ezt nevezziik reverz hidrolizisnek. Mivel a reverz hidrolitikus
reakcioelegyek szerves olddszereket tartalmaznak, a nativ és rogzitett a- és B-glilkozidaz stabilitasi
viszonyait a szintézisek tervezett koriilményei kozott, de minden esetben szerves oldoszerek
jelenlétében vizsgaltam. Szerves olddszerekben az enzimek inaktivalodasat két kiilonb6zé modon
jellemeztem, a vizes oldatban mért aktivitasra vonatkoztatott azonnali inaktivalodassal és a szerves
olddszerben, a kezdeti idépontban mért aktivitasra vonatkoztatott inkubdlasi inaktivalodassal. Az
a- és B-gliikoziddz azonnali inaktivalodasat kiilonbozd, 5-15 % viztartalmu, vizzel elegyedd és nem
elegyedd aprotikus szerves oldoszerben vizsgaltam 10 % hexanol, mint gliikdz akceptor és 10 mM
gliikoz jelenlétében. Mind a nativ, mind az Akrilex C-100 hordozéra rogzitett a-glikozidaz

gyakorlatilag valamennyi vizsgalt szerves oldoszerben azonnal elvesztette az aktivitasat. Mind a



nativ, mind az Akrilex C-100 hordozdra rogzitett B-glikoziddz a legkedvezdbb stabilitasi

eredményeket akkor mutatta, ha szerves oldoszer 1,2-diacetoxi-etan vagy triacetin volt.

3.1.3 A nativ pektin-metil-észterdz vizsgalata

A hokezelés és a nagynyomdsu kezelés soran olyan inaktivalasi koriilményeket alkalmaztam,
amelyeket késobb a kiilonbozd sargarépa készitmények kezelésénél is hasznalni akartam. A nativ
sargarépa PME oldat hoéinaktivalodasi €és a nagynyomas hatasara bekovetkezd aktivitasvaltozasi
kinetikajat matematikai modellel jellemeztem, mindkét esetben a kinetika elsérendii volt. A
tizedelddési értékekre az alkalmazott hdmérsékletek és az enzimoldatok kémhatdsanak is volt
befolydsa. A nativ sargarépa PME inaktivalodasa, mind a hékezelés, mind a nagynyomasu kezelés

hatasara savas kémhatasnal (pH 4,5) volt a leggyorsabb.

3.2 A gliikozidazok rogzitése

3.2.1 Az a- és f-gliikozidaz rogzitese Akrilex C-100 hordozora

Mind az a-, mind a B-glikoziddz Akrilex C-100 hordozoéra torténd rogzitését a mar ismert
karbodiimides moddszerrel, de az altalam optimalizalt koriilmények kozott végeztem. A rogzitett
B-glikozidaz aktivitisat 73 pmol min™' xerogél g értékrél, 153 pmol min™ xerogél g értékre
noveltem és a hozamot 13 szdzalékrol 27 szazalékra javitottam. A rogzitett a-gliikozidaz aktivitasat
¢és hozamat is sikerillt megjavitanom, a korabban leirt 1 pmol min' xerogél g' értékrol
3 umol min" xerogél g értékre, a hozamot pedig 3 szézalékrol 4 szézalékra. Az a-gliikozidaz
Akrilex C-100 hordozéra torténd rogzitése azonban erdfeszitéseim ellenére sem valt olyan

jelentdssé, hogy arra preparativ szintetikus modszert alapozni lehessen.

3.2.2 A B-gliikozidaz rogzitése feliileti rétegre

A Bacillus stearothermophilus PV72 torzsbol izolalt feliileti réteget eddig még nem hasznaltak
hordozoként enzimek rogzitésére. A feliileti réteg nem megfelelden szilard szerkezeti tulajdonsagai
miatt mar eddig is altaldnos gyakorlat volt az alkalmazas el6tti glutaraldehides térhalositas. Ezt a
tréhalositast koimmobilizalassal kotottem Ossze: a feliileti réteg és a rogziteni kivant enzim
keverékét kombinalt keresztkotésekkel kapcsoltam Ossze, glutaraldehid segitségével. Ezt az uj
moddszert tobb enzimen teszteltem. A legsikeresebbnek a P-glikoziddz rdgzitése bizonyult. A
feliileti réteghez rogzitett B-glikozidaz aktivitisa 1 g szaraz feliileti rétegre szamolva 82 pmol min™,
a r0gzités hozama 12,5 % volt. A készitmény a vizsgalt szerves olddszerekben azonnal elvesztette

aktivitasat, igy reverz hidrolitikus folyamatokban alkalmazni nem lehetett. A készitményt a borok
8



kezelésére azért nem lehetett kozvetleniil hasznalni, mert a hordozd novelte volna a bor
fehérjetartalmat, ezért a feliileti réteghez rogzitett B-gliikkozidazt 37 % hozammal kélcium-alginat
gyongyokbe zartam. A feliilleti réteg gélbezarasa eddig még nem volt ismert. A borok
aromaprofiljanak moédositasara kivaldéan felhasznalhaté kalcium-alginat gyongyokbe zart, feliileti

réteghez rogzitett B-glikozidaz aktivitasa 1 g kalcium-alginat gélre szamolva 1 pmol min™ volt.

33 Az o~ és PB-glikoziddaz, valamint a pektin-metil-észteraz élelmiszeripari
alkalmazhatésaganak modellezése

3.3.1 Rogzitett F-gliikozidadz készitmények tesztelése a borok aromaprofilianak modositasdra

A feliilleti réteghez rogzitett [-glikoziddz ¢élelmiszeripari alkalmazhatosdgat a borok
aromaprofiljanak modositasaval kivantam tesztelni. Mivel a fehérje alapti hordoz6 nem kivéanatos
modon novelte a borok fehérjetartalmat, a rogzitett készitmény kalcium-alginat gyongyokbe zart
formajat vizsgéltam erre €és az ujabb készitmény viselkedését az erre a célra még nem tesztelt
Akrilex C-100 hordozora rogzitett [-glikozidaz viselkedésével hasonlitottam Ossze. Miutan
meggy6zOdtem arrdl, hogy mind az Akrilex C-100 tipusti hordozéra rogzitett, mind a kélcium-
alginat gyongyokbe zart, feliileti réteghez rogzitett B-glikoziddz a 12-15 % alkoholtartalmu
kozegekben megfeleld stabilitdsu, veliik muskotalyos borok aromaprofil javitasi kisérleteit
végeztem. A kezeléseket (200 pmol min”' P-glikozidaz aktivitds bor literenként)
szobahdmérsékleten (22-25 °C) 16 ora hosszat, enyhe razatas kozben. A rogzitett enzim dekantalasa
a kezelt borokbol az ill6 komponenseket extrakciéval (pentdn — dietil-éter, 1:2) izolaltam és
kivonatok Osszetételének vizsgélatat gazkromatografias modszerrel végeztem. Az aromaprofil
(két-haromszoros) novekedésével jellemeztem. Bar mind a két rogzitett B-gliikkoziddz készitmény
alkalmasnak mutatkozott a vizsgalt borok aromaprofiljanak modositasara, ezeknek a
készitményeknek az élelmiszeripari alkalmazéasa egyeldre korlatozott a magas eléallitasi koltségek

miatt.

3.3.2 A sargarépabol kesziilt élelmiszeripari készitmenyek mindségjavitasa a pektin-metil-észterdz
tartalom csokkentésével

A pektin-metil-észterdz ¢élelmiszeripari alkalmazasdt a sargarépa készitmények (az ipari
koriilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverék, illetve szeletelt sargarépa)
mindségjavitasi folyamatdval modelleztem, amelynek soran az endogén pektin-metil-észterazt
inaktivaltam. A hodkezelés ¢és a nagynyomasu kezelés soran olyan inaktivalasi koriilményeket
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alkalmaztam, amelyek a nativ sargarépa pektin-metil-észterdaz vizsgalatai soran megfelelének
bizonyultak. Mind az ipari korilmények kozott nyert sargarépalét modellezd keverék, mind a
szeletelt sargarépa pektin-metil-észterdz tartalméanak hé- és nagynyomast inaktivalodasa a nativ
sargarépa pektin-metil-észterdzhoz hasonldan elsérendii inaktivalddasi kinetikat mutatott.

A szeletelt sargarépa pektin-metil-észteraz tartalma kevésbé érzékeny volt a hdkezelésre és a
nagynyomdsu kezelésre. Feltevésem szerint ezért az enzim természetes kornyezetének stabilizald
hatasa lehetnek a felelések. Nem taldltam olyan specidlis paraméter kombinacidt, amely lehetdveé
tenné a vizsgalt sargarépa készitmények pektin-metil-észterdz tartalmanak kiméletes, gyors és

hatékony inaktivalasat.

3.3.3 Az élelmiszeriparban _ alkalmazott ndvénvi  eredetii  alapanvagok sajat  o- és
[-eliikozidaz, illetve pektin-metil-észteraz aktivitasanak vizsealata

Azt vizsgaltam, hogy az ¢élelmiszeriparban alkalmazott névényi eredetli alapanyagok endogén a- és
B-gliikozidaz, illetve pektin-metil-észteraz aktivitasanak valtozasai mennyire jellemzéek az egyes
¢lelmiszeripari folyamatok, elsdsorban a hokezelés ¢€és hossza ideig tartd tarolds hatasaira.
Megallapitottam, hogy a vizsgalt alapanyagokban az endogén a-gliikozidaz aktivitds tul alacsony
volt a tovabbi vizsgalatokra.

Az eléfézés jellemzésére a brokkolit és a karfiolt vizsgaltam. A brokkoli B-gliikkozidaz
aktivitdsa 144 pmol min” brokkoli g”', pektin-metil-észteraz aktivitisa pedig 11,42 umol min™
brokkoli g, a karfiol B-gliikozidaz aktivitisa 377 pmol min™ karfiol g és pektin-metil-észteraz
aktivitasa 3,93 pmol min™ karfiol g volt. Mindkét enzim alkalmasnak mutatkozott az el6f6zottség
¢s a hiitétarolds nyomon kovetésére. A B-gliikkozidaz aktivitas a hékezelés koriilményeitdl (2-6 perc,
90-98 °C) fiiggden a brokkoliban 20-35, a karfiolban 15-28 sz4zal¢kara csokkent €s ez az aktivitas a
hiitétarolads sordn tovabb csokkent. A vizsgalt zoldségekben a pektin-metil-észteraz aktivitds az
el6fozés alkalmazott paraméterei hatdsara teljesen inaktivalodott, és aktivitdsa a hiit6tarolas soran
sem regeneralodott.

A vizsgalt novényi eredetii €lelmiszeripari alapanyagok (vordshagyma és édesmandula)
huzamosabb taroldsa soran sem a [-glilkoziddz, sem pektin-metil-észteraz aktivitdsdban nem
talaltam Iényeges valtozast. Ugyancsak jelentéktelen kiilonbséget talaltam a kiilonb6z6

¢desmandula-, sz616- és almafajtak B-gliikkozidaz és pektin-metil-észteraz aktivitasa kozott is.
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3.4 A feliiletaktiv 0-gliikozidok preparativ 1éptékii szintézise a- és B-gliikozidazok katalizalta
reverz hidrolitikus folyamatokkal

3.4.1 Az o-gliitkozidok kisléptékii reverz hidrolitikus szintézisének optimaldasa

A preparativ 1éptékti szintézishez megfeleld reakcioparaméterek megallapitasdhoz elészor
optimaltam a kordbban, a Tanszéken végrehajtott reverz hidrolitikus kapcsolasi reakciokat
(n-butanol, n-pentanol, n-hexanol és ciklohexanol, mint gliikozilez6é agensek és egyben higitoszerek,
nativ és Akrilex C-100 hordozora rogzitett o- és B-gliikkoziddz). Az optimalas kovetkeztében sikertilt
az Akrilex C-100 hordozora rogzitett B-glikozidaz (153 pmol min™ szaraz xerogél g) katalizalt a
reakcid esetében a eredetileg 20-25 % hozamot legalabb kétszeresére ndvelnem (40-60 %). A
tételnovelési kisérleteket 10 % viztartalmi reakcidelegyekben végeztem. Az Akrilex C-100
hordozora rogzitett a-gliikoziddz esetében az optimalas ellenére sem voltak a hozamok 28
szadzaléknal magasabbra emelhetok. A szintézisek hozamat minden esetben csak analitikai
modszerekkel, elsdsorban HPTLC segitségével allapitottam meg.

A prepartiv izolalhatosag és az azonosithatosag értékében a szintézisek 1éptékét meg kellett
novelnem. Ez a torekvés reakcioelegyek komplex heterogenitdsa kovetkeztében kezdetben
sikertelennek bizonyult. Ezért a heterogenitads csOkkentésére kiillonb6zo szerves olddszerek, mint
higitoszerek bevezetését kiséreltem meg annak ellenére, hogy korabban ilyen jellegii sikeres
kisérletekre nem igen volt példa. Szamos sikertelen probalkozas utan ugy talaltam, hogy az 1,2-
diacetoxi-etan és a triacetin hidrofob karakterti, ugyanakkor vizben vald oldédasuk szamottevo,
valoszintlileg ezért csdkkentik a reverz hidrolitikus reakcidelegyekben a komplex heterogenitast.

A két higitoszer jelenlétében a rogzitett B-gliikozidaz stabilitdsa nem sokban kiilonbozott a
higitdszert nem tartalmazo6 reakcioelegyekben mutatott stabilitastol. Ilyen kozegben a rogzitett o-
glilkozidaz gyakorlatilag elvesztette aktivitasat, ezért tovabbiakban csak a rdgzitett B-gliikkozidaz
katalizalta reakciokkal foglalkoztam. A vizsgalt kisléptékii szintetikus reakciok hozama még akkor
is elérte a 30-45 szazalékot, ha a reakcidelegyekben csupan 10 % glikozilezd alkohol volt jelen. A
higitoszerek bevezetésével lehetségessé valt olyan oO-helyettesitett gliikozidok reverz hidrolitkus
eldallitasa is, amelyeknek megfeleld hidroxil-vegylilet nem hasznalhaté higitdoszerként. A tovéabbi
vizsgalatokat 0sszekotottem egy 1) feliiletaktiv o0-gliikkozid tipus, az irodalomban eddig még nem
ismert 0-alkoxi-alkil-gliikkozidok szintézisével.

A kisléptékii reverz hidrolitius reakciok vizsgalatat osszekotottem az o- €s B-glilkozidaz
inkubdlési inaktivalddasanak kinetikai elemzésével. Megdllapitottam, hogy mind a nativ, mind az

Akrilex C-100 hordozora rogzitett a- ¢és [-glikoziddz inaktivalodasi kinetikaja elsérendd,
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ugyancsak megallapithat6 volt, hogy az 1,2 diacetoxi-etan €s a triacetin higitdszerek csak minimalis
mértékben novelték az Akrilex C-100 hordozora rogzitett B-gliikozidaz inaktivalodasi hajlamat. A
nativ  B-gliikkoziddz stabilitasa triacetin jelenlétében szignifikdnsan magasabb volt, mint

1,2-diacetoxi-etan jelenlétében.

3.4.2 Az o0-helyettesitett- F-D-gliikopiranozidok preparativ léptékii szintézise reverz hidrolizissel

A preparativ 1éptékli reverz hidrolitikus reakcidelegyek a gliikkdozhoz viszonyitva husszoros
feleslegben alkalmaztam a glikozilez6 hidroxil-vegyiiletet, a hidroxil-vegyiilet €s a higitdszer aranya
1:9 volt és a reakcioelegyek 10 % vizet tartalmaztak. A képzddott o-gliikozidok, pontosabban az
O-helyettesitett-B-D-gliikopiranozidok izolaldsa meglehetds nehézségekkel jart. Az 1,2diacetoxi-etan
forrdspontja megfeleld vakuum alkalmazasaval elegendden alacsony volt ahhoz, hogy a termékek
izolalasara bepdrlasos-vastagrétegkromatogrdfias modszert alkalmazzak. A triacetin magas
forraspontja ezt lehetetlenné tette, ezért a termékeket extrakcios-vastagrétegkromatografias modszer
segitségével izolaltam. Az o-helyettesitett-B-D-gliikopiranozidok preparativ 1€ptékli szintézisének a

hozama 10-25 % volt.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

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 forméju) és az Akrilex C-100
hordozora rogzitett P-glikoziddz enzimkinetikai &alland6i, valamint kiilonb6z6 viztartalmt
alkoholokban mért stabilitasi viszonyai (azonnali és inkubdldsi inaktivalodési kinetikaja) alapjan
meghataroztam azokat a reakciokoriilményeket, amelyekben a kiilonb6zo szerves oldoszereket
higitoszerként teszteltem. A vizsgalt higitoszerek koziil az 1,2-diacetoxi-etan ¢€s a triacetin bizonyult
alkalmasnak az o-alkil-gliikkozidok 1j, preparativ 1éptékti az Akrilex C-100 hordozora rogzitett B-
glilkozidaz katalizalta reverz hidrolitikus szintézisére a megfeleld alkoholokkal képzett 9:1 aranyt
elegyben. Megallapitottam, hogy a triacetin higitdszerben még a nativ B-gliikoziddz is megfelelden

stabil a szintézishez.

2.. Az 0-alkil-gliikozidok preparativ 1éptékii eloallitasa reverz hidrolizissel

A higitoszereket is tartalmazo reakcioelegyekbdl az o-alkil-gliikozidok preparativ kinyerésére a
higitoszerektdl fiiggéen két Uj modszert (a beparlasos-vastagrétegkromatografias, illetve az
extrakcids-vastagrétegkromatografidss modszert) dolgoztam ki. A higitészerek segitségével
lehetségessé valt olyan O-helyettesitett glilkozidok reverz hidrolitikus eldallitasa is, amelyeknek
megfeleld hidroxil-vegyiilet nem hasznalhatd higitoszerként, példaul fenollal o-fenil- (13 %) és

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

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

Elsoként rogzitettem enzimeket a feliileti réteghez (S-layer). Erre a miveletre 11j, egyszerisitett
koimmobilizalasi méddszert dolgoztam ki, amely sordn a feliileti réteg és rogziteni kivant enzim
keverékét kombindlt keresztkotésekkel kapcsoltam Ossze glutaraldehid 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-olitkozidaz preparatumok alkalmassaganak vizsgalata borok

aromapotencialjanak modositasara

A feliilleti réteghez rogzitett p-glikozidaz ¢élelmiszeripari alkalmazhatosagdt a borok
aromaprofiljanak modositasaval teszteltem. A fehérje alapu hordoz6 nem kivanatos modon novelte a
borok fehérjetartalmat, ezért 0j rogzitett B-gliikozidaz készitményt allitottam eld, a feliileti réteghez
rogzitett, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart -glikkozidazt. Ennek az wjabb készitménynek a
viselkedését az erre a célra még nem tesztelt Akrilex C-100 hordozoéra rogzitett B-gliikkozidaz
viselkedésével hasonlitottam Ossze és megallapitottam, hogy mind az Akrilex C-100 hordozoéra
rogzitett, mind a feliileti rétegre rogzitett, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart B-gliikkozidaz 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 kinetik4ja az élelmiszeripari tartositdsra hasznalt hdokezelés ¢és a

nagynyomasu kezelés hatasara egyarant elsérendd.

6.. A novénvi alapanvagok élelmiszeripari felhasznalasa soran bekovetkezo

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

Megéllapitottam, hogy a sargarépa, a brokkoli és a karfiol el6f0zbttségére és fagyasztott tdrolasanak
jellemzésére a B-gliikoziddz és a pektin-metil-észterdz inaktivalodasi viselkedése az altalanosan

elterjedten hasznalt peroxidazénal jellemzobb.
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JAVASLATOK

A reverz hidrolitikus reakciokkal kapcsolatos tudomédnyos eredményeim alapjan indokoltnak
tartom az 1,2-diacetoxi-etdn és a triacetin, mint higitészer alkalmazasanak kiterjesztését az
a- és B-glikozidazokon kiviil mas gliikkozidazokra, sét egyes glikoziddzokra is nem csak

reverz hidrolitikus, hanem transzglikozilezési reakciokban.

A B-gliikozidaz feliileti rétegre (S-layer) torténd sikeres rogzitése arra enged kovetkeztetni,
hogy az S-layer mas, eddig még nem erre nem vizsgalt enzimek esetében is elényds hordozo

lehet.

Eldzetes vizsgalataim alapjan indokoltnak tartom mind az Akrilex C-100 hordozora rogzitett,
mind a feliileti rétegre rogzitett, majd kalcium-alginat gyongyokbe zart B-gliikozidaz
esetében a borok aromaprofiljanak modositasi kisérleteinek szélesebb borspektrummal és

részletesebben torténd tovabbi vizsgalatat.

A kiilonboz6 sargarépa készitményekkel végzett hokezelések €s nagynyomast kezelések
eredményei alapjdn ugy gondolom, hogy az egyéb ndvényi alapanyagokbol késziilt
¢lelmiszeripari készitmények kezelése utdn az endogén pektin-metil-észteraz aktivitasanak

kinetikai vizsgalata informativ jelentéséggel birhat.

Véleményem szerint csak tovabbi vizsgélatok alapjan lehet eldonteni, van-e olyan ndvényi
eredetli élelmiszeripari alapanyag, amely tarolasénak jellemzésére vagy kiilonbozo fajtainak
megkiilonboztetésére eredményesen alkalmazhatok az endogén hidrolazok, elsésorban az

a- és B-gliikoziddz, valamint a pektin-metil-észteraz aktivitas valtozasai.
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